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Title : Acquisition of new genetic knowledge on ~ Mycobacterium bovis strains circulating
in France through whole genome sequencing.
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Abstract :

Mycobacterium bovis (M. bovis) is the etiological agent of bovine tuberculosis (bTB), a
zoonotic disease with a high socioeconomic impact. After having reduced the prevalence of
this disease below 0.1%for 6 years, France was recognised bTB free in 2001 which is a very
advantageous situation for trading. However, this status is threatened in the recent years
by the re -emergence of bTB in some French regions. BTB outbreaks are present in very
localized areas and are due to persistent M. bovis strains with specific genotypes (defined
by spoligotyping and MLVA typing). It is therefore important to understand if among the
reasons for bTB increase, genetic factors linked to these dominant genotypes could be
included. Furthermore, the transmission link between infected animals (which can involve
those of different cattle herds and different wildlife species) remains difficult to establish

in regions sharing the same M. bovis genotype. Analysis of whole -genome single nucleotide
polymorphisms compared with appropriate reference genomes can accurately differentiate
field strains. However, new whole genomes closer to the French field strains are needed to
perform these studies.

Ten new complete genomes were sequenced using MinlON and lllumina technologies. Despite
the high stability of M. bovis genome, their characterization and comparison allowed a
better description of genetic lineages by defining specific genetic criteria for some of them.
The use of complete genomes allows a better genomes annotation which improves our
knowledge of the genetic diversity of the M. bovis genomes The copy number of an insertion
sequence, 1110, was found to be variable between the different complete genomes.  This
sequence plays an important role in genome plasticity of the human pathogen
Mycobacterium tuberculosis and was found in high copy numbers in representative genomes
of highly prevalent genotypes whereasM. bovis is considered to have one or very few copies.

We therefore studied the abundance and location of IS 6110 in a larger panel of M. bovis

genomes representative of the French diversity. These results confirmed that the most

persistent genotypes were those with multiple copies of IS 6110 and that two of the most

common genotypes found in France in recent years present a very high copy number (more

than 10). Further studies on 3 important genotypes, SB0120 -DHV, SB0126CO and a subgroup

of Cluster A/F4 family, which are respectively found in Dordogne and Haute -Vienne, Cote

G-2U DQG $WODQWLF 3\UHQHHYV )JUHQFK UHJLRQ®&LIOMIMBZHG D TXI
and their insertion site between host species over 6 -to-17-year periods. 1S6110-related

genetic changes did not appear to occur for host adaptation as suggested for highly prevalent

Mycobacterium tuberculosis strains.

This work has improved our knowledge on the M. bovis lineages circulating in France and
worldwide by establishing a list of genetic characteristics specific to them. Some of these,
such as 1%110, seem to be correlated with the epidemiological success of certain genotypes.
The new genomes will help to bette r understand the bTB transmission dynamics in multihost
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systems and to implement more effective control measures to eradicate the disease in these
areas.

Titre : Acquisition de nouvelles connaissances génétiques sur les souches de
Mycobacterium bovis ,cir FXODQW HQ J)UDQFH SDU O-DSSURFKH GX VpTXHC
complet.

Mots-clés : Tuberculose bovine, Mycobacterium bovis , Séquencage de génomes

complets, IS6110, biologie moléculaire, Analyse bioinformatique et Microbiologie.

Résumeé :

Mycobacterium bovis (M. bovis HVW O-DJHQW pWLRORJLTXH GH OD WXEHUF
est une maladie zoonotique ayant un fort impact socioéconomique. Aprés avoir réduit la

prévalence de cette maladie en dessous de 0,1% pendant 6 ans, la France a été reconnue

indemne de bTB en 2001, ce qui est une situation trés avantageuse pour le commerce. Ce

statut est néanmoins menacé ces derniéres années par la réémergence de la bTB dans
certaines régions francaises. Ces foyers de bTB présents dans ces régions tres localisées sat

dus a des génotypes (défini par le profil spoligotype et le typage MLVA) spécifiques et

persistants de ces régions. Il est donc important de comprendre si des facteurs génétiques

liés a ces génotypes dominants peuvent expliquer leur succés épidémiologiq ue. De plus, le

lien de transmission entre les animaux infectés (pouvant impliquer des bovins domestiques

et la faune sauvage) reste difficile a établir dans les régions partageant le méme génotype

de M. bovis /-DQDO\VH GHV SRO\PRUSKLYV BV gErR@er@tiXrcmBRE LG LT X
a des génomes de référence appropriés peut différencier précisément les souches de terrain.

Cependant, de nouveaux génomes complets génétiguement plus proches des souches
francaises de terrain sont nécessaires pour ameéliorer ces études.

Dix nouveaux génomes complets ont été séquencés avec les technologies MinlON et Illumina.

Malgré la grande stabilité du génome de M. bovis, la caractérisation et la comparaison des

10 génomes ont permis de mieux décrire les lignées génétiques identifiées en France en
GplLQLVVDQW GHV FULWQUHV JpQpWLTXHV VSpFLILTXHV SRXU FH
génomes complets permet une meilleure annotation des génomes ce qui améliore nos
connaissances sur la diversité génétique des génomes de M. bovis. Le nombre de copies

G-XQH VpTXHQFH GELIQVNUMWMWRD@YpJp YDULDEOH HQWUH OHV G
complets. Cette séquence joue un rdle important dans la plasticité du génome de

Mycobacterium tuberculosis et a été retrouvée en grand nombre d ans des génomes
représentatifs de génotype trés prévalent alors que M. bovis est considéré comme ayant une

ou tres peu de copies.

Nous avons donc étudié I'abondance et la localisation d'IS6110 dans panel plus large de
génomes de M. bovis représentatifs de la diversité francaise. Ces résultats ont confirmé que
les génotypes les plus persistants étaient ceux présentant plusieurs copies d'IS6110 et que
deux des génotypes les plus retrouvés en France ces dernieres années avaient plus de 10
copies. Des études supplémentaires sur 3 génotypes majoritaires, SB0120-DHV, SB0126CO
et un sous-groupe du cluster A/ famille F4, qui sont respectivement trés présents dans les



régions francaises de Dordogne et Haute-Vienne, Céte d'Or et Pyrénées-Atlantiques, ont

montré une grande stabilité du nombre d'1S6110 HW GH OHXU VLWH G-LQVHUWLRQ H
hotes sur des périodes de 6 & 17 ans. Les changements liés aux 18110 ne semblent pas se
SURGXLUH ORUV GH FKDQJHPHQW G-K{WH FRRifhetHBdijidgodz pWDLW
M. tuberculosis. Ce travail a permis d'améliorer nos connaissances des génotypes de M. bovis

circulant en France et dans le monde en établissant des listes de caractéristiques génétiques.
&HUWDLQV pYgQHPHQWY JpQpWLTXE6ILY0, demipent-etr® corggésHauWLRQ G-,
succes de certains génotypes. Les nouveaux génomes permettront de mieux comprendre la

dynamique de la transmission de la bTB dans les systémes multi-h6tes et de mettre en place

des mesures de contrdle plus efficaces pour éradiquer la maladie dans ces zones.
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le nombre plupetit de souches retenues (227). Cet arbre est divisé en 11 clades de couleur d

fférente.

Les valeurs de probabilité postérieures (qui correspondent a la probabilité que ces clades so

ent vrais)

déterminées avec Beast (Drummond and Rambaut, 2007) soptVépQ WpHV j OTLQ WP
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La tuberculose bovinébTB) notamment due BMycobacterium bovisest I'une des maladies
infectieuses du bétail les plus importantes et les plus répandues dans le monde, malgré des
décennies de programmes de contréle et d'efforts de rech&mwheaison du caractére
zoonotiquede cette maladie ees importants problémes économiques et sociologiques qu'elle

induit, la tuberculose animale constitue une grande préoccupation pour les secteurs de la santé
publique humaine et vétérinaire. La tuberculose bovine illustraifsanent comment la
modification des écosystémes par les pratiques humaines peut conduire a la création de
réservoirs complexes, influencer la transmission et la propagation de la maladie et entraver les
programmes deontrole et d'éradication. E2001,la France a obtenu le statut indemne de bTB,
cependant une réémergence de la maladie est constatée dans notre pag2e@@pfiREMHFWL |
GH FH SURMHW GH WKqgVH HVW GIDPpOLRUHU QRWIFsRQQDL\
majoritairement retrouv&V HQ JUDQFH FHVY GHUQLgQUHV DQQpHYV SDU OfF
10 nouveaux génomes complets représentatifs des groupdsbadeis mais également en
PWXGLDQW OTDERQGDQFH H8110dah & QanbtppaslirRrQais.p Q pW L T X H
&HWWH WKqVH VJfHVW GpURXOpH DX VHLQ GX /DERUDWRLU
O 1 8 Qaovbpes Bactériennes (UZB) du Laboratoire de Santé Animale (LSAN) de Maisons
$OIRUW GH OY$JHQFH 1DWOR®/MDAQMH Hs B HO D ap® XRJH @/ BBW L R Q
du travail (ANSES) MaisonsAlfort. Ce projet a@galementté réaliseGDQV OfpTXLSH 30D
*PQRPLTXH %LRGLYHUVLWQDp $QWLELRUpVLVWDQFH 3*%$
Infectiologie et Santé Publigu(UMR ISP 1282) de l'Institut national de recherche pour
OYDIJULFXOWXUH OfDOLPHQW&&No&@QlyHW OfHQYLURQQHPHQ
Ce travail de thése a été-dmigé par Maria Laura Boschiroli, directrice de recherche dans a

O NSES et Franck Biet, directe de recherche 8NRAe, DLQVL TXTHQFDGUp SDU
Michelet, chargéde projes deUHFKHURg j O($

&H SURMHW D pWp |ILQDANSESeRIQ pMdgria@rine idurdpéiVune Beule@dnté
OHEJP («©One Health European Joint Programmien anglais).
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1. Introduction

19



1.1, /{DJHOW GH OD W XH/MhddbaxterienvbdbviSESRY LQH

1.1.1. Les mycobactéries

Les mycobactéries sont des bacilles aérobies, a Gram positif, acidophiles, non mobiles, droits
RX OpJQUHPHQW LQFXUYpV TXL QH IRUPHQW SDV G HQGRVS
0.2 4 0.6 um de large. Plus de 200 especes etespétes de mycabtéries ont été décrites au

moment de la rédaction de ce manug@drte et al., 2020) /  H (oM Hd? mycobactéries fait

partie de la famille deBlycobacteriacea¢Figurell TXL QIYHVW FRPSRVpH TXH Gf
Mycobacterium(Euzéby, 1997)

Figurel : Classification déMlycobacterium bovis

La composition de leur paroi cellulaire, extrémement riche en lipides et a forte teneur gn acide
mycoliques, est une caractéristique phénotypique distinctive de cesargarmismes qui leur

permet de survivre dans I'environnement pendant de longues périodes déeffiglsl and

Young, 1985; Fine et al., 2011)

Ces caractéristiguenferent aux mycobactéries la propriéténdepas étre décolas sous

O 1D Fosflides €@prts RX GY{DOFRRO FH TXL SHUPHW GH OHMV LGHQW|

Nielseen etlele caractériser comme des bacilles aattmolorésistants (BAAR) Figure?2).
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Figure2: Coloration au ZiehNeelsen deMycobacterium bovisobservé avec une gout®@ TKXLOH DX
JURVVLVVHPHQW /IYREVHUYDWLRQ PRQW ajent@bteviuBlDcBlr©® OHV U R
des travaux de thése)

/ID FURLVVDQFH GHV P\FREDFWpULHV HVW WUqV YDULDEO
G 1D L O O H istinguanbDleaNrisicolactéries a croissance rapide de celles a croissance lente.
Les mycobactéries a croissance rapide, conMigeobacterium marinummMycobacterium
chelonaeMycobacterium fortuitunou Mycobacterium smegmatisnt un temps dgénération

de 2 a 5 heures et forment des colonies visibles en moins de {Hourgoin and Agius, 1995)

Les mycobactéries a croissance lente ont un temps de génération moyen plus long de 14 a 15h
pour M. tuberculosiou de 20tpourM. bovis

La classification des différentes espéces de mycobactéries peut également se faire selon leur
intérét clinique.Ainsi, elles peuvent étre regroupées en trois groupes : les mycobactéries
pathogenes obligatoires, les mycobactéries opportunistes ou pathogénes potentielles et les
mycobactéries saprophytes ou non pathogffrabes et al., 2018; SchuiRbbbecke, 1993)
'"{DXWUHV FODVVLILFDWLRQV H[LVWHQW FRPEOmMpl&X® GLVWI
Mycobacterium tuberculosi$MTBC) et les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) ou
atypiguegRindi and Garzelli, 2016; Runyon, 1968)ne récente étude de phylogénomique et
génomique comparative qui portait sur 150 génomes de mycobactéries a montré |'existence de
cing groupes monophyléties distincts au sein dyenre: les clades TuberculosisSimiaé,

"Terrae", "Triviale", "FortuitumVaccaé et "Abscessu€helonaé (Gupta et al., 2018 Cette

étude a soutenu la subdivisons du geMwgcobacteriumen cing nouveaux genres
Mycobacteriunpour le cladéluberculosisSimiag Mycolicibacterium gen. nosorrespondant

au cladeFortiutumVVaccae Mycolicibacter gen. noypour le cladeTerrag Mycolicibacillus

gen. noyour le claddTriviale et Mycobacteroides gen. n@our le cladéAbscessu€helonae

(Gupta et al., 2018)
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Cette nouvelle classification a créé une certaine confusion dans la commaaentiéque et
QTIDSSRUWH DXFXQ EpQplLFH DX GRPORWLOGHMIYFIPROREH F
nomenclature des MNpeut rester inchangd@ortoli et al., 2019a)Par ailleurs, en utilisant

les données de séquencage duogen complet (WGS), 174 taxons dans le genre

Mycobacteriunont été décrit¢Tortoli et al., 2019h)

1.1.2. Les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) eé$ agents dépre

Les mycobactéries saprophytes ou commensales sont généralement considérées comme non
SDWKRJgQHV SRXU O YKR P P Hivéts\subsRaps\En\d dhparme@adkHemiieD Q V

O 1 H Dexre, @ Powssiere ou les plantésrtaines de ces bactéries a croissance rapide comme
Mycobacterium vaccaeu Mycobacterium smegmat®nt des bons modelpsur étudier des
FDUDFWpPULVWLTXHY JpQRPLTXHV RXVyodbpéiRi@rBaht tevGirHYV P HP |
utiliser des bactéries pathogénes a croissance lente cdvhinevis ou M. tuberculosis

(Amoroso et al., 2020; Ealand et,82018; Reyrat and Kahn, 2001; T et al., 20200 D XWUH V
études évaluent le potentiel de protection que pourraient apporter ces mycobactéries en tant que
vaccin contre la tuberculose (TB) comme les vaccins candidats MIP/Mw, Udlisspegmatis

ou Vacca& utilisant des agents inactivés (respectivemdgtobacterium indicus pranii
Mycobacterium phleMycobacterium smegmagsMycobacterium vaccgéGong et al., 2018,

2020; JunqueirKipnis et al., 2013)

/IHV P\FREDFWpULHVY SDWKRJgQHY RSSRUWXQLVWHV VRQW ¢
etellesRQW XQ SRXYRLU SDWKRJgQH SRXU O fKighRiestspEdésOHV D C
(Ingen et al., 2009) 3BHQGDQW ORQJWHPSV DXFXQH DWWHQWLRQ
P\FREDFWpULHV GX IDLW GH OHXU SRXYRLOTSBWG&GRBGRAHHD1
1pDQPRLQV XQH DXJPHQWDWLRQ GHV FDV GYLQIHFWLRQ SD
de ces dernieres années, surtout dans les pays industrighs&gham, 2016) Ces
mycobactéries sont assez résistantes aux désinfectants de I'eau couramment utilisés, tels que le
chlore, et leur capacité a pater dans les approvisionnements urbains en eau peut contribuer

a la prévalence croissante des maladies pulmonaires liées aux mycobactéries opportunistes
(Falkinham et al., 2015)

&HV EDFWpULHV SHXYHQW FDXVHU GH WUBRAKELBRRPPYO|LEN I/
agents demaladies pulmonaires comme la mucoviscidose. En effet, le taux d'infection,
notamment par Mycobacterium abscessugM. abscessys des patients atteints de
mucoviscidose a augmenté dans le monde ces derniéres dé¢Aitk@aset al., 2012; Bryant

et al., 2016, 2013; Floto et al., 2016; Thomson et al., 2020)
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Les agents mycobactériens opportunistes les plus fréquents chez des pppariennent au

complexe deMycobacterium aviunfMAC) avec principalementylycobacterium aviursubsp

(sous espéce subspecies en anglaishominissuis(Mah) etMycobacterium intracellulare

(Hoefsloot et al., 2013; Whiley et al., 201R)peut également étre mentionki§cobacterium

ulcerans OfDJHQW GH O T X & ld dew@iemé&maladeOnhycobactérienne la plus
répandue en AfriquéDhungel et al., 2021; Fevereiro et al., 2021)

Certaines de ces mycobactéries environnementales sont donc classées agemise
pathogenes opportunistes, mais peuvent avoir des implisatietéringes et sanitaires
importantes.LHV P\FREDFWpULHV SDWKRJqQQHV GYLPSRUWDQFH
principalement Mycobacteriuravium subsp paratuberculosis 0ODS TXL HVW OfDJHQ\
paratuberculose, également connue commealadie de John@iet et al., 2005; Momotani et

al., 2012; Rowe and Grant, 2006hez des ruminants. Une autre mycobactérie qui appartient
également au complexe MAC a4t aviumsubspavium OfDJHQW GH OD WaMEBSIHUFXOR
bien chez les oiseaux de rentedomestiquegue sauvage®lgammal et al., 2021; Dhama et

al., 2011) Les mycobactéries opportunistes ou pathogénes peuvent étre responsables de
réactiors positiveslorV GT1XQ WHVW G Hb&mbseVBpal thb&ddli@atdn, aussi

bien chezéshumainsTXH FKH] OHV DQLPDX[ PDLV QH IRQW SDV OfRE
(Karakousis et al., 200&Kuenstner et al., 2017; Rindi and Garzelli, 2016; Runyon, 1965)
Mycobacterium lepraest un agent pathogéne staatobligatoire pourds humainprovoquant

OD OgSUH &H EDFLOOH HVW pJDOHPHQW FRQQX VRXV OH
EDFWpULRORJLVWH QRUYpPJLHQ *HUKDUG $UPDXHU +DQVHQ
"D XWUHYV |gpiebex\atd/déarits, notamméycobacterium Ipromatosigjui provoque

une lepre lépromateuse diffuse K H ] ur@athkou Mycobacterium lepraemuriungui est
responsable de la Iépre murifiojasEspinosa and Lgvik, 2001; Sharma et al., 2019)

1.1.3. Le complexe deMycobacterium tuberculosis

Le groupe des mycobactéries pathogenes contient également les membig8du lls

peuvent provoquer la tuberculose clezhumaingt/ou chezdsanimaux.

La TB est une maladie infectieuse chronique causée par les agéviBdliavec notamment,
OYDIJHQW SULQFLSDO G HVyedateXlErHuberxu@$sa. tubkrsuobiy. aH

7% D pWp GpFULWH G qWsafdd® derhmedunghpal &2 dmaigrixsdnitéHaypelée

© 3KWLVLH @2 HW SURYRTXDQW GHV V\PSW{PHV GfLQVXIILVD
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/ITRULJLQH GH OD WXEHUFXORVH KXPDLQH VHPEOH GDWHU C
7% RQW pWp UHWURXYpHVY GDQV OHV SUHPLqQUHV SRSXODWL
000 angBuzic and Giuffra, 2020; Comas et al., 2Q13 terme «uberculose » a été utilisé

pour la premiére fois par le médecin Johann Lukas Schdnlein en 1839. Son nom vient du latin
tubersignifiant excroissance et du fait que la malagiearactérisait pates tubercule@Murray

et al., 2014)

En 1865, le médecin Je#@mtoine Villemin montra que cette maladi@ié due a un microbe

qui se transmettait par voie aérien@ans son étude, il montra gle microbepouvait se
transmettre JunainsD X ODSLQ GX EpWDLO DX ODSLQ GX ODSLQ D
Ainsi, le potentiel zoonotique de la Bt mis en évidence, de méme que le fait que la nelad

était transmissible paon micreorganisme spécifique (Villemin 1865). Les travaux de
9LOOHPLQ TXL RQW pW duishteqduit@gphd.eh p882jp& femichRobiodgiste
5REHUW .RFK ,0 UpSpWD OYLQIHFWLRQ GH 7% HQWUH OH
infectieux isoléd udnains, puis isola la souche infectieuse, appelée bacille de Koch (BK), sur

un milieu de cultug (Koch, 1982) La découverte dil. tuberculosidui valutle prix Nobel de

médecine en 1905. Le bactériologiste et hygiénisteFlaghe montra par la suite en 1897 que

le bacille pouvait se transmettre par des gouttelettes produites lors de laRtiigge«droplets

»).

Les membreMTBC ont une similarité trés forte entre eaxec une homologie de 99% de leur

ADN (acide désoxybonucléiqug génomique(Figure 3) (Brosch et al., 2002; Rodriguez
Camposet al., 2014; Supply et al., 2013)1pDQPRLQYV LO HVW SRVVLEOH GTL

les membres de ce groupe selon des caractéristiques dues a des événements génétiques comme

la présence daélétionou difhsertion(indels)spécifiques nomméeles Régions de Différences

(RD) qui permettent ainsi de différencies membreswWMTBC (Figure3).
1HXI OLJQpHV RQW pWp GplLQMHWejcuSite&t \prpdemtdl dabls IBsX 0 7 % &

lignées L1 a L4 et L7 tandis que les lignées L5 et L6 correspontirdabacterium africanum

(respectivemenM. africanum1 etM. africanum?2). L8 et L9 ont été défies récemment, la
premiere lignée décrit un nouveau clade ektreanettiiet les autres lignées du MTBC et L9
comprenant unégnée desouches ddl. africanumisolées de SomaligCoscolla et al., 2021;
Ngabonziza eal., 2020; Silva et al., 2022) es clades A1 & A4 contiennent les agents de la
tuberculose animaléCoscolla et al., 2021; Napier et al., 2020; Noel H. Smith et al., 2009;
Streicher et al., 2007; Stucki et al., 2016)
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Figure 3 : Phylogénie de maximum de vraisemblance de souches du MTBC. L'astérisque marque
I'expansion de la gamme d'hétes au sein du MTBC. Les lignées L1 a L7 contiennent les agents de la
tuberculose humaine tandis que les clades Al aoiliennent les agents de la tuberculose animale.
/IYTDUEUH D pWp WQobdeteriu@ rabetiH&EHWWH ILIJIXUH SURYLHQW GH OfF
collaborateur¢Brites et al., 2018)

1.1.3.1Les membres humains du MTBC
/IH 07% & HVW GRQF RR&StRi¢puldsd Dunthi@e comrive tuberculosis
M. africanumet M. canettii Ces trois agentprovoquent peu de cas zoonotiques et ont été
PDMRULWDLUHPHQW LVROpV HQ $I1ULT|Rigure(Blouin@tval.lV HPEOH
2014; Cardona et al., 2020; Frothinghamlet1l®99; Gutierrez et al., 2005; Jong et al., 2010;
Noel H. Smith et al., 2009; Vasconcellos et al., 201@st admis que les anciennes souches
de MTBC proviennent de mycobactéries environnementales appelées bacilles lisses de la TB
(commeM. canetti ou M. pseudotuberculosis HW TX{fHOOHV RQW DFTXLV DX F
PpOpPHQWY GH SDWKRJp@tlégu\atpl. R2QLS; s Upyly@tfek, RELB)H
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1.1.3.1.1. Mycobacteriumtuberculosis
M. tuberculosisHVW OTDJHQW SULQFLSDO GH OD tagentathed@heQH /D V
a été montrée chez des animaux domestiques comme des ¢@pdnsus et al., 2009Yles
suidés(Arega et al., 2013)des canidégErwin et al., 2004; Hackendahl et al., 20@4)des

bovins(Ameni et al., 2013; Ocepek et al., 2005; Romero et al., 204y aussi chez certains

animaux sauvagemtamment en captivigdomme des éléphar(slichel et al., 2013; Oh et al.,

2002) des rhinocérofOh et al., 2002¢t des primatenon humaingOh et al., 2001; R.j et al.,

2001)

La TB est la plus grande cause de déces due a une maladie infeGiéus® fKLVWRLUH Gp.
la variole, le paludisme, la grippe, la peste et le SIDA comgtaékon, 2013)Bien que cette

maladie soit ancienne, elle est toujours tres présente avec environ 10 millions de personnes
tombées malades en 2020, soit une incidence de 127 cas pod®dLB@bitants, selon les

données du rapport&lobal Tuberculosis repts @ G H GH OYf2UJDQLVDWLRQ O
Santé (OMS). La TB est présente partout dans le mm HW UHSUpPVHQWH DXMF
deuxiéme plus grande cause de mortalité due a un agent infectieux (derriere @eJaus
COVID-19) avec 1,3 million de morts.

Figure4 : Incidence de la tuberculose en 2020 dans le monde. @gpite provient du rapport de
Of2UJDQLVDWLRQ ORQGL Bloddl Taberculosis 2pége 20216 ©
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Il existe deux formes de TB. La premiere est la tuberculose active pendant laquelle le bacille se
multiplie et la maladie se développe. Céttiene, observée chez 10% des personnes infectées,
survient lorsque le systeme immunitaire du sujet infecté est défgMalumino et al., 2007)
La deuxieme forme, qui est la plus répandue, est la tuberculose latente qui est celle ou
ITLQIHAWWRERQWHQXH HW QTHQJHQGUH SDV GH VLJQHV FOL
son éradication compliquée. Il est généralement possible de guérir de la TB en 6 mois en prenant
TXRWLGLHQQHPHQW XQ FRFNWDLO GIDQWLHdzReN d&d XHV FF
S\UD]LQDPLGH HW GYpWKDPEX® RQ FNWIEIQ®WH WRDWVSERKLEYF
pendant 4 mois. Néanmoins, la mauvaise gestion du traitement antituberculeux (utilisation a
mauvais escient ou incorrecte des antimicrobiens, admaities de formules inefficaces ou
arrét prématuré wtraitement) peusélectionnerdes bacilles résistarng aux antimicrobiens
utilisés (R), multirésistars (MDR) ou ultrarésistast(XDR) ce qui aggrave ce probleme de
santé publique.
Le séquegage du génome de la souche de référendydebacterium tuberculosid37Rv en

D SHUPLV GIDPpOLRUHU t@dempdiogeQeDrhars\eDamenysur ks) FH

autres mycobactéries, car il est le premier génome séquencé de ogénet al., 1998)

1.1.3.1.2. Mycobacteriumafricanum

M. africanuma été découverte en 19@8astets et al., 1968} a été définie comme le bacille
tuberculeuxal ULFDLQ DYDQW G&fmnm& Und espdde @ pavt\éhtigingan plus tard.

2Q UHWURXYH FHWWH HVSqFH OH SOXV VRXYHQW &€®QV OHV
HVW UHVSRQVDEOH GH GHVY FDV GH WXEHWEXORVH !
VSRUDGLTXHPHQW G Qg e64].p2010)Udst\cobsipéié R @Vafricanuma

une capacité moirimportantea provoquer une tuberculose active, avec un taux de transmission

plus faible quepar rapport M. tuberculosigAsare et al., 2018; de Jong et al., 2008; Eldholm

et al.,, 2021; Nebenzal@uimaraes et al., 2015; Sharma et aD1& Comme montré
précédemmentM. africanumest séparé en deux types, le type 1 (MAF1), prévalent dans le

golfe de Guinée et le type 2 (MAF2Ui HVW SUpYDOHQW HQ S$IULTXH GH C
(Frothingham et al., 1999; Vasconcellos et al., 20L8% membres de ce groupartagent la

delétion RD9. MAFIpossede unautre délétion RD711, tandis que MAF2 peut étre identifié

par les délétions de RD702, 7, 8 et [Fig@re 5) (de Jong et al., 2005En utilisant le

spoligotypagq1.2.3.2|Le spoligotypagq, MAF1 est caractérisé par une perte des espaceurs
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(spacerB-12 et37-39, tandis que dans MAF2, Ispacer7-9 et 39 sont absentde Jong et al.,
2010)

Figure5: Représentation schématique des marqueurs moléculaires (SNP et RD) qui distinguent les
especes du complekéycobacterium tuberculosi€ette figure décrit plus particulierement les membres
responsables de la tuberculose animale. Les silhouettes d'anilastugnt I'h6te principahuquelle
PHPEUH GH 07%& HVW DVVRFLp /HV VHULQJXHV L Q&gnedxiQW OD
2017)

1.1.3.1.3. Mycobacteriumcanettii

M. canettiia été isolée pour la premiéere fois en 1969 par le microbiologiste francais Georges
Canetti(Supply et al., 2013)Ce bacille tuberculeux lisse, en contraste avec les autres membres

de MTBC IDLW ELHQ SDUWLH GX 07%& PrPH VLO HQ HVW OH S
phénotypiqugGoh et al., 2001; Koeck et al., 2011; Soolingen et al., 1997¢anettii af

Gdflleurs ét¢ UDWWDFKpH j FH JU BxdingenT & YdH,Q1997)Elle a été
SULQFLSDOHPHQW LVROpH FKH] GHV SDWLHQWY RULJLQDLU
O 1% 1 UBIduinHet al., 2014; Bouzid et al., 2018; Pfyffer et al., 19983lgré de nombreux

casil Q1D S pogsiplevde détermings 1 K{WHYV UpVHU YRrgdhissnebetT Kif XFQL FUR
UpVHUYRLU HQYLURQQHPHQWDO VRLW VXJJpUp DeY X GH Of
humaingBlouin et al., 2014; Fabre et al., 2004; Koeck et al., 2014¢ premiere étude a émis
OTK\SRWKgVH TXH F Enged deQaHOdrre Q' ANy U ol rQiéht étre une niche
écologique de d¢eagentpathogendLoukil et al., 2019) "{DXWUHV pWXGHV GHYURGC
rédisées pour déterminer le ou les réservoirddeanettii Un des problémes de ce pathogene
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HVW TXTLO QH SDUWDJH SDV OD P rHtuletoQlaslspoluvaht\WlgrsD X[ D Q\\
entrainerde ce faitdes erreurs de diagnostic et la sélecti@n stuches résistantes aux
traitementgFeuerriegel et al., 2013; Koeck et al., 2011)
Le premier séquencage du génomeMieanettiia été réalisé en 2011 sur la souche CIPT

&H EDFLOOH VH FDUDFWpULVH SDU OD SHUWH GT1XQt
mutation spécifique sursp65(heat shock protein 6%pupply et al., 2013)

1.1.3.2.Les agents de la tuberculose animale

1.1.3.2.1. Les membresdu clade Al
Quatreagents de la tuberculose animake sont pas présents dans les clades A2, A3 ou A4,

maissont proches des lignées 5 etdrespondant Blycobacteriumafricanumet sontprésent

dans leclade Al|Figure3|etFigure5) (Coscolla et al., 2021, 2013) est composear:

- le Dassie bacillugjui a été isolé pour laremiere fois en 1954 en Afrique du Sud chez le
daman de montagnkelyracoidea Procavia capensisG fRe L O W («da$sié R&p aQdhis
(Wagner et al., 1958).a premiére caractérisation de egentSDWKRJqQH D PRQWUp T

tres similaire aMycobacterium microti(M. microti) (décrite dans la partig.1.3.2.4

Mycobacteriummicroti). Néanmoins des événements de délétion ont été déterminés comme

RD5%S RD25et RDT2qui représentenia délétionG I X QH UpJLRQ FRGDQW SRXU
du systeme de sécign ESX-1 [Figure5) (Mostowy et al., 2004)

- Mycobacterium suricattgedont la premiere observation a été faite chez les suricates
(Suricata suricatth dans les années 1990, a dans un premier temps été confondu avec
M. tuberailosis(Alexander et al., 2002jpuisM. bovis(Drewe et al., 2009)Cet agent a ensuite
été décrit en tant que nouveau membre du MTBC en 2013 (ParsdrZ0&8). Les suricates
vivent en groupe et interagissent fortement entre eux, pouvant ainsi favoriser la transraission d
cet agentpathogengDrewe 2009; Drewe et al., 2009Te bacille partage les événements

génétiquesde délétionRD25% et RDTFS décrits chez le Dassie bacillus, mais il peut étre

distingué de ce dernier pkr délétion deRD5°"" qui est spécifique M. suricattae(Figure5
(Parsons et al., 2013)

-Mycobacterium munga été découverte en 2000 et isolée en 2010 au Botswana chez les

mangoustes rayeedM@ngos mungp espéce chez laquelle la b&oe cause un fort taux de
mortalité (Alexander et al., 2010Cé agentpathogéne partagee délétionRD25"S avec la

Dassie bacillus mais peut étre différencié de ce dernier avec une datitivonnellede RD1,

appelé RDT""(Figure5).
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-OH &KLPSDQ]JHH EDFLOOXV D pWp GpFRXYHUW FKH] XQ FK
TXH OHV DXWUHV PHPEUHVY GX FODGH $ VRQW SOXW{W UHW

(Coscolla et al., 2013).es connaissances sur ce bacille sont trés limitées.

1.1.3.2.2. Mycobacteriumpinnipedii

Mycobacterium pinnipediiM. pinnipedi) est un agent deiberculose animale présent dans le

clade A2|Figure4|etiFigure5). Ce bacille a été décrit pour la premiére fois en 1991 chez des
otariesG 1 $ XV W U D O L H-Z¢Mhog EbukiRseY al A @# Forshaw and Phel@91) I
a été appeléVl. pinnipediien 2003(Cousins et al., 2003Pes infections a. pinnipedii ont

également été décrites chez le tapir, le bovin, le lama, le gorille mais ausshemlains
principalement chez des soigneurs en contact avec des animiectés (Kiers et al., 2008;
Moser et al., 2008; Thompson et al., 199%) qui permet de considérer cette bactérie comme
zoonotgue.M. pinnipediia en effet été retrouvée sur des dépouilles de momies péruviennes de
plus de 1 000 anSalo et al., 1994) e génome de tagentpathogene comportene délétion
spécifique PiD1 qui permet de le distinguer des autres membM3$BIC (Bigi et al., 2005)

1.1.3.2.3. Mycobacteriumcaprae
Cette espece a été identifiée en 199Partir G XQ LV R O D Aratak ef-dd g XOBOH
Mycobacterium capragM.caprae D GTDERUG pWp LG MQ@QekculogisstuBsSpPH p WD
caprae puisen 2003 ellea été éleve DX UDQJ G THV S Faprasd AaheizQgeDaQ,W
2003) Si les hotes préférentiels dea egentpathogene sont les caprif®ezos et al., 2012)l
HVW DXVVL FDSDE OH (G/#thiQ ¢taF, \ 2o He& ehdds(RMari@t\al., 2014)

des ovns (Pesciaroli et al., 2014nais également des biso(Rate et al., 2006)es tigres

(Lantos et al., 2003)des lapingSevilla et al., 2020)Les humains peaient également étre

infectés parM. capraepar contact direct ou consommation de produit contaminé (lait ou viande

par exemplejTorresGonzalez et al., 2013e bacille est surtout présent en Espagne ou il est
UHVSRQVDEOH GH GHV FDV GH 7% KXPDLQH PDLV pJDOl
O 1 2 Xridtdiment la France)l Centrale.

M. caprae provoque des lésions macroscopiques semblables a celles tdéelzulose

provoquée paM. bovis (décrite plus loinl.1.3.2.7(Mycobacerium bovig et elle peut étre

identifiée grace a des caractéristiques génétiques spécifigoemgalla et al., 2013; Huard e
al., 2003; Rettinger et al., 201)ne recente publication basée sur le WGS a permis de séparer

M. capraeen 2 sousignées distincteéShea et al., 2022 ette bactérie a également un impact
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PFRQRPLTXH IR UMVb&ixat MTidbgiowokig<elle fait partiede la liste des agents

de tuberculosegglementé

Le premier génome complet d& capraea été obtenu en 20X8e la Fuente et al., 2015)
RD12 et RD13 permettent de differencMr caprae et M. bovis du reste des membres de
MTBC, tandis que des polymanismes dans RD4 permettent de distingMercaprae de

M. bovis (Figure 5) (Aranaz et al., 2003, 1999; Brosch et al., 2002; Garnier et al., 2003;
Rettinger et al., 2017)

1.1.3.2.4. Mycobacteriummicroti
Ce bacille a été découvert en 1937 au Royadé@L ,0 HVW OJDJHQW SULQFLSD

chez les rongeurs et en particulier chez le campagnol qui est son hote p(Eitgrakt al.,

1935; Wells, 1937)ll peut également étre sporadiquement trouvé chez de nombreuses especes,
dont les humainghez lesgels XQH WUH QW D L Q Ha®GIHniErDiontETedéglakes e L R Q
Europe entre 1998 et 201Banteix et al., 2010)Les personnes infectées sont généralement
LPPXQRGPSULPpPHY PDLV OfLQIFMeEL RI@z Des GoefdgnnesWp U
immunocompétentgEmmanuel et al., 200 Frank et al., 2009; Niemann et al., 200D été

montré queM. microti pouvait étre retrouvée chez les animaux sauvages tetiegusangliers,

des cervidés, des blaireaux, des ren@tdisari et al., 2015Ghielmetti et al., 2021; Michelet et

al., 2021, 2016, 2015a; Tagliapietra et al., 26&1Jomestiques comme les chats et les chiens
(Deforges et al., 2004; Gusivioore et al., 1996; Michelet et al., 2020a, 2016, 2015b; Peterhans

et al., 2020; N. H. Smith et al., 2008) encore certains animaux de rente comme les porcs, les
chevres les lama®su les bovingMichelet et al., 2016)l a également été montré que agent

pathogéne pouvait étre endémique dans ioearégions de Frangsurtout dans le sud et le

centre de la Francé)aprie et al, 2013; Michelet et al., 2015b)/{DQDO\VH SDU VSROL.

(voir partig1.2.3.3| Le spoligotypagg a permis de définir deux types majoritaires deagent

pathogene le typevole (pour campagnol en anglais) et le tyl@na (pour lama en anglais)
(Horstkotte et al., 2001; van Soolingen et al., 1998) comparaison dil. microti avec le
génome de référence M tuberculoss, H37Rv, a permis de mettre en évidence de nombreuses
RD comme RD%°, MiD1, MiD2, MiD3 et RDI"® (Figure 5) (Frota, 2004) Cing génomes

complets de typ&ole ont recemment été assemblés et mis a dispogiaome NCBI (Centre

national dfhformation sur les biotechnologieg)e qui a permis de valider la présence des
régions de différence retrouvées eritemicroti et M. tuberculosiset notamment la perte de
RD1™M¢ (Orgeur et al 2021) Comme mentionné précédemment, cette région est importante

pour la virulence des mycobactéries, car elle code pour les composants du systéme de sécrétion
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ESX-1 et pourrait expliquer epartie sa faible virulence poles humaingOrgeur et al., 2021;
Pym et al., 2002)

1.1.3.2.5. Mycobacteriumorygis

M. orygisa longtemps été considéré comme un variaM.devis(J.R.B. Flamand et al., 1994,
J. R. B. Flamand et al., 199@reth et al., 1994 Cd agentpathogéne a été isolé en 1976 chez
O 1 R ONyx bacillug (Lomme et al.,, 1976DYDQW GYrWUH GplLQL HQ FRPI
part entiere grace a la biologie moléculaire pour finalement étre intégré au MTBC en 2012
(Huard et al., 2006; van Ingen et al., 20X2¢ bacille est surtoutgsent en Afrique et en Asie
du Sud(Dawson et al., 2012; Marcos et al., 201¥est OYDIJHQW FDXVDO GH OD WX
OfRU\[ PDLV D DXVVL pWp GpFULW FKH] GHVY DQWLORSHYV
buffles, des bovins et chezsl humaingDawson et al., 2012; J. R. B. Flamand et al., 1994; Gey
van Pittius et al., 2012; Helden et al., 2009; Lomme et al., 1976; Rahim et al., 2017; Thapa et
al., 2016, 2015)Un premier génome complet 8 orygisa été obtenu récemme(Rufai et
al.,, 2021) Son analyse a permie mieux décrire cette espece avec la détermination de
caractéristiques génétiques spécifiqgues comme certains RD {RDOd&r exemple) ou des
polymorphismes mononucléotidiques (SNP psingle nweleotide poymorphismen anglais)

*:$ G D@yNBa la position 113 par exempl@igure5) (van Ingen et al., 2012)

1.1.3.2.6. Mycobacterium bovi8CG

Le seul vaccin utilisé contre la tuberculose humaine est le BE@ccin biliéa été développé

par le médecin Albert Calmette et le vétérinaire Camille Guérin (Bilié de Calmette et Guérin

ou BCG). La souche originale tie bovisdont le BCG estissu, a été isolée par Edmond Nocard

HQ GIXQH YDFKH DWWHLQW puissceite/s0UEHe d Eté @dRaténéeP2D PP D |
Calmette et GuérifOettinger et al., 1999M. bovisBCG a été crégpar atténuation lors de

230 passages successifs sur milieu a la pomme de terre, bilié et glywEho®isBCG est

depuis 1921 le vaccinontre la TB humainéMahairas et al., 199@hais également chez
oTDQLPDO (Q HIIHW ELHQ TXH GHV HVVDLV G HIILFDFLWp \
aient démontré une efficacité partielle du BCG dans la lutte contre la tuberculose bovine
(Griffin, 2000), et que des résultats de protection soient variables dans la faune sauvage
(Lesellier et al., 2020; Palmer and Thacker, 201 fLPSRVVLELOLWp GITXWLOLVD
mesurs de controle efficace dans des pays a forte endémicité de la maladie chez le bovins et
I'émergence de réservoirs sauvageMdbovisont suscité un regain d'intérét pour I'utilisation

de ce vaccin dans la lutte contre la tuberculose bovine.
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Plusieurs saches deVl. bovisBCG existent. En effet, a partir de 1924, la culture originale de

la souche a été distribuée a divers laboratoires dans le rf@etimger et al., 1999PIlusieurs

différences génétiques ont été identifiees entre les soudeescimme des SNP, des RD, des
GXSOLFDWLRQV HW GLIIpUHQWY VLWHV &10(AbdaHah et IR Q G 1 X Q
2015; Behr et al., 1999; Brosch et al., 2007, 2000; Gordon et al., 1999; Mahairas et al., 1996;
Mostowy et al., 2004; Salamon et al., 2Q00)

%HDXFRXS G ®@\WakeS pbur Ri€uWcomprendre la différence de virulence entre le

BCG, M. bovis de terrainet M. tuberculosis /fXWLOLVDWLRQ GH PDWULFHYV

artificiels bactériens a permis de distinguer 14 RD eatrgouche vaccinal de Pasteur et la

souchede référence d#l. tuberculosis H37Rv (Figure 6) (Behr et al., 1999; Brosch et al.,
2000, 1999; Gordon et al., 1999)

Figure 6: Représentation du génome WMycobacterium boviBCG Pasteur avetes régions de

différence (RDen comparaison avédycobacterium tuberculosi437Rv. Pour chacun des RD mis en
PYLGHQFH LO SHXW rWUH REVHUYp OYLPSDFW VXU OD GpOpWLR!
provient du site internet  |http://bioinformatica.uab.es/biocomputacio/treball$02
03/b_rilova/copia%20de%20proyectobio/futuro/pagswebfuturo/perdidasbg¢g.htm

1.1.3.2.7. Mycobacerium bovis
&H GHUQLHU PHPEUH GX JURXSH 07%& HVW OfDJHQW SUL!

M. bovisest développée plus en détail au cours de ce manuscrit.
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114, /IDIJHOW SULQFLSDO GH ®pcohaxteriddBoXi® RVH ERYLQH

1.1.4.1.Un agent pathogénenulti hote
La tuberculose bovinel VW XQH PDODGLH LQIHFWLHXVH RAKhORQLTXH G
GRQW O TK{W He@Bdddn(g pdeSHovinsHN¢aimoins, la transmission et le maintien de
O L QI HRWHoRQasHIe population sont facilitépar le caracterenulti-hotes de ce

pathogene qui peut infecter de nombreuses espécaardmiferes :

- desanimaux de rentecomme les bovins, les ovins, les caprins mais également les
lamas ou les alpagas% DUORZ HW DO 7 &UDZVKDZ HW DO
Marianelli et al., 2010; Santos dt,&2020)ou les porcgDi Marco et al., 2012)

- des animaux domestiquescomme les chiens et les chdqtyu ne peuvent pas
contribuer aumaintienet a la transmission du pathogen¢&)D\ HW DO 29&RQQRU
2019)

- desanimaux sauvages libres ou en captivittomme les sangliers, les cervidés, les
opossums, les blaireaux ou les rend€isrtazar et al., 2012; Lambert et al., 2017; Matos et al.,
2016; Millan et al., 208; Nugent et al., 2015; Palmer, 2013; Payne, 2014)
Tous les hétes ne jouent pourtant pas le méme role dans la survie et la dissémination de ce
pathogéne. CeluFL YD GpSHQGUH GH OD UpFHSWLYLWp GH OD VH¢
OTK{WHRDXL. SHUPHWWUH GH GpILQLU VRQ U{OH GDQV OD G
FRPPXQDXWp GTK{WHYV agduna{odé repvoducton GeFodse pu Ro, qui se
GplLQLW SDU OH QRPEUH PR\HQ GH FDV VHFREO®@dEHYV SUR
WUDQVPLVVLEOH DX \ddin@c® fiat CeHadgeRISIXG,2013; BQith, 2012;
Ward et al., 2012) 7URLV W\SHV G{K{WHV SHXYHQW rWUH GplILQLV

- OYK{WH GH qgf 24t QnAhbtie @ec unOREgal ou supérieur a 1. Cet héte a
plusieurs réles ee@ SLGpPLRORJLTXHYVY 7RXW GITDERUGr iIGétt U{OH G
GTKDELWDW HW GH VXSSRHW BREMDKARI ¢ M HICXR S5 N K HEOW [BX |
GH VRQ K{WH /YfDJHQW SDWKRJqQQH SHXW HQVXLWH VH GpY
DX[] GpSODFHPHQWY HQ DXJPHQWDQW DLQVL ODBpaQH LQIH

SHUPHWWDQVW OTMHIWNHBRWLRQ GDVHP SR H W OD ISHH URPW W WD QW «

OYLQIHFWLRQ GDQV OH ,WedlPGHN |D&KWW & HUN LE/MUNPHHM® Y G KHFH
SRSXODWLRQ HW HVW XQH VRXUFH GTLQIHEMNERZDOGRXU OF
Nugent, 2011)

- OTK{WH G ést On_ldte\aRaqt unORcompris entre 0 et 1. Cet h0®@ THVW SDV
FDSDEOH GH PDLQWHQLU VHXO HW GH IDoRQ SpUHQQH OfL
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extérieure. Néanmoins, il permet toutde mém® I1DIPDYWRIgQH GIfrWUH WUDQVP
un réle dans la dissémimah géographiqu€Corner, 2006; Nugent, 2011)
/ITMLQIHFWLRQ GLVSDUDLW HQ DEVHQFH GH VRXU&ldiecgH FRQW
le cerf (excepté pour la forét de Brotorvlauny) et le renard sont considérés comme des hotes
GH OLDLVRQ HQ )UDQFH VHORQ OfDYLV GH Of$1&0fR GX UDS
épidémiologique du renard dans la transmission tigblerculose bovine). Ce rble peut étre
différent pour une espece selon le pays étudié

- O 1 K{Wdds&cxépidémiologiqueest un hote ayant unORle 0. Dans ce cas, ni la
transmission ni le maintieme sont assurés par cet hote. Il est souvertate «accidenteb> de
OfLQIHFWLRQ /D SOXSDUW @ndsteligds unQid dURsUIE! MpiW, Dexrat,OJad HYV Q|
taupe et le hérisson sont considérés comme des hoétes dediasaghtie-sac(Hars et al., 2006;
Renwick et al., 2007)
&HV U{OHV GpSHQGHQW GRQF GH OD FDSDFLWp GTXQ K{WH
pathogéne. Ces caractéristiques varient selon la sensibilité Nbdoovis O pFRORJLH H
OfpWKRORJPAMEROOHM{WBIHWHFWLRQ GHb®Ii§d €4 idHivée ¢hey G H
le sangliefSus scrofaespéce tres réceptie O LQIHFWLREG PPLNVLER Q@GN FUp W L
sensibilitéen générasont considés faibles (mais peut dépendre de la région étudigest
donc considéré un hote de liaigbtars et al., 2013; Zanellaet &008) /Y{DLUH GH GpSODF&F
des sangliers étant vas@dlepermetainsi OTH[WHQVLRQ JpRJUD®HKi¢MmettH GH Of
et al., 2021)Le cerfCervus elaphusst également cortéré comme un hote de liais@fars
et al., 2013, 2006)Il a été désigné comme un réservoir primadeH OTLQIHFWLRQ ORI
découverte du foyer important BeotonneMauny, car iltransmettait et maintenaiffifection
de lui-méme ce qui aHQWUDVQpPp OYpOLPLQDWLRQHER Bt QWE GH OL
Zanella etal., 2008) Il est distingué le terme de réservoir primaire de celui de réservoir
secondaireSDU OH ItahswietTd® fuin@me le bacille aux autres espédass chevreuils
(Capreolus capreolyssont moins souvent trouvés infectés mais peuventedgahf dans une
moindre mesuregtre considérés comnaes hotes de liaisattans certaines circonstancear
ils peuvent présentex QH JUDQGH FDSDFLW pprésthidrilespdsidnBuQer@KR UV T XL
ce quipeutfavorise la transmissiontd O | Dakib@EWVE par contact indirdd S RLQWYV G{IHDX |
paturages contaminé@)ambert et al., 2017; Réveillaud et al., 2Q18) blaireauMeles meles
est également un héte de liaisomportant é&ns lecycle de transmissiomulti-h6te Plusieurs
étudesontGp FU LW QM. kovidduWwlair&a M. bovisdans de nombreuses régions de
France(Payne et al.2012; Réveillaud et al., 2018)a prévalence reste néanmoins plus faible
TXTHQ ,UO DRymbmdix, auXO T L Q | H Fivéd Rré3entelade les populationsed
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blaireax, ce qui lui vaux G fétre considéré uhote de maintierfAllen et al., 2019; Olea

Popelka et al., 2005Bien que les renards semblent avoir une contribution moiadiae

circulation deM. bovisque le sanglier, le cerf ou le blaireau, ils pourraient néanmoins avoir un

réle dans les régions trés touchées, spaurraert également étre considémme un hote

GH OLDLVRQ VHORQ OYDYLV GH O1%$16(6 QRLWURESRUW G
épidémiologique du renard dans la transmission de la tuberculose bhvine

Le caracterenulti-hotede cé agenpathogéne le rend plus compliqué aveiller et a éradiquer

par rapportidesagentsSDWKRJgQHYV OGtE ud QamtididypEr® 2011; Santos et

al., 2020) La multiplicité des espeéces infectées jodarlt { OH GTK{WH G Helemédht VRQ LQ
peutaussipermettre le maintien et la transmissionMiebovisdans une zone partagée par ces
différentes especes. La créationdeo VHUYRLU HVW FRQGLW LeRaQi@gdd SDU OL
différents hétegCaron et al., 2015; Haydon et al., 2002; Viana et al., 2@ effet, il a été

montré en France dans les zones engadtiV' T XL O H [hihsvitéy GHN\K ERipantU H
plusieurs espéces différent@éveillaud et al., 2018)Cellesci, par contact majoritairement

indirect avec les bovins, permettraient urH O D L G fparQalfeun&\salvayqEorner, 2006;

Drewe et al., @13; Payne, 2014)

La surveillance de la maladielW GH O fhar3 & fawwd. sa@/age est donc importante a
prendre en compte et sera détaillée dans la phRi8.2| La tuberculose dans la faune

sauvage en France et le rése@ylvatul]

La surveillancedes animaux sauvages pourrait étre différeseion les pays, a cause de la

diversité des especes affectdadépendammeite la régionelle est toujours difficile & meétr

en place du faitle la difficulté de capture, du@odes mesures mises en place et des différentes
techniques de diagnostt/ou dépistagetilisées(Gortazar et al., 2011; Hars et al., 2013; Jamin

and Riviere, 200; Réveillaud et al., 2018; RysPegiorgis, 2013; Thomas et al., 202Un

moyen de contrdle de la maladiteW G H O farg l¢s poguldRi@sauvags et en retour

chez les bovins- est la réduction ek effectifs des espéces affectés, conuaka été pratiqué

enfdret de Brotonne pour les cervidés et les sanglRéseillaud et al., 2018pu encore en
GrandeBretagne dans certaines zones pour le blaifeangton et al., 2022} a vaccination

par voie orale de la faune sauvage wst option de gestioplus éthiquepour réduire la
propagationGH OfLQIBHAWQB @PBWOGLH (Q HIIHW OfYDGPLQLVWUL
souches d#l. bovisinactivée chez le blaireaMgles melgsou le sanglierqus scrofpa montré

des résultatprometteurs dans le controle de la maladie avec une réduction des lésions
WXEHUFXOHXVHVY PDLV pJDOHPHQW XQH EDLVVH GH OD Sl
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PDODGLH RX GY{H[FU p(BalestedsletmlD 00D OhambérDdE &.H011; Garrido

etal., 2011; Gormley et al., 2022; Gormley and Corner, 2013, 2017; Lesellier et al., 2020)
'"HSXLV OYDXWRULVDWLRQ SDU OD OpJLVODWLRQ EULWDQ((
campagnes de vaccination locales de certaines régions du Reykinat permis
OYDGPLQLVWU D VOQRIQse@BentBroeXal., BOR0)

1.1.4.2.Un agent pathogéne zoonotigue
M.bovisHVW XQ DJHQW JRRQRWLTXH T X laud huxdndlaHs veéithbé€3a VvV P H W W
conditions(Etchechoury et al., 2010y 1L Q FL G H Q F Hodadliquaést &vanoyenne de
140000 nouveaux cas par dantre 6800 et 23900) (Kock et al., 2021; World Health
Organization, 2020) /f2UJDQLVDWLRQ ORQGLDOH GH OD 6DQWp $QL
considere également que la tuberculose animale reprédsé#iales nouveaux cas humains de

TB. Cette incidence estéanmoins beaucoup moins importagéms les pays développés qui

ont mis en placdiversesnesures pour lutter contre la bTB (voir pddti8.1|La tuberculose

bovine dans le mond

La transmission d®l. bovisdes animawaux humainsSHXW VH IDLUH ORUV GYH[SR
XQ DQLPDO LQIHFWp RX HQ FRQVRPPD (@fattés. Hieg hBroa& X LWV
infectés par M. bovispewernt néanmoins étre considémg@utét comme un héte cule-sac, car

la transmission entreumainset la transmissiop O D Q L P D O(PéreaQagb &t BIU2014;

Sunder et al., 2009).

La véritable incidence de la tuberculose zomnum reste incertaine en raison de I'absence de
données de surveillance de routine dans de nombreuwep&ysonréalisation de diagnostic

espece dans les pays en développeniamiplus, la prévalence dé. bovischez &s humains

HVW XQ LQGLFDWHXU LQDGpTXDW SRXU VH UHQGUH FRPSWH
(Duffy et al., 2020) En effet, comme il &té présenté précédemH QW GIDXWUHV PHPEL
branche animale du MTBC peuvent également provoquer une tuberculoseschemhins

Par conséquent, le nombre de personnes contractant une tubercatostégme chaque année
etsouffrant des probfaes de santé causés par l'infectidn. dovispourrait étre plus élevé que

ce qui est actuellement estinfBlarris and Reza, 2012; Ol¢wpelka et al., 2017; Von
Philipsborn et al.,, 2015)De plus, la tuberculose zoonotique chez les humanhsaivent

associée a une tuberculose extidmonairequi peut étre mabu non diagnostiquée, et donc

retarder l'initiation du traitemeniDurr et al.,, 2013; Sunnetcioglu et al., 201&8omme

mentiomé préédemment, les caractéristiquegrinsequesde M. bovis présentat des défis

particuliers pour le traitement et le rétablissement des patients. Par aikHarsst
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naturellement résistamtiu pyrazinamideO 1 XQ GHV TXDWUH PpGLFDPHQWYV XW
thérapeutique standard de traitement antituberculeux de premiére intention.

Pour enrayer la tuberculose humaine, il est donc essentiel égalementrdmhite sa forme
JRRQRWLTXH 8QH )HXLOOH GH 5RXWSA anpé&dmeneWt BEOLH HQ
09206 HW O 2UJDQLVDWLRQ GHV 1DWLRQV 8QLHV SRXU Of
définir les grands axes de lutte contre la tuberculose zopoti

Ce plan repose sur le concept/re Seule Santé qui se base sur un principe simple, selon

lequel la protection de la santé humaine passe par celle de I'atimalde la lutte contre
OTLQIHFWLRQ D @éui tdradidnQavec Mexviflonnemétaddmap for zoonotic

tuberculosis2 , ( /D IHXLOOH GH URXWH D pWp UpGLJpH j OD V.
SDU 01206 HQ D\DQW SRXU EXW GH PHWWUH IL@ j OD W)
JRRQRWLTXH GYLFL (OOH FRQWLHQW WKgPHV SUL

FRQQDLVVDQFHYV VFLHQWLILTXHY GH UpGXioidiHe @DeWUDQV

renforcer des démarches intersectorielles et collaboratives.

1.1.4.3.La persistance deM. bovis GDOV OfHOYLURQQHPHQW
(Q SOXV GIrWUH UpVLVWDQW(Borbatn etJaR, 2G228MboyisprBserte Q Jp O DV
€également une persistance environnementale de plusieurs semaines a plusieurs mois, que ce
soit en conditionG fpWp RX GYIKLYHU VXU GLIIp(BdrQavei &., ROWULFHYV
Fine et al., 2011; Ramazi et al., 20140 f(HieXt al., 201), certains aliments comme le mais
(Fine et al., 2011; Palmer and Whipple, 200€3 fece¢King et al., 2015; Tanner and Michel,
1999)ou le lisier 29+DJDQ HW DO 6 F D QeDIR Qin(FiQet 4lX PM 1)
Palmer and Whipple, 2006)
&HWWH UpVLVWDQFH HW FHWWH SHUVLVWDQFH GD®V GLIIp!

tuberculose animale plus compliquée et constituenfaoteur derisque épidémiologique
supplémentairéAllen et al., 2021) En effet, le fait quéV. bovispuisse survivre pendant de
longues périodes dans le §Bamzi et al., 2014)a conduit les chercheurs a postuler que la
transmission indirecte par contamination environnementale peut faciliter la persistance et la
propagéon de la tuberculose bovirjéllen et al., 2018; Brook®&ollock « al., 2014; Ward et

al., 2010) Néanmoins, la facon dolt. bovisarrive a persister dans différents milk hostiles
QIfHVW SDV FRQQXH

1.1.431. /ILOWHUDFWLRQ DYHF OD IDXQH GX VRO
/IHV P\FREDFWpULHVY VRQW pJDOHPHQW FDE.D&R Evn@TLQW H L
GIDXWUHV P\FRE D F \peptihterhyir SvBoNes BrliggBhier et al., 2020; Mba
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Medie et al., 2011; Sanché#idalgo et al., 2017)Sa survie pendant plusieurs mois aprés
OLQIHRMLBQXMVALHXUV HVSqFHV G fArétharroébadlyphapy® HYV T X't
Acanthamoeba castellanii Acanthamoeba lenticulata Vermamoeba vermiformiset
Dictyostellium discoideursousdifférentes formesgtrophozoites et kysteg) été démontrée en

conditiors expérimentale (Mardare et al., 2013; SanchEalgo et al., 2017; Taylor et al.,

2003) Un «entrainemeny du MTBC ] OfpFKDSSHPHQW D B MHR &SRIM C
OTLQIHFWLRQ D pWp VXJ@Bullepet:DB0OBHUWDLQHY pWXGHV

Le lombric pourrait également étre un acteur de la disséminatidi. bevis Aprés avoir

ingéré de lanatiere fécale fraiche contenant la bactérie, il est capable de le disséminer dans le

sol par le biais desirriculesTXLO ODLVVH j OD VXUIDFHBarBR&y tBIXTLO FU]
2016) M. bovis SHXW UHVWHU MXVTXYj MRXUV GDQV OH V\VWqgP
excrété dans le sol ce qui lui permet de se protéger des UV et de la déshydettatim,

favorise sgersistanceGDQV OfHQYLURQQHPHQW

Etant capableG T L Q | BsFhihthidsl € animaux et persisterGDQV OJHQ YMWREO® QHPHQV
est un parfaiexemple pour illustrer leoncept «G 1 X Q H V HxX [Ddst doBcQrivpqrtant de

prendre en compte ces trois composantes pour mieux comprendre les liens de transmission de

ce agentpathogene et pouvoir le combattre de maniere plus efficace.

1.1.5. /1L QI HFWMBQvisS®tuberculose animaleet ses facteurs de risque
1.151./HV pWDSHV GH @ %0¢theE M lhoRigs G H
/IRUV GH OYfLQIHFWLRQ GTXQ K{WH OHV EDFLOOHV TXL RQ\
SKDJRF\WpV SDU OHV PDFURSKDJHV ORUV GH OYDFWLYDWL
LPPXQLWDLUH %LHQ TXTXQH SDUW L Htt&étape HiDd-autte@hitie VR L H (

peut réussir a survivre dans les macrophagesont alors appeldsacilles quiescentsdH WV T\

multiplier, généralement sans signe clinidDelannoy et al., 2020; Pollock and Neill, 2002;

Thorel, 2003) La gééralisation de la TB correspond a la phaséaaéponse immunitaire est

inefficace eeOHV EDFLOOHYV VH GLVVpPL Qafarepavaevonoiigi WH 0V
donnant une tuberculose pulmonaire ou par la voie lyAm@moatogene, donnant une
tuberculosaigie(Borham et al., 2022; Buddle et al., 2018; Thorel, 20D3aps la plupart des

cas de stabilisation, il y a cicatrisation des Iésions qui peuvent se cavdigprésence de
remaniements fibreux adenodules persistants appelés tuberculo(Besinin et al., 2013)

Il estimportantdePHQWLRQQHU TXH FHV p\Wwibunsing sGrf had tdialeWwdnR Q FKH
extrapolablega WRXWHY OHV HVSgFHV DQLPR.GWY VHQVLEOHV j OfLl
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1.1.5.2.Les voies de transmission d&lycobacterium bovis
Chez les bovins, la plus importanté RLH G  Ls@riat la \proj&ctn et dispersion de
goutteletts GDQV OTDWPRYVSKqgU HF&éfielwetlQ 2004 Bouddap ladd-Réiperts,
1967) /HV IqFHV HW OfXULQH SHXYHQW DXVVL rWUH GHV VRX
la TB est digestive ou rénal&oodchild and CliftorHadley, 2001; Humblet et al., 2009;
Pollock and Neill, 2002)Le lait peut églement étre une source de contaminatiarmi les
YRLHV GITHPHMWRRQ@QpWLRQV ORUV G L Q@dHfakis,RIESILeQLWDOH
ULVTXH G {dépénd plevia Ra@ure des lésions. En effet, les formes dites ouvertes de

tubercubse (poumon, intestin, utérusamelle etg sont considérées plus dangeresecher

et al., 2005)Néanmoins, les animaux sans Iésion peuvent quand méme excréter des quantités
faibles debacille suffisanes pour infecter § D X @hithBElUX. Cettéenfection peut se faire avec
guelques bacilles (1 selihicile YLDEOH HVW VXIILVDQW SRXU SURYRTXHU
aérosol contenantfIlD J ig@@hdgene ou avec une dose plus forte en baqle ingestion
GYDOLPHQW F RoaslBRHDeEAp et al., 2005; Johnson et al., 2007)

1.1.5.3 Les facteurs de risque

/IH ULVTXH TXYXQ DQLPDO DLW OD E7% HW FRQWDPLQH OH
plusieurs facteurs individuelkges aucheptelea OTHQYLURQQHPHQW
DULOWURGXFWLRAQ

/ITXQ GHV IDFWHXUV tjdpé s la@olbaliIeGTHX © BIHXW URGXFWLRQ G&H
chez uranimalest son agéCleaveland et al., 2007; Dejene et al., 2016; Delafosse et al., 2002;
Hamedet al., 2021)En effet, un animal qui vit plus longtemps a plus de risdgg§ rWUH H[SRVp
HW GIrWUH PLV M QovisR QW DH WQIFYOHKRW XQ GpFOLQ GH OD UpVl
SHXW DXVVL H[SOLTXHU TX9T2®5WHRIOW @AMMEYW HXU GH ULVTX
La compétencémmunitaire peut également varier selon de nombreux criteres comme la
présence de emfectiors XQH PDXYDLVH DOLPHQWDWLRQ RX OfpWD
(Skuce et al., 2011; van Crevel et al., 200Ra race du bovin joue également un réle sur le
ULVTXH LQGLYLGXHO HW VXU OD V(¢ @&k Etlal POAYIEGHetO TD QL P I
OfH[SUHVVLRQ GH JgQHVY HQWUH FHUWDLQHYV UDFHV ERYLQ
UpSRQVH | OWMLQVis{BroineRiQng et al., 2010; Humblet et al., 2009; Skuce et al.,

2011) Il a été montré une résistance plus élevée a la bTBBtwtaurusndicuspar rapport

aBos taurus taurugAmeni and Erkihun, 2007; Carmichael, 194C¥t aspect est encore mal

compris, mais plusieurs études notamment de GWgehdmewide association studgn

anglais ou éEKGH G 1D \Vs\perigéerdmidus) @Qnt été et sont réalisées pour connaitre les
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JgQHYV LPSOLTXpV GDQV OD UpVLVWDQFH j OD PDODGLH HW
SRVVLEOH GH VPOHFWLRQQHU GHV HVM.HevidVhéEBOA Ve pVLVWI
WRXMRXUV GDQJHUHX[ GTHQYLVDJHU pBands ¥tplQ BEAWLRQ V X
Bermingham et al., 2014; Ruiz et al., 2019; Uren et al., 20&3nmoins il se pourrait que les
différences observées entre les races puissent étre explgprades utilisations et gestions des

cheptels différents.

Indépendamment de la race, certains traitsedsibilité et/ou résistancent été trouvés chez

les bovins(Skuce et al., 2011)lls constitueraient une caractéristique importante pour la
transmission d&1. bovis HW GHV GRQQpHV UpFHRQWaHW MXYIUH AW F M P
point étre sous contrble deaits génétiques qui restent encore@xplorer. Des études de
VLPXODWLRQ VXJJqQUHQW TXH OD VPpOHFWLRQ albpi®@patLTXH G
compléter et améliorer considérablement les approches actuelles de contréle de la maladie en
vue de I'éradication de la tuberculose bo\if&airidou et al., 2018)

Le type de cheptel est un facteur de risque important dans le développement de la bTB. Les bovins

0 ]S] E* e ]Joe VS [Ju%e}ES vSe Z VP u vSe Z}Eu}v pAE S o oS(E -
%o o P [uv Spu & pole Jv( S]}v K v (Banow @& gl ,01997; Brdudhan et al.,

2016) Ces facteurs de risque peuvent expliquer la différence de prévalence entre les bovins femelles

et males qui a été rapportée dans plusieurs étu@@snsu et al., 2000; Brookollock et al., 2013;

Broughan et al., 2016; Inangolet et al., 2Q08)

Voisinageet propagation

LD WDLOOH HW OD GHQVLWp GH OGEQA WG B R WLHR@WGHHD & DD
un animalmais aussde la propagation dans le chept&h effet, d'un point de vue biologique,

OD SUREDELOLWpP GYLQIHFWLRQ GTXQ FKHSWHO DXJPHQWH
d'animaux a risque est éleveé, plus la probabilité que lemtrd' eux contracte l'infection est
grande.Les grands troupeaux paturent généralement sur une plus grande surface, avec une
probabilité plus élevée d'avoir des troupeaux plus contigus, ce qui augmente le risque de
SURSDJIJDWLRQ GI1XRXDOWPE®® JHDDOIK®:pbixbve d'dhimaux soumis

aux tests cutanés est important, plus la probabilité d'avoanimal réagissanest élevée.
Néanmoins, un nombre de tests plus important peut augmentgriLl¥ T X H de§ BMRL U
faussement positifear leur spécificité est imparfaitbes facteurs de risque liés a la gestion,

tel que le taux de renodement du troupeau, la densité de peuplement, l'entreprise agricole et

les alimentgpouvant étre contaminé par exemppeuventégalement trouver uiren avec la

taille du chepte(Griffin et al., 1996; Humblet et al., 2010; Porphyre et al., 2008)
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Le défaut de sensibilité des tests de dépistage peut favorisprapagation plus ou moins
UDSLGH GH OYLQIHFWLRQ DX UHVWH GX WURXSHDX VL XQ
WURXSHDX WUDQVKXPDQFH RX OfLQWURGXFWLRQ GH QRX
facteurs deisquemajeurssX UWRXW VL OHV DQLPDX[ SURYLHQQHQW G
SUpYDOHQWH HW RX UHLOG®pS DVMO XH) GHUNVXGH QAVLEQEW UR G X F)
al., 2018; Marsot et al., 2016; Palisson et al., 2016; Ritema et al., 2015)Il est donc

important que ces événements soient contrélés et encadrésaftigld (3.3.1) Mise en place
GHVY PHVXUHV SRXU OTpUDGLFDWLR&hcgH OD WXEHUFXORVH

/[TKNIJLgQH HW OpPpHQWUHWLHQ GHV pOHYDJHV LQIOXHQFHQW
Des locaux mal entretenus, humides, mal ventilés ou avec une promiscuité trop élevée entre les
bovins sont des facteurs de risgiespropagation de la bTgkuce et al., 2011) ,0 QTHVW SD!
contre pas établi selImauvai®tat corporelG{XQ DQLPDO LQIHFWp HVW OH UpV.
infection aM. bovis(Humblet et al., 2009)Le prét de matériel entre éleveurs peut également

étre unfacteur derisque supplémentairde propagation de la maladieD SUpVHQFH G{DX
élevage a proximité du cheptel est égalenuentacteurde risque supplémentaire, car il peut

favoriser les contacts entre les bovins des différentes péaur@scontaminatiopar contact
indirect(Griffin et al., 1993)

Résurgence
/IH FOLPDW OD SUpVHQFH GYfHDX RX GH |RWoows dahsXW SHU

OTHQYLURQQHPHQW RX GDQV OD IDXQH VDXYDJH FH TXL U
LQIHFWLRQ GH FKHSWHO DLQVL TXTXQ ULVTXH GH SURSDJ
proximité (Biek et al., 2012; Ribeirhima et al., 2015)

1.2.Les méthodes de détection de la tuberculose
‘X GpSLVWDJH GH OD PDODGLH DX W\SDJH SUpFLV GH OD VR

nombreux outils aux réledifférents et complémentaires pour lutter le plus efficacement

possible contre la bTB.
Plusieurs tests ont été développés au cours du temps pour dépister la bTB. Deux tests de
GpSLVWDJH EDVpV VXU OD GpWHFWLRQ GH Rpoti g FWLRQ

UHFRQQXV SDU 0O¢f2,( GHSXLV HQ DFFRUG DYHF OD GL
64/432/CEE et |do0i européenne sur la santé animale (L$BFSA Panel on Animal Health
DQG :HOIDUH $+%$: HW DO &HtubergMination gimpR QD8) @ TL QW U

O 7L Q W {ubekctliba®drcompaative (IDC) qui sont développées plus tard dans cette partie
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(More et al., 2017)La loi autorise également aBWW DWV P HP E U H Vi t&fd¢ \dbkage V D W L R
de O Yelf&@ o gamma (IFN &H WHVW HVW XWLOLVp SDU OD )UDQFH H
2017SA-0121 (datant de décembre 2019) et selon les conditions fixées par un arrété ministériel
(arrété du Ministre chargé de l'agriculture du 19 octobre 1999).dpomse non négative a un
GH FHV WHVWV GH GpSLVWDJH GITXQPRHYW GRXE@RVDJIH G
sérologguH SHUPHW GH VXVSHFW H de TBYd) @GalLdnttaderQufi rabatidde L Q IH F
diagnostiue RX XQ FRQWU{OH SDU WHVW GH GRWbsigue®H ,)1 G
placement sous arrété préfectoral du cheptéh amise sous surveillandarrété du 8 octobre

'DQV OH FDV GT1XGH BROOLHPWWRRQ@GH OTDQLPDO OD 1
d'infection par le complexglycobacterium tuberculosisest retiré au chepteét il est déclaré
infecté.
Les méthodes de diagnoste UDWLTXpHYV HQ J)UDQFH SRXU PHWWUH HQ
OfDUUrwWp GX R FMV/redbetdhe bactéxidRaiéde M. bovis M. tuberculosisou
M. capraesur milieuspécifiqueetla PCR («Polymérase Chain Reactioren anglais, réaction
en chaine par polyméras€ellesci sont réalisées paed laboratoires agrées pour la recherche

de mycobactérgpar les techniques citées.

1.2.1. Diagnosticante mortem

1.2.1.1 Les tests tuberculinigues
Les testantemortemsont des tests efficaces pour le dépistagdjde® | HFMRIUR/QGH OYLQIHF)
GITXQ ERYLQ HW G H.O®is8gn|paniddbophadreQet@iitres celldilesyseme

phagocytaire mononucléairene réaction immunitaire cellulaire va se mettre en place

impliquant en particulier les magbages et lymphocytes [Figure7) (de b RuaDomenech

et al., 2006; Pollock and Neill, 2002)e dépistage de la bTB peut donc étre réalisé avec des
WHVWYVY WXEHUFXOLQLTXHYV RX pSUHXYHV GILQWUDMGHUPRW
vivo j OD VXLWH GYLQMHFWLR Qline Qpvetéiles HudfféesT éxtait€&sHIuW X E H
surnageant de culture de mycobactérids)la RuaDomenech et al., 2006; Freis, 1958)
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Figure7 : Représentation graphique de la réponse immunitaire chez le bovin aprés une infection par
Mycobacterium boviHW DX FRXUV GH ODXJPHQWDWLRQ GH OD FKDUJH E
PpGLDWLRQ FHOOXODLUH &0, VH GpYHO RS8&U@EMHX cl@igue XW GH
défavorableglle est ensuite progressivement remplacée par une réponse imraunit@orale et une
SURGXFWLRQ GIDQWLFRUSV VSpFLILTXHV j OYLQIHFWLRQ 'DQV
VIipSXLVHU HW GRQQHU O I(PbXodgk 2nQ Neils gAP)RGH GIDQHUJLH

Lors de test IDS, une dose de tuberculine bovine composée dd.Qj& derivé protéinique

purifié bovin (PPDBB) titré 2 20000 UCTML HVW LQMHFWpPH GDQV OfpSDLVVHX
Grfjection GDQV OYHQFROXUH HQ-FDXGHBH RXQ\G K UBLIWWRXEY (XUF
Figure8] 8Q SRLQW GYLQMHFWLRQ VXSSOpPHQWDLUHB)GH GpUL
estréalisé lors de tests IDC. Les deux poi@s L Q M H F W HR @ht¢wval@s{PPDB et

PPD-A) sontalors séparés de 12 a 15 cm. La réaction est ensuite appréciée aprés 72h au point

G 1L QR F xoelafd¥deReQal., 2002; Monaghan et, 41994) et implique la msure de
OfpBEEMENIGX SOL FXWDQp j OfDLGH GT1XQ FXWLPqWUH

3RXU OfY,'& XQH FRPHEEDLVWRY VEHEPRQBROAWY GITLQMHFWLR

pouraugmenter la spécificité du testdsis des memies du MTBC par rapport aux autres

mycobactéries dites atypiques» (par exemple les membres du complB¥AC). La lecture
HVW JpQpUDOHPHQW DFFRPSDJQpH G 1 Xlgatonfrgwes)H TXDOL
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Figure8 5pDOLVDWLRQ SKRWR GH JDXFKH GH OLQMHFWLRQ GH
mesure du pli de la pedRBhilizot and Bénet, 2011)

/IHV DYDQWDJHYV GH 0O¢Y,'6 VRQW TXTHOOH HVW(Sdiiket&@H j XWL
al., 2010) La spécificité de ce testairie de 91% a 98 2%W HORQ OYDY LDéRistage 1516 (6
de la tuberculosbovine par le test interféero8 YLY GH GD&E@ERHMW GITH[SHUWLVH F
La sensibilité de ce test est assez fall&y SHXW YDULHU IRUWHPHQW VHORQ
j VHORQ OfDYL VfaatiotxEsd Gdiant aux lectures trop précofteen que
la réglementation impose 72h, 8O XV RX PRLQV &tr&OQHFQOHF&/LRQ HW OI
(Lauzi et al., 2000XChenal 1994), au sité&5 T L Q M(dd- v RuRiQbmenech et al., 2006;
Monaghan et al., 1994pLQVL TXH GH V{DVVXUHU GH OYDEVHQFH GH
GITLQMHFW LR QCett&sintduid @ nombreux cas désultatfaussemenpositifs di a
GHV UpDFWLRQV DYHF @y &xplekeHMACEOmRel{ebactedunHavium
(Lauzi et al., 2000; Roupie et al., 2018; Seva et al.,, 2018Q DXWUH SRLQW QpJDWL]|
attendre 6 semaines entre deux JRar LO \ D OfLQGXFWLRQ G fxc@ErHleUHGLUH
OYRUJDQLVPH j UpSRQGUH j XQ QRXYHDX WHVW
/91, " &stplus discriminarg TXH OY,'6 DYHF XQH P BeOdoH/xlelis nvéliprielL ILF LW
pouvant atteidre 100% mais est plus difficile a réaliser et plusit@use(Dépistage de la
tuberculosébovine par le test interféro8 YLV GH G DHEEWRHW GIH[SHUMLVH FRC
sensibilité de ce test est plus faible qedle deO T,'6 HW S H X WIOY[2AB0%I $&ldA Q W U H
OfDYLV GH &X3QW(6 OfXWLOLVDWLRQ GH OfY,'6 UHVWDLW
57.9% desWHVWYV G9YLQWUD G HDTp RaseeEddlds Xrupea@dladhiie et
al., 2020) /D SUplpUHQFH GH OYXWLOLVDWLRQ GHV ,'7 VIHVW
OTLQVWUX-BH,LRE de service de la Direction Générale de ['Alimentation
(DGAL/SDSPA/2017979) qui a rendu O 1 X W L O L V D WjLsRiQenBystéMatigueafin
GIYDPpOLRUHU OD T Xén@imNgmt BdfadkXxesty positds@dEQriridobactéries
atypiquegDelavenne et al., 2020)
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1212 /H WHVW GH GRVDJH GTLQWHUIpURQ JDPPD
Le test a été développé dans les années 1980 en Australie. Il est baséRsMrileJdH G T,)1 TXL
est une lymphokine produite par les lymphocytes thymodépendants (principalement de type
&&' PDLV DXVVL GH W\SH &' HW /7&5 FLUFXODQWYV TXL
mycobactériengHigure7) (Pollock et al., 2001; Rhodes et al., 2000; Tascon et al., 1998; Toka
etal,2004) /1,)1 SHXW pJDOHPHQW rWUH SURGXLWieGdLs)QV FHU\
naturelles> (NK) (Olsen et al., 2005; Tascon et al., 1998; Toka et al., 2@(tes stimulation
QM pFKDQWLOORQ GH VDQJ GYfXQ DQLPDO SDU GLIIpUHQWYV
O0Y,)1 DILQ GH GpWHUPLQHU VL OHV OYPS gHBEwe dt\doRIQW pWp
VL OfDQLPDO(Follgckvamd IN@ill HRBOZ; jiRothel et al., 1990; Wood et al., 1999)
WHVW GH GRVDJH @rs¢de pbuv W d¥pigtage Lo pearalléele G 1, ' fgour
OTDVVDLQLVYVH P eb@mWe uh@esOde X Mfler@atidnRIQrdaction positive et négative.
/IHV DYDQWDJHVY GH FHWWH WHFKQLTXH SDU UDSSRUW DX ,'
GH OfLQIHFWLRQ | VHPDLQ Buddi&edan, 19395; Joad el Q0GH YV ,'7
de la Ruabomenech et al., 2006; Neill et al., 1994; Wood and Jones, 20Qigrmet de
détecterune PSRUWDQWH SURSRUWde RR@QuabbHidepech &t Al[, 20Q6; N&IW p V
et al., 1994; Pollock et al., 2001)n autre avantage dette technique par rapport au IDT est

gue la sensibilisation des lymphocytes se fait en laboratoire sur un prélevement de sang et pas
VXU OTDQLPDO GLUHFWHPHQWarkeBibilt Y@V VO H)BbH&&8GH OfF,'
73,6% a 87,6%et a une spécificité de valeur médiane de 87,1% a Tépigtage de la
tuberculosebovine par le test interferod YLV GH QG PANVGIMH[SHUWLVYH FROOF
1pDQPRLQV OfXWLOLVDWLRQ GIDXWUHV LPPXQRKB®DHYV VSp
Culture Filtrate Protein» en anglais, protéine du filtrat de culture de 10kDa) ou ESAT

(« Early Secreted Antigenic Target 6 kDaen anglais, cible antigénique sécrétée précoce de 6

kDa) peut augmenter la spécificité du tetspropose une sensibilité similaire au teptl. 3 3"

(Buddle et al., 2001; de la Rdzomenech et al., 2006; Gormley et al., 2006; Pollock et al.,

2000; van Pinxteren et al., 2000)est toutefois compliqué dgénéraliser les donnéds test

IFN, car les seuils de positivité ne sont p@asmonisé entre les pays efue la majorité des

études utilisent les antigeslePD-A etPPD-B ou les antigereerecombiné€FP10 et ESAT,

mais jamais en combinaison.

'DQV FHUWDLQV FDV OD E7% SHXW pYROXHU HQ SKDVH DQt
plus étre diecte /RUV GH FHWWH SKDVH OHV ,'7 HW Of,)1 QH SH?>
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1.2.2. Diagnosticpost mortem

1221.3UpVHOFH GH OpVLRQV j OfDEDWWRLU
La découverte de ces lésiogocatricesGH OfLQIHFWLRQ j OD E7% j OTDEDW
XQ ERQ LQGLFDWHXU HW SHUPHW GH VXVSHFWHU OYDQLPD
rwuUH FRPSOpWpH SDU GIDXWUHV WHVWYV GLDIJQRVWLTXHYV

tuberculeuses spdiques a un agent de la TBeglementéerecherché NI tuberculosis

M. capraeet M. bovig. Cette détection conduit & une saisie compléte ou partielle des carcasses
VHORQ OH VWDGH GYpYROXWLRQ GH OD P DGdh@d piésdre (XUR S|
SDV GH SRWHQWLHO IRUW GH GLVVpPLQDWLRQ HW VL OD O
organe (note de service de la DGAL DGAL/SDSPA/SDSSA/N2RZA3 du 13 juillet 2013).

La proportion de foyers de bTB décougeft OYTDESMWR EWUH UpYpODWULFH GH
surveillance et du dépistage mis en place. Cette proportion est passée de 70% a 80% au début
des années 2000 contre 28% en 2@&7ui montre les progres de la France dans le dépistage

de la bTB(Delavenne et al., 2020)

1222 /IDOQDO\WH KLVWRORJLTXH
/IH UpVXOWDW VHXO GH OfYKLVWRORJLH QH SHUPHW SDV G
SHUPHW GH VXVSHFWHU OYDQLPDO FRPPH OYfpWDQW HW GRI
RX GIXQ WHVW 3&5 &HWWH WHFKQ L[390H6[® K)@disEaQueH VHQV
de spécificité (83,3%78,787,6 %) FH TXL H[SOLTXH TX{HOOH GRLYH WRX!
une autre méthod€ourcoul et al., 2014; Watrelot et al., 2006 fKLVWRORJLH HVW XQF
dont le résultat peut étre obtenu en moins {muBs. Cette analyse permds® présumer une

mycobactériose en observant les lésions et cellules immunitgieesilome, nécrose et

cellules géantes de Langhans) avec la coloration a I'hématoxyline et a (EasamasMufioz

et al., 2022; Varello et al., 2008)(OOH SHUPHW pJDOHPHQW GTREVHUYHU
utilisant une coloration au ZiefNeelsen. Les bacilleapparaissent alors en rose a partir de
matériel tissulaire, de crachat ou de bacille isolé en Iabor@ (Deun et al., 2008)
'"IDXWUHV FRORUWWHRQNLOHXYHQWRPPH OD FRORUDWLRQ |j
coloration des bacilles en vgaune, mais doit étre confirmée par une coloration au Ziehl
NeelsenCostaet al., 2013)

1223 /1{DOQDO\WH EDFWpPpULRORJLTXH

La réalisation de la bactériologie est longue ce qui constitue un inconvénient majeur de cette

méthode avec un délai de plusieurs mois (environ 3 mois a 37°C) nécessaire pour rendre un
résultat négatif, et un délai de 10 a 14 semaines pour la cultureét BDJH GITXQ pFKDQV
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positifaM. bovis M. capraeor M. tuberculosisEn France, les prélevements sont décontaminés

pour inactiver les bactétridcSRQWDPLQDQWHY GH OfpFKDQWLOORQ HW pY
rapide puisse épuiser les nutents du milieu de culture et empécher la croissandé. tevis

(Ambrosio et al., 2008; Medeiros et al., 201Cptte méthode est appliquée selon la norme
AFNOR NF U47 HQ XWLOLVDQW GH OfDFLGH VXOIXULTXH SRXL
dont la population est également réduite lors de cette éMEpmel, 1982, 1976)Les
prélévements sont ensuite classiquement ensemencés sur des milieux sélectifs solides tels que
&ROHWVRYVY OLGGOHEURRN + RX + DYHF @®iqueQde2$'& FR
OYDOEXPLQH ERYLQH GXelZé¢t LoweRteghHHQW HGQH O B HHD /P0G L W |
de malachite qui permet de ne pas sélectionner les mycobactéries a croissance rapide) qui est le
milieu de référence pour la culture des mycobactéries. Ces dernieres peuvent également étre
cultivéesenmiLHX[ OLTXLGHYVY HQ XWLOLVDQW OH PLOLHX OLGGOH
GH OTDOEXPLQH ERYLQH GX GH[WURYV HVytWacdrda GiowthD WD O D
Indicator).

Les souches isolées dans le réseau national de laboratoires agréégampmolstic de la TB

sont centralisées auaboratoire National de &érence (NR). La sensibilité et spécificité

varient selon le protocole bactériologique utilisé comprenant non seulement le milieu de culture
mais également la méthode de décontaminatibsae (Ambrosio et al., 2008; T. R. Crawshaw

et al., 2008; Medeiros et al., 201En effet, ces aspects peuvent impacter le nombre de colonies
obtenues ou la rapidité de croissance de laolgctérie(de Azevedo Issa et al., 201 Des

études utilisant différentes combinaisons de milieux de culture solides amg esttte

sensibilité entre 58.8% et 85.5%avirani et al., 1999; Drewe et al., 2009)

En France, la sensibilité de la culture bactérienne sur un milieu solide de Lowdesissn a

été estimée a une valeur médiane 78,1240 82,8 %]et celle de la spécificité 99,19497,1+

100,0 %](Courcoul et al., 2014). L V R Odt edgrfivation deM. tuberculosisM. caprae
ouM.bovis SHUPHWWHQW GILGHQWLILHU XQ DQLPDO FRPPH LQI
La caractérisationGX EDFLOOH LPSOLTXp GDQV OfLQIHFWLRQ SHXW
moléculaires comme la PCR (qui est toujours utilisée en France@opléter la bactériologie)

ou le spoligotypage qui vont étre décrites dans les prochaines parties.

1224 /YDQDO\WH SDU 3&5
/ID 3&5 SHXW rWUH UpDOLVpPH VXU Of%$'1 HfIWUDLW GH WLVYV
XWLOLVpYV SRXU OD EDFWpULRORJLH /YLGHQWLILFDWLRQ C
dans les tissus collectés plBtRUWHP HQ SUHPLqUH L @wapiQewienR(@ SHUPH
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heures) un résultat pour un nombre importantcds suspectpar rapport a la culture
bactérienngce qui permet de réduire les périodes de blocage des cheypkcts maiqui

sont indemnegSchiller et al., 2010)

/IRUVTXH OM.$ulerGutbsisM. capraecouM. bovisHVW LGHQWLILp RX TXTXQH
est retrouvée positive pour un des agents par le LNR, le bovin est considéré infecté de TB (arrété

G X RFWREUH /ayale&éntréd i @leHicace lorsque les prélevements

sont contaminés par laflet GH OTHQYLURQQHPHQW HW TXJLOV VRQW L
Plusieurs cibles génétiques peuvent étre utiliséesigentifierles membreduMTBC ou plus

spécifiguemeniM. tuberculosis M. capraeou M. bovis Celles utilisées dans la dtgie de

diagnostic moléculaire du LNR sont présentées d11ns le

Tableau| 3DU H[HPSOH LO SHXW rWUH UHBKLB §uFstexaBive p T X HQF

DX[ 07%& HW GRQW OTXWLOLVDWLRQ HVW UHFRPPDQGpPH SD
bTB pourla détection des MTB(peut étre recherchés' {DXWUHYV VpTXHQFHV VSpF
utiliséesen seconde intentio R XU LGHQWLILHU OfHVSgFH FRPPH 5' RX
différencierM. boviset M. capraedes autres MTBC.

La sensibilité de la PCR varie significativement et dépend de la séquence ciblée et du matériel
utilisé (Schiller et al., 2010)La sensibilité de PCR est estimée en France a une valeur médiane

de 87,7% et de 97% pour la spécifidi@urcoul et al., 2014)

Tableaul : Résultat PCRbtens pour différents membres du MTBC aw#térentes cibles génétiques.

/H LQGLTXH OD SUpVHQFH GYDPSOLILFDWLRQ GH a@ifdkue GTXQH
ODEVHQFH G {Eaber@tlal.l 20D MHaR«&et al., 2011; Hénault et al., 2806helet et al.,

2018c)

Espéce 1S6110 1S1561 1S1081 RD4 RD7
Mycobacterium tuberculosis + + + + -
Mycobacterium bovis + + + - +
Mycobacterium microti + - + + +
Mycobacterium caprae + + + + -

1.2.3. Génotypage des souches dé. bovis

1.2.3.1.Le polymorphisme de longueur des fragments de restriction basé sur la

VpTXHOFH GHI1QERMPNMELIERQ

Dans la lutte contre la TB, les outils de génotypage ont une place trés importante pour identifier

GHV VRXFKHV GI{XQH PrPH HVSqFH GX 07%&
transmission. Plusieurs méthodes de génotypage ont été développéessaiu temps.

pPWXGLHU OH:

49




/IHV SUHPLqQUHV pWXGHY GTpSLGpPLRORJLH PROpFXODLUH S
M. tuberculosis RQW FRPPHQFp SDU OTpWXGH GH VpTXHQFHV UpS
avec leRFLP 1110 (« Restriction Fragment Length Polymorphidmsertion Sequence

6110» en anglais, le polymorphisme de longueur des fragments de restrictiosurase
VPTXHQFH GBLLAMIEKUEYWEL R2D06; Soolingen et al.,, 1991)/ 16510 est une
VPTXHQFH GfLQVHUWLRQ GH StR latkrhMe Gad IEBChigily eSE T X L
al., 1990) Elle est composée des cadres de leaturers ORFA (open reading framA en
anglais,cadre de lecture Ade 327 pb et ORFHe 987 pb qui ont une partie chevauchante de

leur séquence de 52 pb qui crée un troisieme cadre de lecture ouvert nommé ORFAB dont le
produit est une transposa@dendiola et al., 1992; Sekine et al., 1997; Thabet and Souissi,

2017) /HV VpTXHQF Huht Gfdagaditll deMriafs@pser et dgelsQVpUHU j GLIIpU
endroits du génome. Cette transposition ainsi que des évenements de recombinaison entre deux
IS6110 peuvent induire des modifications dans le génome, notammeniVthaberculosis
(GonzaleAsensio et al., 2018; Refrégier et al., 2019; Shitikov et al., 20dnombre de
FRSLHV HW OHV VLWG6HLIO vGrfehtQevitke Uay sdRiEheGadi il dés différents
évenements génétiques (insertions, delRtQ e qui permet un groupement des membres du

MTBC. Il a été montré quil. tuberculosisSHXW SUpVHQWHU MelWalxr§gue FRSLH
M. bovisenposséde dans la plupart des cas, une ou trés peu de(GpiealeAsenso et al.,

2018) /MTXQH GHYV presguersystémdtiuemettujours retrouvée dans la région
CRISPR («Clustered Regulary Intersperced Short Palindromic Repeaé&n anglais,

répétitions palindromiques courtes) du génome des M{HBmans et al., 1990; Refrégier et

al., 2019; Thorne et al., 2011)

'fDXWUHV FLEOHV RQW pW p idewifie®les\spithvesiyy MBMddmmg/I8s SR X U
PGRS( F 1 HV ¥éqxe@ddépétée polymorphiqueui estriche en guanine et cytosingui sont

des séquences répétées riches en guanine et cytosine dans le génome déRddsRCal.,

1992) Cette séquence a servi de sonde pour identifier la présence de 30 copies de PGRS dans
les génomes de MTBEn raison de la faible applicabilité (RFLP-IS6110pour les souche

de M. bovisdue a leur faible nombre de copies, le RIRERS a permis une amélioration
significative de ladifférenciation des souches tie bovis(Cousins et al., 1993Néanmoins,

le nombre coréxyuent de bandes rendait son interprétation compliquée.

Le RFLP 1$110 HVW XQH PpWKRGH WRXWHIRLY IDVWLGLHXVH C(
importante. Elle a été remplacée progressivement par la combinaison du spoligotypage et du
MLVA (« Multilocus Variable Number of Tandem Repeats Analyss anglais, Analyse

multilocusdu nombre vasgble de répétitions en tandem).
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1.2.3.2.Le spoligotypage

Le spoligotypage a été développé a la fin des anné@&a@erbeek et al., 1998} repose sur

le polymorphisme dans la région (GAR(Zhang et al., 2010)Cette région a été décrite en

1987 etestdéfinie par une succession de séquences répétées, appeléBibRt([Repeat> en

anglais) de 36 pb sépasade spaces (Ishino et al., 1987)La région CRISPR est également
DFFRPSDJQpH GTXQ HdE §Eed HA (¢ ERISER &sSbciateden anglais)

(He et al., 2012; Jansen et al., 2002; Refrégier et al., 2019)

La région CRISPRCas est impliguée dans un ca@isme de défense adaptatif de la bactérie lui
SHUPHWWDQW GLQWpJUHU XQH VpTXHQFH GH O1%$'1 GT1XQ
premiére infection de la bactérie. Cette séquence deviespagergui est ajouté a la région

CRISPR, entre deux séques répétées. Lesgemes SHXYHQW XWLOLVHU OD VpT>
seconde infection pour reconnaitre et inactiver le prédéissa et al., 2008, 2007; Li and

Peng, 2019; Louwen et al., 2014k role de la région CRISPR des MTBC est encore mal
compris, carelle semble ne plus acquérir de nouveapaces HW OfpYROXWLRQ GH FI
semble séaire par délétiog quisontgénéralement dsé la recombinaison de régions répétées
adjacentes ou de deuw@BL0ou par duplication (évenement moins fréquéiRting et al., 1999;

Freidlin et al., 2017; Gao et al., 2017; Hancock, 198anmoins une récente publication a

mis en évidence la capacité de cetpeJL RQ | GpWUXLUH Of$'1l (Reé&pRQJIHU SC
et al., 2019; Wei et al2019) Il a également été montré que les gébaspourraient jouer un

réle dans le stress des mycobactgiRefrégier et al., 2019; Wei et al., 2019; Yang et al., 2021)

Le spoligotypage est une méthode basée sur la PCR qui a été largement utilisée pour le
génotypage des membres du MTBC (Kamerbeek et al., 1997). Elle implique I'amplification de
régions codées par le chromosome qui contiennent un nombre variable de courtes séquences
répétées directes entrecoupéesmhaces non répétitifs. Le macroarray spoligotypeut étre

dessiné sur membrane, sur la technologie Luminex qui est uéilidéldR Le spoligotype peut

€galement étre déduit par séquencage (voir |c31m1e Le ségquencage dé/. bovis et son

application)(Aranaz et al., 1996; Guyeux et al., 2021; tiadl et al., 2001; Hauer et al., 2015;

Kamerbeek et al., 1997; Zhang et al., 2010)

Le motif du spoligotype détermine un code binaire (présence=1 et absence=0) qui correspond

a un profil de type SBNNNN en accord avec une convention internatigfigle¢9) (Smith,
2012) /D PLVH HQ °XYUH GH SURW ReHRO&AiISEcHWr Bdexi@icatiGhR PHQ F
et la désignation des spoligotypes ainsi que la création de bases de données consultables en

ligne, sur le sitghttps://www.mbovis.orgpour la compaison des profils ont grandement
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facilité la comparaison intdaboratoirs des spoligotypes pour le suivi des souches et
I'épidémiologie.

Le pouvoirdiscriminait du spoligotypage est bien plus graneecelui duRFLP-IS6110pour
OfpWXGH GHVMMW&XFKHYWGBLVDWLRQ GH FHWWH WHFKQLT.
GILGHQWLILHU pouN 3R iSdlaisRigl.\devwis\ee qui avaipermisGYfREVHUYHU XQ
clusterisation de certains isolats et la présence élevée dmarseleétudié de deux spoligotypes

appelés BCdike / SB0120et GB54/ SB0121(le numéro SB correspond a la nomenclature
internationaé tandis que BCdike et GB54 sont alias utilisésads les rapports
nationauxjHaddad et al., 2001).a combinaison de cette technique avec le MLVA permet
GIDPpOLRUHU OH SRXYRLU GLVFULPLQDQW HW GH UHJURX
(Azé et al., 2015)

Figure9 3URILO GIXQH VRXFKH GH VSROLJRWS:B¥vwéovis.ocBgoltV HUP L Q p
également renseigsée pays ou le spoligotype été trouvé (pas présentjéd GDWH GIDMRXW HW V
binaire (1=présenceudpacer 0= absenceldspacey.

1.2.3.3Le typage MLVA
Le typage MLVA («Multiple Loci VNTR Analysi¢ HQ DQJODLV FRUUHVSRQG j
marqueur de type MIRU (Mycobacterial interspersed Repetitive Usiten anglais). Ces

marqueurs sont composés de VN Mifable Number Tandem Repgqtii sont des séquences
GY%$'1 j QRPEUH YDULDEOH UpS E®waptHenddr® R&pPefuGsa® de& H (75
répétitions en tandem de séquences identiques et de QUB (Quigersity of BelfastMillet

et al., 2007; Supply et al., 2006, 2001)

Le nombre de répétitions de ces séquences permet de donner une chaine descaractere
définissant le profil de la souche. La discrimination de cette technique peut degenest le

nombre de séquergatilisées qui peut étre de 12, 15 ou 24 pour le typagdlduberculosis
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(Supply et al., 2006, 2001pPlusieurs études ont également suggéré que plus la diversité
génétique et le nombre de séquestiielées sont élevés, plus I'impact de I'homoplasie est faible
(Comas et al., 2009; Luo et al., 2012; Reyes et al., 20&2yonsortium Européen VenoMYC

a sélectionné 6 régions génomiques pour le typage MLVA qui ont été additionnées de 2 régions
identifiées comme tres variables pour les souches frangidédsbovis(Hauer et al., 2016)

Ces régions sont leslivantes ETR A, ETRB, ETRC, ETRD, QUB 11a, QUB 11b, QUB3232

et QUB 26. Le résultat final est un profil allélique transformé en un code numérique de 8
chiffres, qui peut également étre intrddians des bases de données internationales a des fins
de comparaison, comme la base de données MIRURplus (Weniger et al., 2010)Une

applicationweb dévebppéeparlNRAe « M.bovisDatatype» permet deonsulteren libre acces

des profils MLVA et de spoligotypaght(p://mbovtype.tours.inra.?r Ces outils ont pour but

de permettre des comparaisons Hiddroratores de cegrofils.

La combinaison de cette technique avec le spoligotypage permet de réduire les risques
GTKRPRSODVLH HW RIIUH XQH ILQH GLIIpUHQFLDWLRQ GH’
génotypes dél. bovisen France entre 1978 et 20(3auer et al., 2015) a grande diversité
depURILOV PROpPpFXODLUHV SHUPHW GH G mgvdrdmpofadtte OTRULJ
IR\HUV HW GH PHWWUH B tangits®idQarespEcffaleQet\ak, R@ ) H

2015; RodriguexCampos et al., 2013Cependant, méme la méthode de génotypage combinée

ne présente pas youvoir discriminant suffisant pour évaluer avec précision les événements

évolutifs au sein d'un cluster (ou grouf@uimaras and Zimpel, 2020; Hauer et al., 2019)

1.3. / I pidémiologie dela tuberculose bovine

1.3.1. La tuberculose bovine dans le monde
/ID E7T% HVW XQH PDODGLH j GpFODUDWLRQ REOLJDWRLUH T
le monde(Cosivi et al., 1998)Entre janvier 2017 et juin 2018, 82 pays ou territoires sur les
188 signalant IX U V L W X D Vst dedafeaes foyers de b{t®nnées OIE 2018). La
bTB est présente sporadiquement dans les pays industrialisés ou elle est souvent limitée a
guelques régionf-{gure 10). La bTB estreconnuesrzootique GDQV FHUWDLQV SD\V G
GY$VLH HW GY$PpULTXH GX 6XG VHORQ OHV GRQQpHV GH O
ITREWHQWLRQ GYLQIRUP D WhalRdg\dane¥rthainePartes guvhirbQdE el H O D
rWUH FRPSOLTXpH FRPPH SRXU FHUWDLQWigueeLY. GT$SIULTXH
Diversesmesures ont été prises par la France a partir de 1950 comme la pasteurisation du lait,
OYLQVSHFWLRQ GHV FDUFDVVHV RX OfXWLOLWDOitieRQ GH
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1.2.1.1 Les teststuberculiniques VXU OHV ERYLQV HQ SUHPLgqUH OLJQH G|

animaux puis descheptels en cas de test positif. Ces mesures ont permis de diminuer la
prévalencece qui peut expliquer en gee la différence de prévalence observée avec certains

autres paysnotammentnon industrialisés. Les colts financiers associés aux programmes
d'éradication de la tuberculose animale y compris les tests, l'abattage, l'indemnisation des
éleveurs, lintervation sur la faune sauvage, le diagnostic les investigations
épidémiologiqus représentent ensemble un énorme investissement pour les pays. A titre

G HI[HPSOH OD )UDQFH D GpSHQ\ppurVRQOSILRIND BN H XA DIE
de la bTB(Cavalerie et al., 2014)

Figure10: Distribution de la tuberculose bovine de 2017 au fresemestre 2018 selon I'OIE (Source
WAHIS|https://oiebulletin.fr/?panorama=Rl-tb-wahisen

Les enjeux de la lutte contre la bTB ne sont pas les méouesqus les pays. En effet, la bTB

est un probléeme principalement sanitaire pour les pays ou la maladie est tres présente et
erzootique tandis que les probléemes socioéconomiques sont les plus importants pour les pays
TXL VRQW ELHQ DYDQFpV GDQV OfpUDGLFDWLRQ GH OD E7

pour lutter contre la bTB sont donc différents entre les pays.

1.3.2. La tuberculose bovhe en Europe

En 1964, la communauté européenne a mis en place une directive sur les problemes de santé

animale affectant les échanges intracommunautaires d'animaux pour les especegtbovine
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porcine (64/432/CEE). Cette directive a évolué au cours du émplW D S ditegrRlésv G p
reglementations communes aux pays membres pour autoriser le mouvement des animaux dans
OT8QLRQ (XURSpHQQH IgKBAen rdinpiedémeptrdd la direlctive 63/432/CEE

GX &RQVHLO DILQ GH UDVVHPEOHU XQ WUqV JUDQG QRPEUI
GYKDUPRQLVHU OHV SROLWLTXHV GH OXWdlth anR\@afakeH OD E°
(AHAW) et al., 2017). Ce texte, applicable depuis le 21 avril 2021, souligne la nécessité de
SUHQGUH HQ FRPSWH OfpSLGpPLRORJLIds GatacEristiubs@&sGLH O
différentes populations européenmisis les stratégies mises en place par les ppy¢ GIDYRLU
XQH GpPDUFKH G{DQDLEAIMpbsEaMx Btaty Meqibres des mesures de police
sanitaire des mesureOLpHY DX[ PRXYHPHQWY GYDQLPDX[ HW GHYV
biosécurité. Le statutirdemne de tuberculoseou OTF («Officially Tuberculosis Free en
DQJODLV D pWp PLV HQ SODFH SDU OT8QLRQ HXURSpHQQH
prévalence annuelle en dessous de (jJépulissix années ca@cutivesPour le maintien du

statut indemnele bTB le pays doiprésenteun taux de cheptelndemnes supérieur®,9%

au 31 décembre de chaque anilédpit démontrer une bonne capacité de surveillaniteleit

respecterd LSA et les codes des différents articles mentionnés.

Ce statut est tremsantageux pour le paysar il facilite le commerce nationala@tinfernational

des animaux en allégeant les contréles sanitaires avant leur exportation dans un autre pays
(Reviriego Gordejo and Vermeersch, 2006)

/IHV SD\V PHPEUHYV GH OY8QLRQ (XURSpHQQH TXL DYDLHQW
GH VXU HW SD\V TXL QYDYDLHQW &£0QGHPQWHWD @ KXW SSIRJ
Of,WDOLH HWIigrellBRUWNMOD@QGH HW Of(VSDJQH DYDLHQW C
élevées (dans les 27 états memprésen compte) en 2020 avec respectivement 4,7% et 1,5%

(Rapport Efsa 2021). La proportion globale de cheptels infectés au sein des pays membres a
GLPLQXp GH j GH FH TXL SHXW VIH[SamBiiexitHU SDU
du RoyaumeuUni.
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Figure11l: Statutpour laE7% HQ GH SD\V PHPEUHV GH Of8QLRQ HXU|
membres (nol06 VHORQ OH UDSSRUW GH Of()6$%$ GH /HV SD\V RX U
LQGHPQHVY GH WXEHUFXORVH DORUV TXH FHX[ LQtE&Efsa2021). HQ EOH.

1.3.3. La situation francaise

13310LVH HQ SODFH GHV PHVXUHYVY SRXU OfYpUDGLFDWLF
France
8Q FKHSWHO HVW LQGHPQH OMytoRddieFimLiubeycuob{girédEHiuBR P S O H [
octobre 2021) :
- lorsque tous les bovins de plus de 6 semaineslaenu, au cours des 30 jours apres
OHXU LQWURGXFWLRQ XQ UpVXOWDW QpJDWLI j XQ WHVW 1
)1 TXL SHXYHQW rWUH FRPSOpWp GH W Rthutdh\duMixigirel HV P p W
en charge de l'agricultureY DODEOH SRXU OTREWHQWLRQ GX VWDWXW (
- DXFXQ ERYLQ QMD GH PDQLIHVWDWLRQV FOLQLTXHV GH

- tous les bovins proviennent de cheptel indemne
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- les animaux ayant un statut sanitaire incosont détenus de facon distincte du troupeau

de bovins.

Avant 1950, la bTB était tres présentereanceavec 25% des cheptels bovins infegtég\re
(Benet et al., 2006) Cette forte prévalence avait donc un important impact

socioéconomique, mais également de santé publique puisque la consommation de produits
alimentaires contaminés, notammeint ldit cru, pouvait entrainer des cas de tuberculose
humaine due 8. bovis Un premier programme de lutte contre la bTB avait pourtant été mis

en placepar la loi du 7 juilletl933. Il était basé sur une prophylaxie libre et individuelle, mais

QUD EKWYLVTXH SDU WUQqV SHX GéreleHtditfacUltetivé A indpiddelUL QDL U |
&THVW GR Qdvetll®loi du 6 décembrmge laFranceinstaurdes premiéres bases de la
prophylaxie a caractere collectif de la tuberculose bogimeise en placde Groupement de

Défense Sanitaire (GDSE.e premier plan fut ensuite suivi par mieuveax programms de
SURSK\OD[LH EXdur¢duict Sepragtamme était basé sur le dépisagéDS des
FKHSWHOV LQIHFWpV HW OYDVVDLQLVVHPHQW VpOHFWLI GH
quesurla recherche de IésiogsocatricesG 1 L Q | ipdr dféd rRyQobactéries tuberculeuses sur

les carcasses de bovins. Il a permis damlierla prévalence de la bTB chez les cheptels bovins

j HQ &HV PHVXUHV DLQVL TXH GIDXWUHV FRPPH OD
diminution de la tuberculose zoonotique. La prophylaxie est ensuite devenue obligatoire et a
peUPLV GI{DFFHQWXHU OD GLPLQX CEBd:néJ@taﬂS,UZ()OﬁDOHQFH

Figure 12 : Evolution de la tuberculdd HQ )UDQFH GHSXLV &HWWH ILIXUH P
article de Benet et collaborateyiBenet et al., 2006)La ligne rouge représente la limite a ne pas
GpSDVVHU SRXU FRQVHUYHU OH VWDWXW GTLQGHPQH GH E7%
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Les techniques de dépistage et de diagnostic ont évolué au cours du temps, comme la mise en
place du test IDC ou leonfirmationpar culture des infections qui ont permis de diminuer le

nombre detests fagsemenpositifs a la TB.La tracabiité des bovins a été améliorée avec
QRWDPPHQW OD PLVH HQ SODFH GH OD FDUWH YHUWH HC
proverant de troupeau officiellement indemne de Tuberculose, Brucellose et le@mise
DQLPDO SHXW rWUH O'rHHYQOEPH HR@if DIDWIIDKY W L D deRtatidnp SDU C
Sanitaire a Délivrance Anticipéu ASDA). Depuis 1998, un cheptel déclaré infecté de
WXEHUFXORVH HVW SODFp VRXV DUUrWp Sbgitagbted @W DO GH
sélectif SHORQ OMDYLV GX SUJpladtapplité poi KriviteF IR (@€sutgénteRi@ la

maladie.

La gestion des cheptels et leur structigmg ne sont pas des mesures de ludte)également
FKDQJp GHSXLV HQ GLPLQXDQW EHawpmRéntand H t&l¢ pWesH YD JH
exploitations ce qui a eu unmpact sur la spécificité troupeau des test§HIILFDFLWp GH F
mesures a permime diminution déa prévalence de la bTé&n Franceendegade 0,1% ce qui

OXL D SHUPLV HQ GTREWHQ (B&né@ ek &V \2@&Y XW GILQGHPQH ¢
La prévalence de la bTB en Frarae 2019 a 2020 était de 0,07% avec 104 foyers de bTB
déclarés, uniguement dusvl bovis(Rapport Efsa 2021). Les foyers de ces dernigneges

sont présents dans certaines régions trés localiBésshiroli et al., 2015; Delavenne et al.,

2020; Hauer et al., 2015%e qui explique le rythme de prophylaxie différent entre les régions

qui peut étre annuel a quinquennal ou méme sans surveillance dans les régions qui ne sont pas

considérés a risqugKigure13).
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Figurel3: Différents niveaux de surveillance de la bTB dans les cheptels en France éR@fi0et
al., 2022)

Figure14: Evolution de la prévalence de la tuberculose bovine en France de 1995 (®&R2@nne
et al., 2@0; Forfait et al., 2022) a ligne rouge représente la limite a ne pas dépasser pour conserver le
VWDWXW GITLQGHPQH GH E7%

$SUqV HW OTREWHQWLRQ GX VWDWXW GYLQGHPQH GH V
2004|Figure14 , principalement due au nombre croissant de cas de cheptel positifs trouvés en
&{WH GYf2U HW (Bepet & dIG POOE)ds damiéres années, elle est trés proche de
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0,1% ce qui menace le statut OTF de la FralkRdd WWH pYROXWLRQ SHXW V{H[S(
O 1D X J hh @eWaprdssion de la surveillamoais égalemerppar OfpYROXWLRQ GHV V)
G pOHYDJH HW rofvVeds@duils delriBgQe Ge la maladis effet, au cours des 30

dernieres années, il y a eu une tres forte diminution du nombre de vaches dans les cheptels
laitiers qui ont été remplas@ar des vaches allaitantds races spéciali®s trés productrices

en viandgBoschiroli and Bénet, 2014)

En complément déa partieErreur ! Source du renvoi introuvable. Erreur ! Source du

renvoi introuvable., les bovinsallaitants ont o age de réforme pluslevéque les vaches
oObDLWLqQUHV UHVSHFWLYHPHQW | DQV FRQWUH j % L
HQWUH OfpYROXWLRQ GH OD E7% HW FHOOKYB&#dMeVWUXFYV
cheptel allaitant est trouvesctuellenenten FranceEn effet, 80% des cheptels infectés en
JUDQFH j OTKHXUH D F Vg XleitanB@elrenhé/et@H ZD)F KHSWH O
'"IDXWUHV IDFWHXUV OLpV j OfpOHYDJH GHV YDFKHV DOO

différence de prévalence entre cheptdiaitants et cheptes laitiers.

LYXWLOLVDWLRQ GH QRPEUHXVHV SKWXUHV GLlsw8isBdsvpHV GL
SDU G 1D X W dugieride ldahtacHfiDa/fil des animaux de différemheptels (donc le
voisinage)acelaVIDMRXWH XQ SkW XU D J uiSdvdrisz Rgaléme B Q3du®© 1D Q Q|
GH FRQWDPLQDWLRQ HQYLURXI falhk GeWBy@és dHaptelSqhH[S RV LW
généralemenplus grands avec des patures éparpilgdees animauxjui sont moins faciles a

manipuler et a surveiller.

1.3.3.2.La tuberculose dans la faune sauvage en France et le réseau Sylvatub
/TpYROXW nRQréQuibee \Wddit étre également en partie expliquée par la présence d
Gnfection parM. bovisau seinde la faune sauvagd XL SHUPHW OfHQWUHKWLHQ H
cheptes dans certaines zonéPuault et al., 2022; Kean et., 1999; Naranjo et al., 2008;
29%ULHQ HW DO 6LPSVRQ .en Frasch,@pien@oyeNde DB
dans la faune sauvage a été découvert en 2001 dans la forét de Brotonn®bgtme et

Eure)chezdes cervidésCervus elaphyset des sanglier§(s scrofa(Hars et al., 2013; Zanella
etal.,,2008) /T1DJJUDYDWLRQ GH OD VLWXDWLRQ VDQLWDLUH HQ
OTDEDWWDJH W,Runsiderés tcomMenBes lhitesGlp Vhaintien de la bactétela
diminution de la densité des sanglieamnsidérés alors comnaeshoétes de liaisode M. bovis

(Zanella et al., 2008)
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'HV FDV GH 7% GDQV OD IDXQH VDXYDJH RQW SDU OD VXLW
GIDXWUHV HVSqFHV /H U{OH 584 Grpfd &&uBcilpré¢éte@nent.D QJOL
Des sangliers infectés ont e@HWURXYpV GDQV SOXVLHXUV UpJLRQV F
Dordogne(Hars et al., 2013; Réveillaud et al., 201B¢ sanglier est considéré en Espagne
FRPPH XQ K{WH FOHI G . oYip(GarazaPdt B.OPRABL Wcehtd et al., 2013)
/1L QI HFM bdRi€dy blaireau Kelesmele$ a intialement été détectée en 2009 en Cote
GY2U HW Uapbidgrantir@mbie DV G 1D Q L P D X [ldf&uhEl sawagé e@d Brahve
(Réveillaud et al., 2018)/ H U{OH pSLGpPLRORJLTXH GX EODLUHDX QI
CoteG2U R+ LO MRXH XQ U{OH G TriilgWebteepreciodr, DrieM&Ples$ LOOH.
GRQQpPHV KLVWRULTXHV YLHQXHQ®W MR X HBUDWK WVIOEGE K\ DRI K\
(rapport ANSES)II a été montré que le taux de transition blaireboan était plus élevé que
celle du bovinaUEODLUHDX VDQV TXTLO SXLNMIMWH XW UH CPHRIGW U@ WIEKL
entreles cheptel¢Duault et al., 2022)_e renard Yulpes vulpespeut vivre dans des terriers
de blaireauxce qui favoriseaitla transmission dil. bovis Le nombre de rends infecté était
MXVTXTj] UpFHPPHQW I|D kzétgde 6eDr.\Cepandan}, RiQoivibie @roissant
de rapports ont identifides renards infectés dans des régions ou la TB est tres résliatioe
et al., 2016; Millan et al., 2008Plusieurs études ont ensuite proposé que le renard pourrait
MRXHU XQ U{OH GDOQM. wYfigBiclelptetdR, QRL34L; RicGarmme et al., 2020)
/TLQIHFWW B®Is ¢u chevreuil Capreolus capreolys est également retrouvée
sporadiqguement en France.
Ces données collectées pour mieux comprendre la situation de la maladie dans la faune sauvage
ont été permiseSDU OD FUpPDWLRQ HQ JUDQFH He épidéridiogiQue) pV H D X
de la TB dans la faune sauvage appelée Sylvatub dans le cadre de la Plateforme ESA
(EpidémiososurveillancBantée AQLPDOH j OfLQLWLDWLYH GX PLQLVWqUF
'*$O0 ,0 SHUPHW GH UHVSHFWS&NU OfH206 [HW GPILR2ZGBOQV O

de route pour la lutte contre la tuberculose zoonotique concernant la réduction des interfaces de
transmissionentre s humainsHW O 1 D\@ildPHe@lth Organization et al., 2017)es
objectifs de ette surveillance sont

- de détecter de maniére harmonisée la présence de la TB dans les espéces sauvages

sensibles en France métropolitgine
- GH VXLYUH OTpYROXWLRQ GX QLYHDX GYLQIHFWLRQ FKI
- de surveiller une éventuelle extensigéographique de la maladie-dela des zones

infectées
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- de partager des informations scientifiques et des connaissances techniques relatives a la
TB dans la faune sauvage
- de caractériser les souches de mycobactéries isolées chez les animaux sauvages sur
I THQVHPEOH GX WHUULWRLUH IUDQoDLYV
Trois niveaux de surveillance ont été établis par Sylvatub.-Ciesont définis selon la présence
ORFDOH GH IR\HUV ERYLQV OD G\QDPLTXH GH OYLQIHFWLR
dans lafaune sauvage et3aU R[LPLWp JpRIJUDSKLTXH GTXQH JRQH LQIHF

varier si la situation épidémiologique évolue dans le temps. Ainsi les 3 niveaux sont classés par

ordre de risque, le niveau 3 étant le niveau le plus élegére 15). Le premier niveau de

surveillance est évenementidl leasé sur la recherche de lésions suspectes des cervidés et
sangliers par les chasseurs ou de lésions évocatec@® c¢hez les sangliers, blaireaux ou
cervides collectés par le réseau SAGHRImMaux morts ou mourants). Le deuxieme niveau est
complétépar une surveillance renforcée latrecherche analytique systématique par un LDA

/I DERUDWRLUH GpSDUWHPHQWDO GYDQDO\WVH DJUpH SRXU ¢
du renforcement du réseau SAGIR'H WURLVLgPH QLYHDX HVW DGGLWL
systématique bactériologiqueyrdes blaireaux et pour les sangliers (ou recherche sérologique
pour les sangliers) au LDApartir GIDQLPDX[ SUpOHY p Fo&E&t tRIQ20%2)] ULV T X
Le blaireau feles meles le sanglier $us scrofg le cef (Cervus &phug et le chevreulil
(Capreolus capreolyssont les espéces sauvages surveillées par ce dispositif.
LaFRQILUPDWLRQ GH O 1L&MKE VWiSRFeR@idt ELtivrexbadtélevite ou
PCR lorsqueM. bovis M. capraeou M. tuberculosisHVW UHWURXYp HQ DFFRUG D
octobre 2021).
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Figurel5: Différents niveaux de surveillance de la tuberculose dans la faune sauvage mise en place par
6\OYDWXE SRXUDayr&cpag et al., 2022)

&HWWH VXUYHLOODQFH D SHUPLV GfixS8&onRIER.Qawikddan© HV FRQ
la faune sauvage str sa transmissioantre la faune sauvage et les cheptespu étre mis en
PYLGHQFH TXH OD SUpVHQFH GIDQLPDX][ wbDéfafidh Ak ld QI HFW
SUpVHQFH G1LOQIHFWdiredes Edaés]gédgtaph ey tcofmunes, mais aussi des
zones de similitude génotypiq(Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020; Duault et al.,

2022 Hauer et al., 2015; Michelet et al., 2020b; Richomme et al., 2010; Zanella et al., 2008)

1.3.4. Les génotypes des souches Wycobacterium bovigrancaises
/ITDQDO\WH JpQRW\ASLTXH GHV VRXFKHYVY DX FRXUV GX WHPS\
dunombre de souches isolées et du nombre de génotypes décrit entre 1978 et 2000. Cela peut
VIH[SOLTXHU SDU OH IDLW TXH OfLVROHPHQW GHV VRXFKH
fil du temps|Figurel16) (Hauer et al., 2015) / fdmentation du nombre de souches isolées a

également été obsereéatre 2000 et 2011 alors que le nombre de génotypes avait diminué.

Cette réduction de la variabilité génétique au cours du temps peut étre expliquée en partie par
OfHIILFDFLWp G GXWVWWIHDPREWUH OD E7% TXL D SURYRTXp
OD GLYHUVLWp GHVY VRXFKHVY &HWWH VpOHFWLRQ HVW pJD
foyers de bTB.
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Figurel6 /fpYROXWLRQMI bWipéh EiacH efrd 1978 et 2013. Cette figure modifiée
SURYLHQW (Badercfdh,\200%)F O H

La forte régionalisation est toujours retrouvée ces dernieres années aafarpeut étre
observé sur I&kigurel7|présentant les foyers de bTB répertoriés en 2020. Les foyers de bTB
sont D X M R X tidapofjtidenent retrouvés édordogne, en Haut®ienne dans les Pyrénées
AtlantiguesetenCorse DLQVL TXTHQ & {WHy &Mfidns dePfoyrers déclarés ces
dernieres annéalans cette régio La surveillance de la faune sauvage et la prophylaxie sont

donc renforcées dans ces régigrigre15).
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Figure 17 : Répartition géographique des différents génotypeliylmbacterium bovigdentifiés en
élevage bovin en France métropolitaine en 2@2prég-orfait et al., 2022)

La|Figure 17| indiqgue également que ces zones tres régionalisées sont dominées par des

génotypes majoritaire@Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020; Forfait et al., 2022;
Hauer et al., 2015; Michelet et al., 2020b¢ur évolutiondans des zones géographiques bien
délimitées met en évidence l'existence de facteurs locaux permettant émairop et le

maintien entre troupeaux de ces génotypes. Les relations étroites entre troupeaux voisins
(nombre et proximité des paturages) sont certainement les principaux facteurs de risque comme
LO D SX rWUH PHQWLRQQpP SUpFp@ Harmb@Wsaunadges dtQas D Q W
transmission de la maladie entre la faune sauvage et les chegtidgpent également au
maintien de génotype dans certaines rég{@oschiroli and Benet, 2014; Duault et al., 2022;
Michelet et al., 2018)

1.4.Le séquencage d&l. boviset son application

1.4.1. Les différents types deséquencage

1.4.1.1.Le séquencage de premiére génération

Le séquencagee genomes fl D J hh&hgénesst de plus en plus utilisé ces dernieres années.

Trois générations existent au moment de la rédaction de ce manuscrit.
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Le séquencage de premiére génératiotéadéveloppé en 1977 par Frederick Sanger qui a

donné son nom a sa technig®anger et al., 1977)e séquencage Sanger est une technique
GIDPSOLILFDWLRQ GTXQH VpTXHQFH GTLQWpUrW DYHF XQH
des oligonucléotides complémentaires de la séquence ciblée, unpdWdhérase qui permet
OYDOORQJHPHQW GH OD VpTXHQFH GHV G173V GpVR[\ULEF
(didésoxyribonucléoside triphosphat8 HUPHWWDQW OfDUUrW GH C2fpORQJD
derniers sont présents en faible proportipermetV D QW GIREWHQLU GHV IUDJPH
tailles qui pwent étre lus sur de grands g&snger et al., 1977)

&HWWH WHFKQLTXH D HQVXLWH pWp DPpOLR\4pildpsrinid OTDMR
GIDXWRPDWLVHU OH VpTXHQoDJH HQ XQH VHXOH UpDFWL
nucléotide)

&H W\SH GH VpTXHQoDJH HVW ILDEOH HW S URlcialM GHV UL
SHUPHW GYIYDPSOLILHU j SUL[ IDLEOH XQH VpTXHQFH GT$'1 S|
RQW pWp GHVVLQpHVY HQ DPRQW GX VpTXHQoDJH &HWWH \
s@uencs spécifigus SRXU pWXGLHU SDU H[HPSOH OHXUV SRO\PRU.

séquences génomiques ou de génomes completdph4dour un génome dd. bovig est

toutefois trop colteuse ré@aliseravec cette technologienalgré le fat TXYHOOH DLW SHUF
séquencage des premiers génomes mycobactériens comme, H3g&wme de référence de

M. tuberculosieet AF2122/97 le génome de référencétdéovis(Brosch et al., 1999; Garnier

et al., 2003)

1.4.1.2 Le séguencage de deuxieéme génération

Le séquencage de deuxieme génération a été développé en 2005 et regroupe de nombreuses
techniques développées par différentes entités comme Roche VH EDVH VXU ODPSOI
O9Y%'1 SDU 3&5 HQ pPXOVLRQ HW VX Uh©din@ddiRuxhpa. Xett® oDJIH R
derniereest basée sur le séquencage par synthes€eL HVW FDSDEOH G{XWLOL\
SOXVLHXUV PLOOLRQV GH IUDJPHQWYV G1%$'1 TXL VRQW LG}t
distincts.
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Tableau2 : Comparaison des trois générations de séquencage en prenant en exeamplareih de
premiére génération et 2 appareils de chacune des deux autres géngkaimmasinghe et al., 2020;
Fox et al., 2014; Liu et al2012; Mardis, 2008; Sahlin and Medvedev, 2021; Stoler and Nekrutenko,

2021)

Génération de 1ere oeme 3eme
séquencage
Nom de 3730 DNA|Roche (GY lllumina .
I'appareil Analyzer FLX+) Miseq MinION Sequel
Nanopore Séquencage
: Séquencage . Séquencage |mesurant  ut d'une molécule
EETElEE/E sanger Pyrosequencage par synthése |courant d'ADN en
électrique temps réel
Longueurde & 554 4 o9 (700 50- 500 10 00030 000 |10000- 15 000
séquence (pb)
Nombre de
lecture de
séquences 96 200 000 30 000 000 |1 000 000 500 000
produites
Taux d'erreur | 0,10% 0,10% <1% <5% 10%
g?mps.. 20min & 3h | 23h 1alljours |3jours 30min a 6h
acquisition
Prix par
utilisation <10 7 000 7006 000 400900 850
(dollars)
Prix de
OfDSSDU|6000 500 000 900 000 1 000 350 000
(dollars)
Lecture de Lecture de
séquence |Lecture de séquences tré
longue. séquence longug Peu  d'erreur longues. Lecture de
Avantages Rendement |Appareil peyséquences tre
Tres  pey Trés peu d'erreu trés élevé. | cher et longues.
d'erreur. Rapide. facilement
Rapide. transportable.
Faible
rendement. Faible
Cher pout
. lrendement. Cheg . .
- des projets .| Séquences |Beaucoup Beaucoup
Inconvénients pour des projet . .
de de sé courtes. d'erreus. d'erreus.
. e séquengage
séquencage| _ ;
de  génom génome complet
complet.
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/TDPSOLILFDaNAHR @ KKOTRXGIDIWDIJPHQW GY%$'1 IRUPH GHV FOXVW
de copies qui pourront ensuite étre amplifiés avec des dNTPs marqués avec des fluorophores
spécifiques. Au cours de chagoyele, un uniqgue dNTP est inséré au brin complémentaire de
Of%'1 GILQWpUrwW TXL DSUqV ODYDJH HVW H[FLWp SDU XQ
émis est reconnu par un programme informatique qui permet de déterminer la séquence
nucléotidique du tin matrice. Le fluorophore est ensuite clivé pour pouvoir entamer un
nouveau cycle.

%LHQ TXH OfpTXL S ttduidquapourRa_séqusri@ag¥ SErRjer, cette technologie est

plus rapide et permet de générer beaucoup de données a un co@ . Elle produit
pJDOHPHQW SHX GfHUUHXUYVY HQ FRPSDUDLVRQ GHV WHFKQF
de la technologie lllumina sont souvent dues a la lecture des séquences, abeltequie la
WHFKQRORJLH 5RFKH VRQW SUpVHQWHY SOXW{W IUpTXHPP
GILQVHUWLRQV REPRHIG HOWYWWDORQV 1 HL@3d/aRaDtages/ d®d@tte
WHFKQRORJLH SHXYHQW H[SOLTXHU TXY,00XPLQD DLW OH
dans le mondéGoodwin et al., 2016; Shendure et al., 2018 comparaison &l génoms

entes HW OD UHFKHUFKH GH PXWDWLRQV :J613 RX OfLGHQW
GIXQ PrPH pFKDQWLOORQ PHWDEDUFRGLQJ VRQW GHV H]
WHFKQRORJLH /H VpTXHQoDJH GH G HXddrecormmapdg palDIaVL RQ C
construction de génoreeomples HW OTpWXGH GH VWUXFWXUHYV JpQpWLTX
OHFWXUHY GH VpTXHQFHY SURGXLWHY RQW GX PDO j VYDOI
teneurs extrémes en GEtant donnéeOHXU QDWXUH GHV ELDLV LPSRUWDQV
génomes peuvent alors se cré€hen et al.,, 2013Goldstein et al., 2019; Guimaraes and

Zimpel, 2020; Moss et al., 2020)/fDVVHPEODJH SHXWde ddv@dfRiveuw rwWUH
GLUH TXYDXFXQH UplpUHQFH ,@ditel gtkatéegienpe @ ls&/ petrterdds QR X Y H |

séquences répétitives atdes duplications segmentaires plus longues que les longueurs de

lecture généréese qui peutD E R X \vhpassjbidde reconstruire sans ambiguité la séquence
pouvant entrainer un nombre important de cor(tidkan et al., 2011)Plusieurs outils ont été
GpYHORSSpV SRXU DLGHU j OfDVVHPEODJH GHVsekm® RPHV P
permettent pas toujours une résolution parf@tetsaz et al., 2011; Page et al., 2016; Zerbino

and Birney, 2008)
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1.4.1.3Le stquencage de troisieme génération

Le séquencage de troisieme génération est apparu en 2012 et se distingue par la capacité de

VPTXHQFHU XQH VHXOH PROpPFXOH Gf$'1l VDQV DXFXQH D

également développé leur méthode comme Oxflandopore (MinlON) ou Pacific Bioscience
SDF%LR /D WHFKQRORJLH 3DF%LR XWLOLVH XQH $'1 SRO\I
HW SHUPHW GYLQFRUSRUHU GHV QXFOpRWLGHY OLEUHYV PDI

VHORQ OH Q XF Cen®meLirtgdtpork XiDr@ue&uhucléotide, elle libére le marqueur

fluorescent qui génére un signal lumineux pouvant étre détecté et interprété par un ordinateur.

/ID WHFKQRORJLH GX 0LQ,21 GpWHUPLQH OTRUGY HO BIDLEBHOH

dH QDQRSRUHV GDQV OHVTXHOV OD VpTXHQFH GYf$'1l SDVVH

courant électrique varie de maniére différente selon le nucléotide rencontré (A, T, Cceu G)

TXL SHUPHW GH GpWHUPLQHU OD VpTXHQFH GT%$'1

Le séquencage de troisiergénération permet de déterminer de longues lectures denséqu

GH SOXV G XQHTaleihR) Adis dhi¢lleblappareils de PacBio (Sequel présenté ici)

soit onéreux, le MinlON présente un prix plus bas que tous les appareils présentés dans le

Tableau2l /H FREW GTXQ VpTXHQoDJH GH WURLYV L&gR¢HaldrsQpUD W |

gue le débit est plus faible en comparaison avec un séquencage IjLagaebn et al., 2020)

Ces technologies demamdeX QH TXDQWLWp LPSRUWDQW(Heder§ed' &t GH JUIL
al., 2021) /YDXWUH SUREOgPH SULQFLSDO GH FHV WHFKQROR.
VPpTXHQFHY FRPSRUWHQW XQ WDX[ @yrHdeUMinONolmt ineH] LP SR
fréquence 3 fois plus élevée de substitutions entre les bases C et T, et entre les bases A et G en
comparaison avec les transversiodsH TXL SHXW V{H[SOLTXHU SDU OHYV
élevées des purines (A et Gdes pyrimidines (C et {Pelahaye and Nicolas, 2021)n autre

W\SH GBHXWHEKBQFHUQHU OHVY KRPRSRO\PqUHVY HW QRWDPP'
est en effet estimé que prés de la moiti€ des erreurs de séquencage sont dues aux
KRPRSRO\PqUHVY HW TXTHOOHYVY SHXYHQW GpSHQGUH GH OHX
séquencé¢Delahaye and Nicak, 2021; Wick et al., 2019pes outils de polissage des lectures

de séquences générées peuvent étre appligués comme Medaka, Arrow ou Nanopolish pour
UpGXLUH OH,4ehbes teGhfidtodi€kldniad et al., 2015; Wick et al., 2019)

Le séquencage de troisieme génération est donc utilisé pour assembler des génomes complets
notamment pour des especes tregiogenes avec des génomes tres peu stgdaiegénome

ouvert). Ce type de séquencage peut également étre utilisé pour étudier les structures génétiques

comme les indelglifficiles a retrouver avec le séquencage de deuxieme génération.
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$ILQ GTREWHYRPAH X RPSOHW HW IHUPp DYHF OH PRLQV GYHI
hybride peut étre utilisé. Un premier assemblage obtenu avec des données de séquencage de
troisieme génération peut ensuite étre corrigé avec des données de deuxieme géksradion

et al., 2015; Branger et al., 2020; Goodwin et al., 2015; Koren et al., 2012; Peker et al., 2021)
Centcinquantedeux génomes dkl. bovis complets ou fagmentés sont disponibles en date
GIDREW \;@f’/ﬁe chiffre est faible en comparaison des 6950 génomes
complets deM. tuberculosisLa grande majorité des séquences dépaséetséobtenues avec

des technologies de deuxieme génératiour fes dewagentspathogenes. Cette observation

indique que la majorité des études développées sont basées sur la détection de SNP a l'aide de
GRQQpHVY GH VpTXHQoDJH j OHFWXUHV FRXUWHV TXL VR(
(Guimaraes and Zimpel, 202u contraire, seulement J&RA («Sequence Read Archive

en anglaislecture deséquences archiveA®N) provenant des technologies Oxford nan@epor

et PacBio sont actuellement disponibles pdrbovis Cette observation est également
retrouvée pouM.tuberculosis /D GLIIpUHQFH SHXW VI{H[SOLTXHU HQ S
technologies de troisieme génération sont plus récentes et donc moins présentes dans les
laboratoires du monde. Il est donc imjamit de bien prendre ce virage technologique et de
combler ce manque de donnges TXL HVW WUqV LPSRUWDQW SRXU OfL
FRPSOHWYV HW SRXU OfpWXGH GHV VWUXFWXUHYV JpQpWLTX
séqiencage de deuxiemeémgration.

Tableau 3: Tableau présentant les génomes et données SRZeqgience Read Archiveen

anglais lectures deséquences archivéA®N) par technologies de séquencage, qui sont disponible sur

NCBI (Centre national d'infonation sur les biotechnologies) en aolt 2022 pdycobacterium
tuberculosiset Mycobacterium bovis

Espece M. tuberculosis M. bovis
Nombre de génomes complets 6950 152
Nombre de SRA ADN 151 012 8502

- lllumina 147072 8462

- lon torrent 1343 10

- Oxford nanopore 987 16

- PacBio 582 14
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1.4.2. Le séquencage du MTBC

1.4.2.1.Génomes de référence et complexe clonaux

M. tuberculosisH37Rv a été le premier membre du geltgcobacteriuma faire I'objet d'un
séquencage génomique complet, révélant un génomédEs82 pb, 3906 séquences codantes

(CDS) et a un contenu GC élevé (65,61%gkleawd) (Cole etal., 1998) /I TREWHQWLRQ GH
séquence a également permisdefirmer les grandes caractéristiques du génonié. tevis

mais aussiP LH X[ F R Q Q DspatitiHar@dd yandhkel desmiycobactéries tuberculeuses

avec notamment deux grandes familles de protéines qui présentent des dortamagsdlix

conservés, contenant soit de la prolghetamine (PE) soit de la proliggoline-glutamine

(PPE) et des domainest@minaux variable§Guimaraes and Zimpel, 2020)

Tableawd : Caractéristiques de 5 génomes complets de MTBC dont les séquences sont disponibles sur
le site NCBI (Centre national d'information sur léstechnologies).

Nom H37RvV —[AF2122/97 [BCG PasteulBCG  Tokyo|Mb3601

(M. tuberculosi3 | (M. bovig 1173P2 172 (M. bovig
Séquence |NC_000962.3 |LT708304.1|AM408590.1 |AP010918.1 ?Z—'—R699570'
?ggfgﬁgag:‘ 1998 2003 2007 2009 2020
Groupe clong M. tuberculosis | Eul Eu3 Eu3 Eu3
Taille (pb) |4 411 532 4349904 |4374522  |4371711 |4365068
%GC 65,61 65,64 65,64 65,64 65,64
CDS 3906 4 000 3988 3984 4042

&THVW HQVXLWH HQ M. bDANIAF1A2/9D drdediietell en totalité pour la
SUHPLQUH IRLV j SDUWLU GYXQH VRXFKGartier Bt@lp ROGN XQH YI
Comme il s'agissait du premier génome Mebovis disponible, AF2122/97 est devenu le

génome de référence padr bovis Il est plus petit que le génome de référence H37Rv avec
4345492 pb. Le génomée M.bovisprésente un %GC de 65,&€ qui est proche de celui de

H37Rv et qui est compris entre les 61 et 71% retrouvé chez les autres mycobactéries. Le génome

de référence dM®l. bovisse distingue par 11 délétions de 1 a 12 700 pb en comparaison avec
H37Ry, ainsi que 2 437 SNEole et al., 1998; Smith et al., 2011 T XQH GHV 5" GX JpQR
G19%) 5' TXL D pWp UHQRPPpH Bpécifiquedent &bspmépunW UR XY p
sousgroupe deM. bovisdéfini comme le complexe clonal European 1 (CC H&igure 18
(Smith et al., 2011)
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En plus de la distance phylogénétique séparant les membres de cedgsayteesM. bovis

O 1D E ViHepdeetlicdans le profil de spoligotypage a également été définie comme une
caractéristique du CC Eul. Le spoligotype majoritairement retrouvé dans ce groupe est celui
GX JpQRPH GT9%) T ¥Qarrhiey &V alg Z003; Smith et al., 201Ce groupe

est trés présent dans les fles Britanniques, aux-Btasset en NouvellZélande, ainsi que

dans les anciennes colonies de I'Empirannique(Smith et al., 2011)

Figurel8: A : Répartition des groupes clonauxMgcobacterium bovimajoritaire en Europe. Figure
PRGLILpH SURYHQDQW G-Bapbbei tllabatate(RoriduBzGdnpdsets]., 2014)

Les membres dagoupes sont phylogénétiquement bien regroupés entre elbalBeau représentant
OfDQQpH GH GHVFULSWLRQ HW OHV SULQFLSH.OwW¥déiDeasalFWpULVW
moment de la description des grouiBerg et al., 2011; Branger et al., 2020; Muller et al., 2009;
RodriguezCampos et al2012; Smith et al., 2011)

'"IDXWUHV FRPSOH[HV FORQDX[ RQW pWp GpFULWYV HQ $IUL
présent notamment au Mali, au Cameroun, au Nigeria et au Chad. Il se distingue par une
délétion chromosomique spécifigue de RDAf1@t X Q H D H Spldc@BdHMGller et al.,

2009) /H FRPSOH[H FORQDO $I HVW VXUWRXW UHWURXYp HQ
délétion spécifigue de RDAf2 et une absencesgpases 3 et 7(Berg et al., 2011)

Le complexe clonal European 2QEu?2) a été défini peu de temps aprés CC Eul. Ce groupe
HVW SUpVHQW HQ )UDQFH HW GDQV OHV SD\V LEpULTXHV F|

par une délétionwdspace2l et une mutation du gegaaA(G ¢ A) (RodriguezCampos et al.,

2012) Le spoligotype majoritairement retrouvé dans ce groupe est SERbAtiguez et al.,
2010).

30XV UpFHPPHQW OH FRPSOH[H FORQDO (XURSHDAQ && (2
nouveau génome complet, Mb36{Mableaud|et|Figure 18} (Branger et al., 2020Le nom
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complexe clonal Eudsuccédé au groupe BGEe qui définissait les sahes ayant le méme
spoligotype(SB0120) que les souches vaccingleaddad et al., 2001; Hauer et 2019)

Ce groupe est trés présent en France et en (Bxdieictti et al., 2009; Boschiroli et al., 2015;
RodriguezCampos et al., 2014Bien que de nombreux indels aient été décrits chez Mb3601,
OHXU VSpFLILFLWpP DX && (X Q \(Brasger\ét Bl QIR egoviped pWHUP
en revanche phylogénétiquement bien séparé des autres groudebales avec des SNP
spécifiques de celtdi (Hauer et al., 2019FEu3 est un complexe clonphylogénétiquenrd
proche de A2HW LO D pWp VXJJIpUp TXIXQ DQFrWUH FRPPXQ GH F
Afr LT XH G floioehqéival., 2090Af2 est ensuite resté dans cette région tandis@deD X W U H
JURXSH FRPSUHQDQW (X XQNQRZ c&diGuger&@ibudamdtigie H VT H\
DIULFDLQH SRXU (X DXMRXUGYTKXL WUqV SUpVHQW HQ (XUF

La généralisation du séquencage de ces dernieres années a permis de réaliser le WGS de

nombreuses souchesMebovis séquencées notamment avec la technologie lllufietaldaul
(Almaw et al., 2021; Conceicao et al., 2020; Hauer et al., 2019; Kohl et al.,[202€au et
al., 2020; Zimpel et al., 2020)Ces données sont trés utiles pour mieux comprendre

I'épidémiologie de la bTB, pour réaliser des études évolutives et pour améliorer la description

des groupes génétiquesebovis

1.4.2.2 Etude génomigue deM. bovis

1.4.2.2.1. Description de lignées dé/. bovis

Plusieurs études ont utilisé des données de WGS pour optimiser la classificatlobhalés
(Hauer et al., 2019; Zimpel et al., 2020; Zwyer et al., 20@hg preniere étude a permis de
définir 9 cluster§Cluster Aa 1) dans la diversité francaise des souchel! deovis @
(Hauer et al., 2019)

En effet cette étudeitilisant 87 génomes représentatifs de la diversité francailsk bevisa

montré une bien meilleure distinction des groupes de souches avec le WgSNP plutét que la

méthode «lassique» de génotypage utilisale spoligotypage et le MLVARigure20) (Hauer

et al., 2019)Ces clusters ont été décrit seltes SNP, spoligotypes ou profil MLVA qui leur

sont spécifiques.
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Figurel9 $UEUH GH PD[LPXP GH SDUFLPRQLH EDVp VXU 613 TXL
87 génomes ddlycobacteriunbovis sur le génome de référence AF2122/97. La figmadifiée
SURYLHQW GH OTDUWLF O kKHabéi et-db X2 611Bt H & cFEReG O MEGB@ A diaX U V

etal., 2007) /YTDUEUH HVW VXEGLrFUVNWWHGDFTOXOMWYWXGHGI+DXHU HW F

74



Figure20: Différence de discrimination entre une résolution avec les techniques de spoligotypage et de
MLVA (A et C) et les SNP (4270 SNP) (B et D). Cette comparaison prend en compte 87 génomes
représentant la diversité francaiseMleboviset utilise le génomeeadréférence AF2122/97. Les arbres
phylogénétiques UPGMA A et B ont été congtaviec les différentes technigues de typage. Les arbres

B et D sont des arbres a portées minimales, toujours construits selon les différentes techniques de typage.
Cette figuremodifite SURYLHQW GH O9YDUWLFQHhueretd bl9) HW FROODERUD\

8QH pWXGH SOXV UpFHQWH VILQW W bhovisap@misg de &lassdt Y HU VL
M. bovisen huit soudignées nommées Lal.1l a Lal.8 et a défini une liste de SNRigpes

de ces soubgnées(Zwyer et al., 2021)Ces travauxutilisant desgénomes fragmentgsont

importants pour mieux connaitre la diversité des souches preslante une zone donnée et

affiner la phylogénie.

&HUWDLQV FOXVWHUYV VRQW HQFRUH PDO GplLQLY /fREWH:¢
courtes ou de génomes complets et fernoésrpt étre utilis&s pour mieuxcaractériser les

groupes deM. bovis Ces génomes complets permettraient de mettre en évidence la présence
GTpYqgQHPHQWgrthpde miNeLentkeHeY différents groupes cormelaa été fait pour

lesgroupes définis précédemment.

1.4.2.2.2. Epidémiologie génomigue

La détection et le typage 8 bovisont historiguement été basés sur I'évaluation d'un ensemble

limité de marqueurs génétigugsincipalement par le biais de tests basédasBICR(Collins,
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2011; Kao et al.,, 2016; Ramos et al., 20l XWLOLVDWLRQ GX VSROLJRW\S

permettent de déterminer des liens irgepécegpour un méme génotype comneelaa été

montré dans des enquétes épidémiologiques dans la forét de Brotonne et d¢Adaalty et

al., 2008)ou dans un parc de chag&&ichomme et al., 2013En 2012, la premiere étude

utilisant les données de génome complet a été publiée, illusDXgXK WLOLWp GH FHWWH

pour étudier la dynamique de transmissiaM. bovis Dans cette étude, les auteurs ont

identifié un groupespatiotemporellementié de bovins et blaireaux infectés par le méme

génotype (spoligotyp¥NTR) deM. bovis(Biek et al., 2012)Par la suite, cette méthodologie

a éte utilisée afin de miewomprendre la propagation locale et la persistance de la tuberculose

DYHF OfXGWILIDEYDRAKRHY SK\ORJpRJJP28H efTak, l20A6ED\pVLHQQH\

Les analyses de WGS ont également permis de mettre en évidence le réle joué par les cerfs dans

la transmission dil. bovisen IrlandgCrispell et al., 2020)u de mettre en évidence un réseau

GH WUDQVPLVVLRQ OLp j OfpQMmichBettet & H20E$) O LG pOM BIRS RWDY

majeur de cette méthodologie est la possibilité de reconstruire des scénarios de transmission

dansunerégion ezootiquedebTB comme cela a été réalisé dans de nombreux(gayd et

al., 2020; Perea et al., 2021; Rossi et al., 2022; Salvador et al., Edl6fet, d&s modeles

GIpYROXWLRQ SOXV FRPSO H [ hhapulatiQr; @niXper@nid/degDantifiérdes F W X U |

taux de migration d®&l. bovisinter-espece et intraespeceDes modeles plus complexgsi

incluentlesdonnées génomiques et différentes sources de données épidémiologiques (données

de mouvemest de résultats ddVHV WYV GH Gperieievt D6 Haliser des études de

phylodynamiepour répondre a de nouvelles questions telles que : « Qui infecte qui ? » (i.e.

chaines de transmission), « Quel r6le jouent les espéces dans la diversifi¢atiageft

SDWKRJgQH " 2 © 4XHOOH HVW OD G\QDPLIAKéNMBgRQIHFWLF
29+DUH HW DO 5.R Y U X VpiydHin&lr®s peuvent étre obtenus de ces

DQDO\WHV FRPPH OH WDX[ GIfpYROXWLRQ RX OD GDWH j OD

deux souches circulaite qui peut donner des indications sur la dynamique de transmission

(Kao et al., 2016; Loiseau et &020; Zimpel et al., 2020)

Ces analyses utilisent un génome de référence qui est souvent AF2122/8F. pouis Le
complexeclonal auquel de ce génome appartient est tres présent dansBesdiesquesmais

est retrouvé beaucoup moins fréquemment dans les autres pays européens comme la France

Figure 18). Le choix du génome de référence est critique, car il peut modifier les résultats
finaux (Guimaraes and Zimpel, 2020; Lee and Behr, 2016; Walter et al.,. Zd9¢xemple,
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si un génome d#/. tuberculosisest utilisé comme référence pour les étudedvsinovis le

nombre de SNP détecté augmentera considérablement, ce qui peut entrainer des erreurs dans la
recherche de SN@ippenaar et al., 2017; Kohl et al., 2018; Walter et al., 201§ XWLOLVDW L |
GIXQ JpQRPH FRPSOHW SURFKH GHV VRXFKHV pWXGLpHV H\
OTpWXGH GHYV clha ét& pésenté précédemment, un autre génome de référence,

0E UHSUpVHQWDWLI GTXQ JpQRW\SH VWYWH SANRWUH QDN p M/
proposé recemmef(Branger et al., 2020) / fREWHQWLRQY®GHSHHN BHYYRWVWIHH GTDP
OfpWXGH GHV 613 VXU OHV VRXFKHV SK\ORJpQpWLTXHPH
JpQRPHY FRPSOHWYV VSpFLILW Kdi¥soBtfiaueididnd¢sessades YyWrHU 'V G

continuer ce travail.

1.4.2.2.3. Analyse pangénomigue

Les données de WGS peuvent également étre utilisées pour connaitre la diversité génétique de
M.bovis (Q HIITHW HQ SOXV GIHVWLPHU ODleNGs\perQdiiel GHV 61
comprendre la composition du génome et sa diversité fonctionnelle. l-gépame est

constitué de I'ensemble du répertoire de génes d'une espece donnée qui sont les genes de base,
partagés par toutes les souches, les géenes accessoires, qui ne gadepds dans toutes les

souches, et les genes uniques, qui sont présents dans une souch@/enmkes et al., 2015)

Le génome accessoire ajeute la diversité génétique a I'espece et peut impliquer d'autres voies
métaboliques QUSHXYHQW SHUPHWWXIQ HO VIREXBBEW DWAQRH) QLFKH pl
colonisation de nouveaux hoétes ou d'autres fonctions bénéfiques pour d'autres(€spbges

et al., 213; Vernikos et al., 2015Pes études muljénomes et Y LGHQWLILFDWLRQ GHYV
génétiquessort centrales dans le domaine de I'épidémiologie des maladies pour mieux
comprendre les interactions hgiathogengla virulenceetla transmissiofCheng et al., 2018;

Dong et al., 2017)Bien que le paigénome deéV. bovissoit encore mal connu, les génomes

MTBC évoluent de maniere clonale et ont des génomes accessoires sppfitspar rapport

a la plupart deswutres taxongCeres et al., 2022) /fHIIHW FRPELQp GHV LQGHO
présence de SNP entre les membres contribuent aux différencdssigasnmes d'hotes, la
pathogénicité et la progression de la maladie.

Néanmoins ces études utilisent des génomes séquencés avec des technologies de deuxiéme
génération qui rendent difficile leur annotation, car ils sont incomplétement séquencés et/ou
contiennent des lacunes entre les conti§eres et al., 2022; Reis and Cunha, 2021)

/I TREWHQWLRQ HW OTXWLOLVDWLRQ GH JpQRPHV FRPSOHWYV
GYDQDO\WH HQ pYLWDQW OHV ELDLYV SUpFpGHPPHQW FLWpV
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2. Objectifs

78



Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avons décrit commiéxolué la détectiode
OLQIHMWORIQGLDIJQRVWLF GH OD E7% DdQtypagd detplu@ 8iX WL OL\
plus précise

Nous avons également évoqué les nombreuses agagicgmtierede lutte contrela maladie

TXL RQW SHUPLV OYREWHQWLRQ GX VWDWXW GILQGHPQH
LPSRUWDQW SRXU OD )UDQFH HVW DXMRXUGYIKXL PHQDFp
également mentimé que les foyers de bTB étaient présents dans des régions trés localisées et
avec des génopes spécifiques et persistaritke des raisons da persistance pourrait étre
également liée a la génétiquédd O  pathb@ane. Il est donc important de comprendre les
déterminants du succes épidémiologique de ces genotypes persistants.

Différentes applications épidémiologiques et génomiques du séquencage massif de génome de
M.bovis RQW pJDOHPHQW pWeémisSlapeWwd @iamHest trésimpdrtante pour

pouvoir déterminer les liens de transmissionMiebovisentre les animaux domestiques, les
DQLPDX[ GH OD IDXQH VDXYDJH HW OfHQYLURQQHPHQW &H
régions partgeant le méme génotype (défini par le profil de igdypage et MLVA), comme

FIHVW OH FDV aWwdapie foneptépaldaRd@NTB en France. Le séquencage du

génome entier et la recherche de SIP rapporta un génome de référence permettent de

réaliser des études épidémiologiques plus fines. Cependant, le génome de référence utilisé dans
ces études est représentatif du complexe clonal Eul qui est trés présent dans les files
britanniques, mais estpeu prégévV HQ JUDQFH HW GDQV G{DXWUHYV SD\V H
complets, plus proches des souches de tegait donc nécessaires.

Un premier objectif de cette theseHVW GRQF GIREWHQLU QRXYHDX]|
représentatifs des clusters précédemnugmatrits (Hauer et al., 2019)La description et la
FRPSDUDLVRQ GH FHV JpQRPHVY SHUPHWWURQW DLQVL GTL
FKDFXQ GTHQWUH HX[ HW GH PLHX[ GplLQLU OHV JURXSHYV
SURSRVDQW GHV OLVWHYV GH ODUJHYV pYgQHPHQWYV JpQpWL
connaissances génomiquesMebovis OTpWXGHIGRPIFDOYRXUUD rWUH UpDOL
ces génomes complet¢+ H TXL SHUPHWWUD GYpOLKBDYH SfiGnde CELL D L V
génomes fragmentéke séquencage complet de Mb3601, qui représente un des génotypes
majoritairement retrouvés ces dernieres années (SBOMIPa montré un nombre important

de séquensz G L QV HAELY ICRi@ sgguence joue wdle important dans la plasticité du

génome mycobactérien et pourrait aider la mycobaciéeNef DGDSWHU j] XQ HQYLURQQ

(GonzaleAsensio et al., 2018).e génome d#l. bovisest considéré comme ayant une ou tres
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peu de copiesau contraire de Mb360dui all copies eest UHSUpVHQWDWLISGIXQ Jp
prévalent ces derniéres années.

Un deuxiéme objectfGH FH WUDYDLO HVW GR @FL0pdrmWesddferenttsOH QR P
souches francaises dé. bovis HW OfJLPSOLFDWLRQ JpQpWLTXH GH OHXL
IMPYROXWLRQ G Xa poBithiEddsH- R S\ KA1 Gt 8galement étudiée dans les
SDQHOV GH VRXFKHV GH JpQRW\SHY PDMRULWDLUHPHQW
modifications générées par ces insertions contribuent a leur adaptation et a leur succés

épidémiologique.
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3. Matériels et méthodes
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3.1.Panel de souches utilisées

3.1.1. Génomes représentant la diversité génétique dé. bovisen France

Le premier panel (Panel 1) constitué de 87 souchdd.d®evisisolées entre 1983 et 2011,

représente la diversité francaiseMebovis (Figure19lefAnnexel). Les souches proviennent
de 81 bovinsde 2 sangliersd'l cerf,d1l ovin,d FDSULQ HW GY SRUF /HV JpC

obtenus par séquencage en utilisant la technologie lllumina Hisecpr et al., 2019) ors de

la comparaison avec les génomes completsrals dans cette étuda,souched7 a étéretirée

du panel car ellecorresponcau génome complete la souché&1b1101 (voir partiﬂ 3.1.3

Les génomesomplety. 3R XU O 1 p W &1GHuUnvpane! @sireft de souchesté

utilisé. Celuici exclu les souches (A8, D10, D8, F3, F7, H1 et H3) ayaains de 10 SNP de

différence avec une autre souche pour éviter des analyses redondantes.

3.1.2. Génomes de souches sympatrigues
$ILQ GIpWXGLHU SOXV HQ GpWDLO OHV JpQRW\SHV SDUWLF
anneées, 3 panels de souches de ces génatyp&gégalement utilisés dans ce travail de these.
&HV SDQHOV RQW pWp Rt Ep@lemioliueyVv OH FDGUH G1fp

3.12.1 Génotype SB0126CO
Le deuxiéme panel (Panel 2) est constitué de 91 souches (dont le génome de référence Mb3601)
de génotype SB012C00 (SB0120+ LVROpHYVY HQ &{WH Gf2U HQ
(Michelet et al., 208). Les souches ont été isolées de 51 bowBws (tauruy 38 blaireaux

(Meles meles 2 sangliers Sus scrofaet 2 renards ulpes vulpes Les génomes ont été
séquencés en utilisant la technologie Illumina Hiseq (bases jumelées 2*25Gépdscreen

(Lille, France) a partir de lysats bactériens thers@dysans étape de purification.

3.1.22. Génotypes SB082F007 et SB083F015

Le troisieme panel (Panel 3) utilisé dans cette étude est constitué de 187 souches réparties en

deux génotypes gartenant au Cluster A (43 souches de spoligotype SB0832 et de profil VNTR

655 3 11 2 4s 8 ainsi que de 144 souches de spoligotype SB0821 et de profil VNTR 455 3

11 2 5s 8). Elles ont été isolées dans les régions des PyAttadfjues et des Landestre

2002 et 201TAnnexe2) (Duault et al., 20223 partir de 150 bovindgs tauruy, 27 blaireaux

(Meles melegs 8 sangliersQus scrofg 1 porc et 1 humaires génomes ont été séquénen
XWLOLVDQW OD WHFKQRORJLH ,O0XPLQD +LVHT EDVHV MXF

et de la moelle épiniére) (Paris, France) a partir lysats bactériens thermolysés sans étape de

purification.
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3.1.23 Génotype SBO12(DHV
Le dernierpanel (Panel 4) est constitué de 227 souches de génotype SBAY2(EB0120 +
5353945 6) isoléen Dordogne eenHauteVienne entre 2001 et 201Arinexe3J). Les

souches ont été isolées de 182 bovBiss(tauru¥, 28 blaireaux Nleles melgs 11 sangliers
(Sus scrofg 3 renards \(ulpes vulpes 2 cerfs Cervus elaphuset 1 chevreuil Capreolus

capreolus. Les génomes ont été obtenus de la méme facon que pour les génomes du panel 3.

3.1.3. Les génomesomplets

Deux génomes complets sont également utilisés dans ce travail de thiéa22/97
(LT708304.1) Mb3601 (NZ_LR699570.1) domes séquences sont disponibles Genbank
(Branger et al., 2020; Garnier et al., 2003)
Les 10 souches séquencepnt été seélectionnées afin de représenter tous les clusters
préalablement décrits en France et en particulier les génotypesitaiaer circulant
actuellement. Les caractéristiques des 10 souches sélectionnées sont décritdsat

- Mb0486 (SB0821/ FO07,6 55 3 11 2 5s 4) &1b0531 (SB0826/ FO05 6 7 3 3 10 2 5s
8) correspondent respectivement a 17% et 3% des foyers génotypiques identifiés entre 2015 et
2017 (Michelet et al., 2020b)Ces deux génotypes font partie du Cluster A. Mb0486 est

retrouvé dans les Pyrénégtantiques (département 64), dans les Landes (40) et le Gers (32).

Mb0820(SB084(/ FOO1 \% HVW UHSUpVHQWDWLI GTXQ WUF
A représentant 8% des souches identifiées entre 2015 et 2017 et est identifié en Corse (2A et
2B).

- Mb2269 (SB0134/ GB3509,6 553 6 4 5 6) ¥1b3602 (SB0134/ GB3514, 745 3 10
4 5 10) sont représentatifs de deux génotypes présents sur deux branches du Cluster C. Le
génotype de Mb2269 est retrouvé en Ariege (09) et celui de Mb3602, dans la frétotee
(76). Mb3602 représente le génotype de la premiére souche francaise identifié dans la faune
sauvagdZanella et al., 2008)

- Mb2487 (SB0999/ SB09996 4 5 2 8 2 4 7) estn génotypadu complexe clonal Eu2
retrouvé en Dordogne (24) et dans le Lot (48).complexe clonal est également tres présent
dans la péninsule IbérigRodriguezCampos et al., 2012)

- Mb2377(SB0853/ F022 36 52 9 3 4 6) est représentatif des souches du Cluster G qui ne
sont plus retrouvées en France depuis 10 ans (dernier foyer découvert en 2012 due a F022, 3 6
529 34 6 SB0819Boschiroli et al., 2015; Michelet et al., 2020b)

83



- Mb1855(SB0120/ BCG-ike, 53 5 3 9 4 5 6) est représentatif du génotype SBOLI20
présent dans le complexe clonal Eu3, qui est le cluster le plus retrobvanee Ce génotype
est le plus présent ces dernieres asrarFrance avec 35% des souches identifiéee &t 5
et 2017. De plus, il est endémique de la région Nouvelle Aquitaine et en particulier la Dordogne
(24), la HauteVienne (87), la Charente (16), la Charektaritime (17) et la Gironde (33).
Deux autres génotypes représentatifs du complexe clonaksBuBsélectionnés. Le premier,

Mb3114 (SB0120/ BCGHike HVW UHSUpVHQWDWLI GT1XQ
présent dans les Alpes@toches de ceux majoritairemeptrouveé eritalie (Lombardi et al.,
2017) Le deuxiéme estib1101 (SB0120/ BCG ,O VIDJLW GTXQH

terrain assez éloignée des autres souches du clustemunesste asseproche des souches

vaccinales.

3.2 Obtention des génomes complets

321. 2EWHOWLRQO GH OY%$'1 P\FREDFWpPULHQ

3.2.1.1 Culture bactérienne

Les génomes qui ont été séquencés dans cette étude proviennent de souches qui ont été
SUpDODEOHPHQW LVROpH&I&H| ERYD QW KBWr@ UXQUFHHBWLN HV HC
LNR et conservées-80°C dans des cryotubes. Pour chacune des souches, 200 pL de solution

a étéajouté a 2 mL de Middlebrook 7H9 + ADC et mycobetfFigure21) afin de faciliter la
UHPLVH HQ FXOWXUH GHV VRXFKHV 3RXU WRXWHYV OHV pWI
j OTLQFXE BOMldarkdue jla solution était trouble, indiqguant une concentration forte de

bactéris dans la solution, 100 pL ont été étalés sur du milieu solide Middlebrook 7H10 +
OADC. La croissance des bactéries sur le nouveau npisnetO 1D SSD UL WdsReGH FRO
seule colonigeprésentant un clone bactérien a été prélevgjoutée a 40 mL de Middlebrook

+ $'& /HV WXEHV RQW HQVXLWH pWp ODLVVpPV j OTLQFXE
EDFWpULHYVY MXVTXYj REWHQLU XQH VROXWLRQ GHQVH
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Tableawb : Présentation des 10 génomes Bligcobacterium boviséquencés complétement dans ce travail de thése.

Nom Numéro d'analyse Héte Département Annéed'isolement Spoligotype VNTR Groupe deM. bovis
Mb0486 19940837200 Bovin (64 1994 SB0821/ FOO7 6553112 5s 4| Cluster A

Mb0531 19941226800 Bovin (64 1994 SB0826/ FO05 67 3310 2 5s 8| Cluster A

Mb0820 19970580400 Bovin |20 1997 SB0840/ FO01 755382554 |Cluster A

Mb2269 07-0179%t01 Bovin |9 2007 SB0134/GB3509 (65536456 |ClusterC

Mb3602 01-0152400 Cerf 76 2001 SB0134/ GB3514 |7 4531045 10| Cluster C

Mb2487 08-0132200 Bovin |24 2008 SB0999/ SB0999 [64528247 |Complexe clonal Eu2
Mb2377 08-0070500 Bovin (64 2008 SB0853/ F022 36529346 |ClusterG

Mb1855 05-0295G600 Bovin (24 2005 SB0120/BCGlike [53539456 |Complexe clonal Eu3
Mb3114 D-11-01217 Bovin |74 2011 SB0120/BCG-like [555311354 |Complexe clonal Eu3
Mb1101 19990469500 Bovin |59 1999 SB0120/ BCG-like |52 3310 3 3 10| Complexe clonal Eu3
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Figure2l 5HSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GX SURWRFROH GH FXOV
et son séquencage par les technologies lllumina et MinION.

3212([WUDFWLRQ G{$'1 JpQRPLTXH

Les clones bactériens ont été inactivés 1h a 80°C. Le tube cortesaluttion a été centrifugé,

lavé une fois avec du tampon TE (tampon-H@&l & 10 mM + EDTA a 1 mM) et ensuite remis
en suspension avec 1 mL de TE. Par la suite, 100 yL de 20 g/L de lysozyme ont été ajoutés et

le tube a été incubé a 37°C pendant uneauéc agitationKigure21). Enfin, 100 pL de 10%

de SDS et 50 pL de protéinase K (MachelNagel) ont été ajoutés et une incubation de 4 h a

56°C ave agitation réguliére a été effectuée.

200 pL de TE contenant 10% de CTAB et du NaCl ont été ajoutés a la solution esihd¢ubé

a 65°C. Apres une centrifugation, le surnageant a été retiré et 200 pL de TE ont été ajoutés. La
solution a été ensuite transférée dans un premier tube 5PRIME Phase Look Gel Light de 2 mL
(Quantabio). Un volume égal de phénol/chloroforme/alcool isbguey(en proportion 224-

1) a été ajouté puis la solution a été agitée vigoureusement. Aprés centrifugation, la phase
DTXHXVH D pWp WUDQVIpUpH GDQV XQ QRXYHDX WXEH 35,
traitement avec solution organique répétée.

Laphase aqueuse a ensuite été transférée dans un n&yypesadoriTubes® ou ont été ajoutés

GH OfYDFpWDWH GH VRGLXP 0 HW —/ GH JO\FRJQqQH J /
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OTpWKDQRO SXU /D VROXWLR GOMHy a4 °Ependant. 20N HI&V U L I X J |
surnageant a été soigneusement éliminé. Le audtérepris dans 100 pL de TE, puis 1 pL de

RNAse A (10 g/L)laétéDMRXWp HW OD VROXWLRQ D pWp LQFXEpH P
contaminant.

/1$'1 D HQVXLWHIRWY RLYpDYHF GH OfpWKDQRO HW GHV
le culot a ensuite été remis en suspension avec du Tris HCI 10 mM et a été laissé trois a quatre
jours a 4°C avant de procéder au test de qualité @ 1$'1 HW j VD TXDQWLILFDWLR

3213 &8ROWU{OH TXDOLWp GH Of1%$'1
ID TXDQWLWpP HW OD TXD O Lom gteGEihlue8d pRr@etk MethoGafdt [&V UD F W L

Qubit E(Qubit 2.0 Fluorometer de Thermo Fisher Scientific) et avec le TapeStation (Agilent).

En plus de cela, pour le séamqgeage lllumina, la plateforme Genoscreen (Lille, France) a
effectué un test SybrGreen (Thermofisher scientifippe€lectrophorése sur gel d'agarose afin
GH YDOLGHU OD TXD O Ldans les\WchamillanX en@owes.Wp G1$'1

3.2.2. Séquencage des génomes

3.2.2.1Le séguencage lllumina

Le séquencage lllumina Miseq a été effectué par la plateforme de Genoscreen (Lille, France)

en 2*150 paires de basdfin de ne pas surreprésenter cersdragmenttors de la préparation

de la bibliothéqugles fichiers fastg présents en paires ont été filtrés des séquences répliquées.
&HOD SHUPHW GH QH JDUGHU TXTXQH VHXOH Sohitebde GH VpT

séquences répliquées.

3.2.2.2 Le séquencage MinlON

Le séquencage MInlON a été réalagires une purification des échantillons sur billes AMPure

XP en suivant le protocole Agencourt AMPure XB de Beckman Coulter. Les échantillons

ont été ajustés a une concentration de 2 pug pour 50 pL.

La préparation des échantillons a ensuite@@D OLVpH j OfDLGH GX SURWRFROH
barcoding genomic DNA (with EXIRBD104, EXRNBD114 and SQK/ 6 . " 9HUVLRQ

1% (B BY BUHY9B $XJ /ID EDQTXH G1$'1 ILQDO GH (
cellule de flux (R9.4.1) et a été séquemcavec le séquenceur Oxford Nanoport MinlON

pendant 8h.
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3.2.3. Assemblage des génomes

3.2.3.1.Contrdle qualité
Les données de séquencage lllumina ont été recues de Genoscreen en format fastq.gz. Pour les

données de séquencage MiInlON il agftéctué un appel de baspermettant de transcrire les

courants électriques en bases. Un démultipleragmlemenétée HITHFW Xp SHUPHWWDQ
les différentes séquences des échantillons présents dans la bibliotheque qui ont été chargés sur

la cellule de flux. Le premier traitement a permis de donner des fichiers en format fastq.gz
comme pour les données de séquencage lllumina.

La qualité du séquencage a ensuite été év@ DYHF OfJRXWLO )DVW4& 9H!I
(Wingett and Andrews, 2018)es séquences provenant des données de sequéhgage

ont été filtrées et les séquences ayant une qualité insuffisante (limite de Q20) ont été retirées
aveCO TR XW Liﬁ):pﬁ:ﬂdﬁlhh@.d:d)m/naioshi/sick}e(Guimaraes and Zimpel, 2020; Gurevich

et al., 2013; Wang et al., 2021; Wick and Holt, 202&} séquences provenant des données de
VPpTXHQoDJH 0LQ,21 RQW pWp ILOWUpHYVY DYHF OYRXWLO 1D
mauvaise qualité ou trop courtes (limite de Q8 et 500pb) ont ainsi pu étre rgtogem et

al.,2015)

Figure22 5HSUpPVHQWDWLRQ VFKpPDW L T derhoGoties@énomye complgisldnH G 1 D V
SDUWDQW GHV GRQQpPHV GH VpTXHQoDJH GH WHFKQRORJLHV ,00
JPQRPHV ILQDX[ HQ YHUW HQ PHQWLRQQDQW OHV GLIIpUHQWYV F
(en orange). Cetterstégie a été seraiutomatisée (représenté par lgy» en bas a droite de la figure).
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3.2.3.2.Assemblagede novo

Durant ce travail de thése, plusieurs stratégies pour assembler des génokigsods

complets ont été comparées afin de concevoirdéégfie utilisée et présentée dans ce manuscrit

Figure 22). Cette stratégie a été semitomatisé et est disponible sur github

https://github.com/CiriacC/Hybrid_bacterial genome assellivmgurezz.

/ID VpSDUDWLRQ HQ SDUWLHYVY GHV GRQQpHV GH VpTXHQ
Trycycler--subsample (version v0.5.0) (Wick et al., 2021). Les données générées ont ensuite
pWp DVVHPEOpPHYV IRLV | O Y BlyeGiersdm2 BayIRasy (KbvhddoRE O H X U V
at al., 2020), Raven (version 1.50) (Vaser et al., 2020) et Unicycler (version v0.4.9b) (Wick et

DO /IH FRQVHQVXV GHVY DVVHPEODJHV D HQVXLWH pWp
Y 'LFN HW DO QVIH\OMKXPVE O DpWpPpFRROL DYHF OfRXV
1.4.3,https://qithub.com/nanoporetech/med]bkmi permet de créer un consensus entre les
données de séquencage MinlOWe OfDVVHPEODJH REWHQX DYHF 7U\F\FC
erreurs de séquencage MinlON, les données de séquencage lllumina qui comportent moins
GTHUUHXUV RQW pWp XWLOLYVpHWdkerreFal O IDRHCKtLoGt 8dtORQ Y I
utilisé plusieurs foisSRXU QH SOXV DYRLU GH FRUUHFWLRQV j IDLUH
de séquencage lllumina. lcircularisationfinale HW OTRULHQWDWLRQ GX JpQRPF
dugénednaAFRPPH SRVLWLRQ G HniG o SOaSHtilisEE)RS Prelrdalidées a
OfDLGH GH OYRXWLO &HudtFeaD,20R3Yy YHUVLRQ

3.233. /YDVVHPEODJH sG¥ec des) BRrides de séquencage de

seconde génération

Les données de séquencage des génomes séquencés uniguement avec la technologie Illumina
ont été analysées et filtrées comoetaa étéprésenté précédemment. Les données ont ensuite
SX rWUH DVVHPEOpPHY HQ XWLOLVD/HF O TREMILEI@GIECGHY YH

de réduire le nombre de courts indels et les mésapparie(Bantsevich et al., 2012)

3.2.3.4 Caractéristigues générales et annotation de génomsg
/IHV VWDWLVWLTXt& e GYDOXHRE CDYJHHF O R X W [(GurevXibef W Y HU
al., 2013)(Figure22l SHUPHWWDQW GJLQGLTXHU HQW%BCDXWUHYV
taille dugénome, le nombrefi$ 5 1 A¢ide ribonucléique de transfedu encoréARNr (Acide
ribonucléique ribosomiqe /TDQQRWDWLRQ GHV JpQRPHV D pWp UpD
(version 1.14.6 Seemann, 2014DYHF O f-BYIWGRQPDOWI SHUPHWWAWDQW G{|
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DQQRWHU HQ XWLOLVDQW XQ JpQRPH GH UpIpUHQFH OE

utilisées comme-force,-- protein avec un génome de référence en format genbaipkedix).

3.3.Analyses biginformatiques

3.3.1. /1D Q D@ah\jéhomique
/1D Q D O \‘-yérorsique permet de donner des informations sur la diversité génomique de

M. bovisen étudiant les génes de bagesore gene> en anglaiskt accessoireg accessory

gene» en anglais)GTXQ SDQHOs &kla ppud Btk Hmportant pour observer pour
FRQQDLWUH O pMR®PWLHRWY CGHVSOIRVVLEOHY DGDSWDWLRQV
pangénomique a été réalisée avec Panaroo (version {Ta8in-Hill et al., 2020) /TRXWLO D
été utilisé en mode strict (optiertclean PRGH VWULFW DL Q-\frerdeXgaboglsF O TR S
/TR X@¢Trée (v 1.6.9Nguyen et al., 2015 été utilisé pour inférer I'arbre phylogénétique

avec 100 bootstraps pseudpliqués. La sélection du modéle d'évinln le mieux adapté a été

effectuée dans IQree sur la base du critere d'information bayésien le plus bas. La carte
WKHUPLTXH SHUPHWWDQW OD YLVXDOLVDWLRQ JUDSKLTXH
réalisée avec le script roary_plot.py du pipelRoaryPage et al., 2015)

/I fpYDOXDWLRQ HW OD YLVXDOLVDWLRQ GXuShondreJ@peQRPLTX
nouveaux genes en fonction du nombre de génomes utilisés ont été réalisées avec un fichier de
sortie de Panaroo nommégene_presence_abscence.RtabHW O R X {¥haO eB &1.Q * 3

2014) Cet outil a été utilisé avec les optionigtance guide », taille de 500 échantillons,
répétition de 100 échantillons et avecun ddeFLHQW GYDPBO.LILFDWLRQ G

3.3.2. Identification des SNP
La recherche de SNP permet également de connaitre la variabilité génétiubaiés Les

données provenant de cette analyse peuvent par exemple étre utiles pour classer les différentes
souches dans un arb@K\ORJpQpWLTXH /fDQDO\VH 613 :D pWp UpDOL\
- Lapremiére avec le module wgSNP du logiciel Bionumerics (version 7.6, AppliedMath,

Belgique) en utilisant les critéres stricts suivamésSNP était soutenu par la présence minimum

de cing squences de sens inverse et cing séquences de sens Hydaises devaient séparer

chaque SNP OHV 613 QYfpWDLHQW SDV GDQV GHeertdinsJINPQV UpS
QIpWDLHQW SDV QRQ SOXV LQFOXV FRPPH OHV GKIN»DPELJXYV
GDQV XQ GHV JpQRPHV XQH GpOpWLRQ RX XQH EDVH DPELJ

dans au moins un des génomes.
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- /ID GHX[LgPH PpWKRGH SDU XWLOLVDWLRQ GYXQ VFULS\
sur le génome de référence Mb3601, $ésjuences de lectuprovenant des données de
séquencage lllumina en utilisant samtools et B{Mket al., 2009; Li and Faucher, 201Tes
fichiers vcfont ensuite été produits en utilisant bcftools mpileup et Mb3601. La recherche des
SNP a ensuiteété IDLWH DYHF EFIWRR O-Wny Dan@cekDeY &l.F2QRIMNRSWLRQ
données produites ont été filtrées en utilisant vcffilter et les optiépdAL > 150-f DP > 20
-f MQ > 49. Tous les SNP degttés précédemment ont été utilisés pour lister toutes les positions
de variants du panel afin de pouvoir faire un second appel (en utilisant bcftools mpileup puis
bcftools call avec I'optiorm) uniquement sur ces positions pour avoir les mémes infomsatio
pour toutes les souches et faciliter la fusion des vcf avec bcftools merge. L'annotation des SNP
et la prédiction de la conséquence génétique du SNP ont été réalisées en utilisant SnpEff et le
génome de référence Mb3601. La sélection des SNP a étuéffetans un deuxieme temps
en utilisant les variants filtrés, Mb3601 et bcftools mpileup puis bcftools call (avec I'eption
m). Les fichiers vcf ont ensuite été fusionnés avec bcftools merge. L'annotation des SNP et la
prédiction de la conséquence géndtiqcdu SNP ont été réalisées en utilisant SnpEff et le
génome de référence Mb3601. Les étapes finales de la sélection des variants ont & réalisé
avec les outils vcflib vefsnps, vcflib veffixup, veflib vefnumalt et vcffilter (optidiNUMALT
= 1) (Garrison et al., 2022) es SNP qui étaient sautus par moins de cing séquences de sens
inverse et cing séquences de sens avant ont éteé filtrés. Les SNP séparés par moins de 10 bases
ont également été retirés. Les SNP non fiables, indels et les SNP avec des bases ambiguies avec
au moins une base noniadlle («N ») dans un des génomes ont également été filtrées. Les
SNP présents dans les protéines de la famille PE/PBKsE2ont également été supprimés en
raison de la faible confiance et du taux d'erreur plus élevé de ces régions, en accord avec de
précédents travauitorentelLeal et al., 2021; Marin et al., 2021; Meehan et al., 2019)

3.3.3 Analyses phylogénétiques

La construction des arbres phylogénétiques a été réalisée de deux facons différentes

- Une premiere méthode a été appliquée pour les listes de SNP pawduiBionumerics.
Les arbres phylogénétiques se basant suiistes bnt été dessinés en utilisant Bionumerics et
la méthode de maximum de parcimonie.

- Une deuxiéme approche a utilisé Mégamar et al., 20168t la méthode de maximum
de vraisemblance (modele Hasegdshino-Yano) pour construire les arbres
phylogénétiques basés sur les SNP. Le traitement des fichiers delsdviega a été réalisé
avec iTOL (version 6.5.6h(tps://ito|.embl.deI)/(Letunic and Bork, 2007)
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3.3.4 Larecherche de différences génomiques structurelles

3341 /D UHFKHUFKH GYfLQGHO
/I TRUJDQLVDWLRQ JpQRPLTXH VWUXFWXUHOOH D pWp REVI
(version 2.4.0YDarling et al., 2011¢n utilisant les fichiers fasta obtenus aprés assemblage
OHV ILFKLHUV JEN REWHQXV DS U q \il PrekkaRL\ IDgwiel R Rer@isl V. Jp QR
de comparer la structure des génomes entre eux en les alignant pour y identifier des insertions
RX GpOpWLRQV /IDQQRWDWLRQ GHV LQGHOV D pWp UpDOL

utilisé dans la recherche des SNR. comparaison des indels avec ceux déja connus a été

effectuée en se basant sur les travaux de BespiéBddpiatykh et al., 2021).a stratégie de
UHF KH U F s &lété Validg &pdr@amplification de séquarniigles (présentées dans la partie

6|

| n
— —| TM - Taille de
A ~ A — ]
[ |‘| Longueur|‘| T fi—Wi €S [ Information | Tampicon (o0)
[s110tF J[_18 ][ TGAACCGCCCCGGCAT[ 605 J|—
| partie 3' de I'8110]| 695 |
[11101R J[_18 ][ CCCGGACAGGCCGAGT[ 605]
[s1102F J[_18 [ CAGATGCACCGTCGAAI[ 582 ] —
| partie 5' de I'8110]| 706 |
[ 1ss1102-R_|[ 18 |[ TGAACCGCCCCGGTGAN[ 60,5 |
partie 3'de I'8110
[1Sii0Fer [ 18 ][ CCCGGGTCCATGCGGI 60,5 |——tuiluster 6 {575
(fonctionne avec
161102-R)
RDMbOVIS {5 CCTGTTCAAGGGCAGTT 594 | ——r— .
Clusterl1F Délétion partielle
RDmbovis |5 GCTGCTTGAGTCGGGCA[ 59.4 | —d&vapB46 L0 ou LG
ClusterliR :
RDmbovis2 TGCAAGAGATGGCTGAG( Délétion partielle
o : o o MESATE o

3.4.2.2La PCR en point finalll et migration dyproduit PCR suJHO GY{DJDURVH

3.3.4.2 Les catégories de fonction de génes

La recherche de mutatisrou délétios qui peuvent étre présentes dans les ORF a permis
GILVROHU SOXVLHXUV JgQHV /IYDQDO\WWH GH OYfRQWRORJL
IRQFWLRQQHOOH GH FHV JgqQHYV (HuertaCaphDdt WD ZDWLCEtER X WL O
andyse a permis de répartir les genes en catégories fonctionnelles siiesalie gene

orthologues (COG).

3.3.4.3.Assemblage de la région CRISPas

Commecelaa été vu dans la partie introductive, la région CRISRR est une région

polymorphique ciblée par le spoligotypage pour typer les membres du MTBC. La construction
de la région CRISPRRDV D pWp UpDOLVpH j SDUWLU GHV ILFKLHUV
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utilisant les outils tbannotato|rhk‘t|os://qithub.com/cquveux/'l’-B)oIs et CRISPRbuildemB
https://github.com/cgreux/CRISPRbuildefB) (Guyeux et al., 2021) ,O VIDJLW GH PpW
automatisées de construction de contigs utilisant I'approche De Bruijn qui est capable de
reconstruire la région CRISPRas.Cette reconstruction permis GfREVHUYHU OD SUpV

non degyenescaset des spacers.

Pour une analyse approfondie, les génomes assemblés ont été utilisés pour rechercher les
contigs contenant la séquence DR et CRIS®RYVY DYHF O9YDO (AxghuPéi @ W EODV)
1997) L'annotation despaces a été faite selon I'étude de Van der Zangem der Zanden et

al., 2002.

34 5HFKHUFKH GH OD VpTX#HIOFH GIfLQVHUWLRQ ,6

3.4.1. ISMapper
/ID UHFKHUFKH GH VpTXHQFH GTLQVHWDNLWNQ KBIDIPRVWXHW DpYHR

ISMapper (Version 2.0.(Hawkey et al., 2015)Pour obtenita détectionde la séquence avec

un niveau de confiance élevé, les profondeurs de lecture moyennes a I'échelle du génome de
moins de 75 x ont été exclues lors de la sélection des souches du panel 2, 3 et 4.

'‘DQV XQ SUHPLHU WHPSV 0O YR XWésporidanhGihtQ@étjuehcecibldday Vp T X
OfDLGH (Gikn#tDEbin, 2009fFigure23] &HV VpTXHQFHV RQW pWp VpOH
de samtools et réparties dans deux groupes seltes corresporaht a la partie  GaH
VPpTXHQFH G 1L @W b QW RPEAsUrkin dgnoh© deJréf¢rende et al., 2009)

Pour chaque position la profondeur est déterminée avec bedtools pour sélectionner les positions

ou la profondeur de lecture est suffisante-@@ssus de §Quinlan and Hall, 2010)Si deux

SRVLWLRQV FRUUHVSRQGDQW DX 9 HW DX 91 GH OD VpTXHC(
ES FHOD LQGLTXH XQH QRXYHOOH SRVLWLRQ GH OD VpT.

la taille de la séquence recherchée, alors cela indiggiagposition est probablement présente

dans le génome de référence.

Afin de réduire les incertitudes et valider/invalider certaines positions, une vérification des sites

incertains a été réalisée en utilisant les fichiers bam générés par ISMappkrsebleservant

DYHF OTRXWLO ,*9 ,QWHJURbihsontét alH ZDR7PA0ENS; DhoH/Aldsdbttir

etal,2013) /YRULHQWDWLRQ GH OD VpTXHQFH GILQWpUrwW HQ

présence des génes aux abords des positions déetesmpiodrronétre également déterminées

par ISMappeligure23).
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/D UHFKHUFKH GH VPpTXHQFH GILQWpUrW GDQV XQ JpQRPH |
OYDLGH GH OYR XARSCHDI €al.RIQFP HU L FV

Figure 23: Représentation schématique de la rechercheédeence GILQVHUWLRQ IDLWH SDU

/IHV VPTXHQFHV VRQW DOLJQpHV VXU OD VpTXHQFH GILQWpUrw D
JHV VPTXHQFHV VPOHFWLRQQpPHV VRQ

VPTXHQFH GILQWpUrwW E
afindH GpWHUPLQHU OHXU SRVLWLRQ VXU OH JpQRPHHEMWKe\GRQF OD

et al., 2015)
3.4.2. Confirmation de résultatsin silicopar OYDPSOLILFDWLRQ HW OH

GH VPpTXHOFH GTLQWpUrw
$ILQ GH FRQILUPHU 61D0d&bspeetaiQds idouehes OrfpjHaussi de confirmer la

délétion partielle ou les mutations présentes sur cette séquence, une recherche spécifique par

amplification de la séquence et un séggege Sanger ont été realisés.

3421 &RQFHSWLRQ GYDPRUFHYV
La recherche de séquesaibles dans un génome a été faite avec le logiciel Bionumerics en

utilisant les génomes déja disponibles dans la littérature ou les génomes séquenceés durant ce
'HV DPRUFHYV VSpFLILTXHVY HQFDGUDQMW

wWuDYDLO GH WKqVH
94



j LGH GX VLWH LQWHUQHW GY(XURILQV *HQRPLFV 1DQWH\
cours de ce projet de thése est dispordbles I¢Tableaub

Tableau6 : Listes des amorces conget utilisés GDQV FH WUDYDLO GH WKqgVH
nom, F indique une amorce sens et R une amorce dans le sens inverse.

~ .| T™ . Taille de
N ~ —_ -
Longueur <ULV n—Wi °C) Information lamplicon (bp)
I$1101-F 18 TGAACCGCCCCGGCAT({ 60,5 i
partie 3' de 8110 695
I$1101-R 18 CCCGGACAGGCCGAGT| 60,5
1$1102-F 18 CAGATGCACCGTCGAA( 58,2 .
partie 5' de 8110 706
1$1102-R 18 TGAACCGCCCCGGTGA( 60,5
partie 3' de I'18110
IS5110FOF 18 CCCGGGTCCATGCGGT 60,5 | AU ClusterG 1016
(fonctionne avec
195110-2-R)
RDmbovisi _
Clusterl1F 20 CCTGTTCAAGGGCAGTT) 59,4 Délétion partielle
RDmbovisi de VapB46 1092 0u 1750
20 GCTGCTTGAGTCGGGCA 59,4
ClusterliR
RDmbovis2 TGCAAGAGATGGCTGAGG Délétion partielle
lal.2-F 22 T 60,3 du génehspR 352 ou 250
3.4.2.2La PCR en point final
8Q YROXPH GH —/ GIXQH VROXWLRQ DTXHXVH D pWp XWL(

spécifique par PCR. Cette solution a été réalisée a partir de 1 uM de chaque amorce (R et F
pour un couple donné), de 2,5 uL de tampon d'amplification (HotStarNa| Bolymerase

(Qiagen)), de 5 pL de tampon Q (HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen)), de 0,2 uM de Set
'QWS 3URPHJD HW GYXQH XQLWp GH 7DT SRO\PpUDVH +R\
(QVXLWH —/ GT1$'1L RQW pWp DMRXW pVFR QVDVV RXX VELIK®@ H/ IS |
phase de 15min a 94°C puis de 4 cycles de 30s a 94°C suivis de 45s a 65°C (pouvant varier
selon les amorces utilisées) et de 3min a 72°C. Le cycle PCR a ensuite réalisé 44 cycles de 30s

j f& GH V| f& HW G TarfeL<glon [e&Bléhyuely @A séquence ciblée) a

72°C. Le cycle PCR se terminait par une élongation finale de 10min a 72°C. Le produit PCR a
pWp HQVXLWH REVHUYDEOH j Of&rese.H GTXQH PLIJUDWLRQ VX

3.4.2.3.Le séquencage Sanger

Un produit PCR pouait ensuite étre envoyé a Eurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne) afin
GIrWUH VpTXHQFp DYHF OD WHFKQRORJLH 6DQJHU /H UpVX(
OTRXWLO %LR(GLW B&%qgloveegd.B1997)
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4. Séquencage de nouveaux génomes complets
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&H WUDYDLO D IDLW OfREMHW GH

Trois posters

C Charles, L Michelet, FVorimore, T Cehard, F Biet, M L BoschiroliNew refrence
genomes oMycobacterium bovisdaptedto French genotype diversityAnnual Scientific
Meeting One Health European Joint Programme 2021. Copenhague, Danemark

C Charles, L Michelet, F Vorimore, T Cehard, F Biet, M L Boschiroli.New
Mycobacteriunboviscomplete genomes of different clonal complexes to improve molecular
epidemiology 6 french field strainsAnnual Scientific Meeting One Health European Joint
Programme 2022. Orivettialie.

C Charles, L Michelet, F Vorimore, T Gchard, F Biet, M L BoschiroliNew reference
genomes oMycobacterium bovisadapted to French genotype diversiBongrésM. bovis
2022 Galway, Irlande.

Deuxcommunicatios orales :

C Charles. New Mycobacterium bovieomplete genomes of different clonal complexes to
improve molecular epidemiology studies of French field strai&ES Days 2022. Paris,
France.

C Charles. New Mycobacterium bovieomplete genomes of different clonal complexes to
improve molecular epidemiology studies of French field stradosirnée Scientifique et
'RFWRUDOH G H2M%$dn6Aléort, France.Prix de la meilleure présentation

Une publication

C Charles, C Conde, F Vorimore, L Michelet, F M L Boschiroli. andBiet. 2022.Feature of
tenMycobacterium bovisomplete genomes of 5 different lineagdscroorganisms vol. 11,1
177. 11 Jan. 2023, doi:10.3390/microorganisms11010177

Les récentes avancées dans les technologies de séquencage ont fenélierdr de facon

WUqgV LPSRUWDQWH OD FRPSUpKHQVLRQ GH OYfpSLGpPLRORJ
de transmission entre les bovins et la faune sauvage qui permettent le maintien de la tuberculose
dans certaines régioigtdkhmetova et al., 2021; Duault et al., 2022; R@aater et al., 2018;

R.r et al., 2016)Commecelaa été présenté dans la partie introductive, le WGS a permis
GYDPpOLRUHU FRQVLGPpPUDE OH P HL)&a Gistrbuiv@ deOdéntméesa& \O R J p
M. bovisdans le mondé&impel et al., 2020) /T XWLOLVDWLRQ GX JpQRPH GH Urg
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(Garnier et al.,, 2003HV W D G D S W eHleS soXced(l movhKl€xe clonal Eul, qui sont
largement représentées dans les études de E@GHel et al., 2020) 1pDQPRLQV GIDXV
JpQRPHVY FRPSOHWYV VRQW QpFHVVDLUHV DILQ GYIDYRLU GF
terrain des pays ou le complexe clonal EflthVW SDV PDMRULWDLUH

En effet, commeelaa été décrit précédemment, Eu3 est le complexe clonal majoritaire en
JUDQFH HW HQ ,WDOLH WDQGLYV qulhga( (BahgeiReXal, O (VSLC
2020; Delavenne et al., 2020; Michelet et al., 2020b; Rodri@agzpos et al., 2014, 2012)
/ITREWHQWLRQ GH QRXYHDX[ JpQRPHYV GH UplpUHQFH HVW G
OfpSLGYpP LtBr@iIR(GLirai@ds @d Zimpel, 2020)lls pourraient également permettre

de mieux décrire les clustede M. bovis SUpFpGHPPHQW GpFULWYV HQ SHUF
polymorphismes spécifiggeT XL QH VRQW SDV UHWURXYpV GDQV OfpWX
Un autre génome compléilb3601, a été récemment obtenu en combinant les technologies de
séquencage a lecture courte (lllumina) et a lecture longue (Pg&Bamger et al., 2020 e

nouveau génome est spécifique d'un des génotypes les plus répandusercé€sadernieres

années, SB012CQ0 (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2028ukr et al., 2015) 'étude

de ce génome complet a mis en évidence la présence d'un nombre important de c6pies d'IS

et la présence de plusieurs indels dans son génome.

/I TIDQDO\VH HW OD GHVFULSWLRQ GHV JpQRPHV FRPSOHW!
SHUVLVWDQWY HQ )UDQFH SHUPHWWURQW GRQF GYDPpOL
derniers et petdtredecomprendre des déterminantsldur succes épidémiologigu

/I YREMHFWLI GH FHWWH SUHPLqUH SDUWLH GH UpVXOWDW
nouveaux génomes complets qui représentent les lignédshiwisidentifiées en Francet

qui ont été sélectionséarmi les principaux génotypes responsatke la bTB ces dernieres

années. CesgédPHYVY SHUPHWW U BognaissarfsBéhbr@idiielded/Rbovisj O DL GH

de l'analyse du pagénome et de fournir une meilleure résolution de la phylogénie nécessaire

a l'étude de I'épidémiologie, de la transius et de I'évolution de tagentpathogéne clonal.

4.1.Travaux publiés dans Microorganisms.
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Abstract: Mammalian tuberculosis (TB) is a zoonotic disease mainly due to Mycobacterium bovis
(M. bovig). A current challenge for its eradication is understanding its transmission within multi-
host systems. Improvements in long-read sequencing technologies have made it possible to obtain
complete bacterial genomes that provide a comprehensive view of species-speci ¢ genomic features.
In the context of TB, new genomic references based on complete genomes genetically close to eld
strains are also essential to perform precise eld molecular epidemiological studies. A total of
10 M. bovisstrains representing each genetic lineage identi ed in France and in other countries were
selected for performing complete assembly of their genomes. Pangenome analysis revealed a “closed”
pangenome composed of 3900 core genes and only 96 accessory genes. Whole genomes-based
alignment using progressive Mauve showed remarkable conservation of the genomic synteny except
that the genomes have a variable number of copies of 1IS611Q Characteristic genomic traits of each
lineage were identi ed through the discovery of speci ¢ indels. Altogether, these results provide new
genetic features that improve the description of M. bovislineages. The availability of new complete
representative genomes of M. boviswill be useful to epidemiological studies and better understand
the transmission of this clonal-evolving pathogen.

Keywords: Mycobacterium bovismammalian tuberculosis (TB); complete de novo assembly;
transmission; pangenome

1. Introduction

Mammalian tuberculosis (TB) is a zoonotic disease mainly due to Mycobacterium bovis
(M. bovig). Within M. bovis four major clonal complexes were de ned by the lack of certain
speci ¢ regions, single nucleotide polymorphism (SNP), and genetics signatures in the DR
region [1-4]. These four groups are the European 1 clonal complex (Eul) mainly present
in the British Islands, and the former British empire colonies [ 4], the European 2 clonal
complex (Eu2), dominant in the Iberian Peninsula [ 3], the African 1 clonal complex (Af1)
present in Mali, Cameroon, Nigeria and Chad [ 2], and the African 2 clonal complex (Af2)
mostly found in East Africa [1].

The generalization of genome sequencing in the last years has made it possible to
obtain several thousands of short-reads whole genome sequences ofM. bovis[5-10]. These
data are useful to propose M. bovis classi cation [ 7,10,11], such as that of Zwyer et al.
proposing to classify this species into eight sublineages named Lal.1 to Lal.8 [L1]. The

Microorganisms2023 11, 177. https://doi.org/10.3390/microorganisms11010177
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M. bovis French diversity has been divided into nine clusters (Cluster A to I, cluster D
represents Eul and cluster F represents Eu2), which have been de ned by speci ¢ SNPs,
particular signatures in the DR region and in certain VNTR loci[ 7]. Strains belonging to
cluster A, cluster I, and cluster C provoked the majority of outbreaks detected in France
in the last 20 years [7,12-14]. New complete genomes belonging to these different groups
could help improve the description of M. bovisclusters de ned previously. Indeed, most
sequenced genomes are drafts. These genomes are incomplete and contain indels which
can bias genetic structure studies or pangenomic studies [15]. Genome sequencing using
long-read technologies now makes it possible to correct these errors and complete the
genome at a lower cost [16].

Until recently, only AF2122/97 (NC_002945.4), the complete genome of a Eul eld
strain isolated in the UK, was used as a reference in whole genome SNP (wgSNP) stud-
ies[17,18] Even though this reference genome is well adapted for epidemiological studies
where Eul strains are common [11,19-23), it could be less tted for studies in France and
other mainland European countries where strains belonging to this clonal complex are not
frequent [ 3]. Recently, a new complete genome, Mb3601, has been published 4]. Mb3601
was obtained by combining short-reads (lllumina) and long-read (PacBio) sequencing tech-
nologies. This new genome is speci ¢ to one of the most widespread genotypes in France
in the last years, SB0120-CO 25]. The study of this complete genome has highlighted the
presence of a signi cant number of IS 6110copies and the presence of several indels in its
genome. Its description led to the proposal of a new clonal complex, European 3, to replace
Cluster .

The aim of this work was to obtain new complete genomes that represent M. bovis
lineages identi ed in France selected among the main genotypes responsible for TB in
the last years to re ne our genomic knowledge of M. bovisvia pangenome analysis and to
provide better resolution of the phylogeny needed to study the epidemiology, transmission,
and evolution of this clonal pathogen.

2. Materials and Methods
2.1. Mycobacterium bovis Strains

A total of 10 strains that cover all M. bovislineages identi ed in France and repre-
senting the main genotypes responsible for TB outbreaks were selected from the National
reference laboratory strain collection (Table 1). These strains were grown in Middlebrook
7H9 + ADC enrichment supplement as described previously [7].

2.2. Additional Genomes

To improve pangenomic and SNP studies, 86 genomes representative of the M. bovis
French diversity obtained by Illlumina technology in a previous study [ 7] and 2 complete
genomes (Mb3601 and AF2122/97) were included [18,24].

2.3. DNA Extraction

DNA extraction was performed on 40 mL of stationary phase culture using CTAB
and phenol chloroform [ 7,26,27]. DNA concentration was measured with Qubit 2.0 Flu-
orometer (Thermo Fisher Scienti ¢, Rodano, M, Italy) using the “dsDNA BR Assay” kit
(Thermo Fisher Scienti ¢). For MinlON sequencing, DNA qualities were checked with
Nanodrop and DNA integrity was checked with an Agilent 4200 Tapestation. For lllumina
sequencing, control quality was performed by Genoscreen (Lille, France) by SybrGreen
assay (Thermo sher scienti ¢) and qualitatively controlled by agarose gel electrophoresis.
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Table 1. Information on the 10 M. bovisstrains selected and sequenced in this study.
Name Mb2487 Mb3602 Mb2269 Mb0820 Mb0531 Mb0486 Mb2377 Mb1101 Mb1855 Mb3114
Iﬁjcucnits)frn CP096839 CP096843 CP096840 CP096841 CP096847 CP096848 CP096846 CP096845 CP096844 CP096842
Host species Cattle Deer Cattle Cattle Cattle Cattle Cattle Cattle Cattle Cattle
Spoligotype ID SB0999 SB0134 SB0134 SB0840 SB0826 SB0821 SB0853 SB0120 SB0120 SB0120
MLVA pro le * 64528247 7453104510 65536456 7553825s4 67331025s8 6553112554 36529346 5233103310 53539456 555311354
Cluster F C C A A A G | | |
Alias Eu2 CC SB0134 family SB0134 family F4 family F4 family F4 family F9 family Eu3 CC Eu3 CC Eu3 CC
Lenght (bp) 4,344,516 4,343,218 4,351,057 4,344,564 4,342,977 4,340,629 4,338,946 4,343,846 4,362,894 4,353,147
GC (%) 65.62 65.65 65.64 65.64 65.64 65.65 65.65 65.64 65.64 64.65
CDSs 4012 3999 4014 4006 4005 3991 3986 4014 4034 4015
rRNA 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
tRNA 52 52 52 52 52 52 52 52 52 51
tmRNA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1IS6110Nb 3 1 3 2 4 3 1 truncated 1 12 1
1S1561Nb 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1IS1081Nb 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated 5 + 1 truncated
* MLVA loci ETRA, ETRB, ETRC, ETR D, QUB 11a, QUB 11b, QUB 26, QUB 3232.
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2.4. MinlON Sequencing

Each DNA sample was puri ed with AMPure XP beads (Beckman coulter, Villepinte,
France). Samples were adjusted to 2 gin 50 L with Qubit (dsDNA BR Assay) quanti -
cation and diluted with DNAse, RNAse-free water. The MinlON library was prepared
according to Nanopore's protocol “Native barcoding genomic DNA (with EXP-NBD104,
EXP-NBD114, and SQK-LSK109)” (Version: NBE_9065_v109 revV_14Aug2019). DNA pool
of 324 ng was loaded on an (R9.4.1) ow cell and was sequenced with Oxford Nanopore
MinlON sequencer for 48h (Table S1).

2.5. lllumina Sequencing

Nextera XT sequencing libraries were generated with the “Nextera XT DNA Library
Prep” kit according to the supplier's recommendations, except for the equimolar pool
preparation (GenoScreen optimization). Whole genome paired end 2 150 bases pairs (bp)
sequencing was performed using lllumina MiSeq technology by Genoscreen (Lille, France)
(Table S1). To avoid PCR overrepresented fragments during the library preparation, the
paired-end FASTQ les were ltered, leaving only one pair of replicated short reads.

2.6. Genome Assembly Method

The quality of sequencing reads was evaluated using FastQC (Version 0.11.9) (https:
/lwww.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ (accessed on 10 August 2021)).
Reads were trimmed with Sickle (Version 1.33) (https://github.com/najoshi/sickle (ac-
cessed on 10 August 2021)) using a quality Phred-score of Q20 £8,29] and Nano it (ver-
sion 1.1.0) BQ] with -g 8 and -1 500 options for long-read sequencing. For each genome,
Trycycler [31] subsample was used to perform 12 different read sets from initial long
reads. These data were assembled with Flye (version 2.8.3-b 1695)327], Raven (ver-
sion 1.50) [33], and Unicycler (version v0.4.9b) tools [ 34]. These tools give different as-
semblies, and a consensus assembly was obtained for each strain using Trycycler (ver-
sion v0.5.0) [31]. The consensus assemblies were polished with Medaka (version 1.4.3)
(https://github.com/nanoporetech/medaka (accessed on 10 August 2021)) to create con-
sensus sequences and variant calls from long-read sequences against the previously assem-
bled genome. Assemblies were corrected using short-reads and Pilon (version 1.24) [35].
Pilon was executed until 2 runs returned no corrections when the reference genome and
short-reads were aligned. A circulator (version 1.5.5) [ 36] was used on the genomes to
change the start position to the dnaA gene (with —min_id 70 option) (available at GitHub
https://github.com/CiriacC/Hybrid_bacterial genome_assembly (accessed on 4 Septem-
ber 2022)). Assemblies’ statistics of new complete genomes were calculated using Quast
(version 5.0.2) [37].

2.7. Genome Comparison

IS611Q 1S1081, and 1S1561 insertion sequences were screened on genomes using
Bionumerics (version 7.6.2) software created by Applied Maths NV and available from
http://www.applied-maths.com (accessed on 10 June 2022). Genomes were aligned with
progressiveMauve (version 2.4.0) [38] to determine the genomic structure. The list of indels
was obtained using progressiveMauve for each complete genome in comparison to genome
reference (Mb3601). In this study, we selected indels of at least 10 bp. Genes involved
in these genetic events were inferred in comparison to the reference genome annotation
(Mb3601). A comparison of these genetic events and the already known RDs was performed
according to the Bespiatykh study [39].

2.8. Pangenomic Analysis

Genomic annotation was carried out with the Prokka (version 1.14.6) [ 40] tool using
prodigal [41] and Mb3601 genbank le to predict ORF (open reading frame).
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The pangenomic study was performed with Panaroo (version 1.2.8) [ 42] with —-merge_p-
aralogue and —clean-mode strict options on 12 complete genomes (10 new complete
genomes and 2 reference genomes). Visualization of the pangenome, core genome, and
new genes accumulation curves were computed using the “gene_presence_absence. Rtab”
matrix provided by Panaroo analysis and PanGP software [ 43] with Distance Guide sample
Algorithm, 500 samples size, 100 samples repeat, and 100 ampli cation coef cients. Acces-
sory genes were aligned with the reference genome (Mb3601) using blastn [44] to search for
events that could explain their af liation to the accessory genome.

2.9. Whole Genome SNP Identi cation and Selection

Genome reads were aligned to Mb3601 using BWA mem and samtools [45,46]. Vcf
les were produced using bcftools mpileup and the SNP calling was made with bcftools
call (with —vm option) [ 47]. The product was ltered using vcf Iter and fQUAL >150 f
DP >20 fMQ > 49 options. All SNPs previously detected have been used to list all the
variant positions of the panel. This list was used to make a second calling (using bcftools
mpileup then bcftools call with -m option) only on these positions in order to have the same
information for all strains and facilitate their fusion with bcftools merge. SNP annotation
and effect prediction was performed using SnpEff and Mb3601 reference genome. The
nal steps of variant calling were performed with vc ib vcfsnps, ve ib vcf xup, ve ib
vcfnumalt, and veflter ( f 'NUMALT = 1' option) [ 48]. SNPs supported by less than
ve reads forward and ve reads reverse were Itered. Indel and SNPs with ambiguous
nucleotide present on at least one strain have also been ltered. SNPs present in PE/PPE
family protein and pksl12were also Itered because of the low con dence and the higher
error rate of these regions [48-50].

2.10. Phylogeny Based on SNP

Evolutionary trees were inferred on Mega [ 51] using the maximum likelihood method
(Hasegawa—Kishino—Yano model) based on concatenated and validated SNPs (7023 SNPs
for 98 genomes). The trees were drawn to scale, with branch lengths measured in the
number of substitutions per site. Trees were midpoint rooted. A phylogenetic tree was
visualized using the Interactive Tree of Life [52].

3. Results
3.1. Complete Genomes Features

For each of the 10 genomes, we obtained a complete assembly with 1 circular contig.
Genomic characteristics are consistent with previous reference genomes and show great
stability in genomic characteristics [ 18,24]. The genetic structure of the complete genomes
has high stability (Figure S1). However, some differences are present especially in length
and coding sequences (CDS) number (Table 1). Mb1855 has an addition of 23,948 bp and
48 CDS in comparison to Mb2377.

All genomes have three rRNA and one tmRNA. Almost all genomes have 52 tRNA,
one of them presenting a mutation in position 77 (C ! T) in Mb3114, which has only 51.

Insertion sequence (IS) analyses showed that all genomes have in the same position
one copy of IS1561and six copies of 1S1081, of which one is truncated (Table 1). According
to our previous study [ 53], the number of IS6110is variable depending on the genotype.
With 12 copies, Mb1855, which belongs to the Eu3 clonal complex, presents the highest
1S6110(1355 bp) copy number, which is one of the main reasons for its large genome size. In
Mb0820, in contrast not only to the other two Cluster A genomes Mb0531 and Mb0486 but
also to the rest of the genomes belonging to other clusters, the otherwise ancestral recurrent
copy of IS6110in the DR locus is absent. In Mb2377genome, representing Cluster G, there
is a large deletion in the DR region which encompasses a portion of IS6110including orfA.
Almost all IS 6110except for the truncated copy in Mb2377, have a duplication of 2—4 bp in
their insertion sites generated during IS transposition [54,55].
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Together with the presence of IS6110variable copy numbers, genome size differences
can also be explained by the presence of deletions or insertions (indels).

3.2. Pangenome Analysis and Gene Content Variation

Pangenome analysis on 12 complete genomes (10 described here, plus AF2122/97 and
Mb3601) showed 3996 ortholog clusters and con rmed the high clonality of this species
as regards the high core genome (98%, 3900 core genes) (Figure 1). The analysis showed
78 shell genes and 18 cloud genes (Table S2).

Figure 1. Pan-genomic histogram of 12 complete genomes of M. bovis The gure shows the core and
accessory genes proportion in the genome's panel.

Cloud genes are found in seven genomes that belong to three different clusters (A, C
and I) (Figure 2). Cloud genes of Mb0486 and Mb0531 correspond to PE PPE genes and
one hypothetical protein for Mb0486 (Table S2). The cloud genes of Mb1101, Mb3114, and
Mb3602 are annotated as hypothetical proteins. The cloud genes of Mb1855 and Mb3601
are due to 1S6110insertion in the CDS except for folp found in Mb3601 (Table S2).

Figure 2. The gene distribution of pangenome. Flower plot showing in the center, genes present in
all strains (core-genes), genes present in some strains (shell genes) in the annulus, and strain-speci ¢
genes of the 12M. bovis complete genomes in the petals (cloud genes). Genomes are grouped in
6 previously described clusters [7].
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The low number of accessory (shell and cloud) genes is consistent with the alpha
diversity of 1.11 which highlights a closed pangenome (Figure 3). In addition, a more
detailed examination of accessory genes shows that some of them are present but pseudog-
enized (Table S2). Indeed, 14 accessory genes have been listed due to an 63 10insertion
which interrupts CDS. For example, the rpfD_2 orthologous gene present in Mb3601 is due
to 1IS6110insertion, in rpfD. Fourteen other accessory genes were implied in the putative
PhiRv1 phage protein (RD3) [39]. RD3 is present in the three complete genomes of Cluster
A, Mb3602 (Cluster C), and Mb2377 (Cluster G). Two of the ortholog clusters present in
RD3 are absent in Mb1101 but this genome has the other 12.

Figure 3. Pan-genome pro le calculated with PanGP tool. ( A) The gure shows two gene cluster
accumulation curves for pangenome (blue) and core genome (green). (B) Evolution of new gene
cluster numbers over genome number. The trend line (in orange) de nes the curve equation and the
alpha diversity.

The other 16 accessory genes concern PE and PPE genes. These genes are known to
be highly polymorphic and are often excluded from analyses [ 56]. They were excluded
from our wgSNP study but not from the indel analysis. The region with the most indels
found in our study, located at position 3,890,000 bp in Mb3601 genome, encompasses PE
PGRS genes (pe_pgrs 59, pe_pgrs 54, pe_pgrs 56 and pe_pgrs53). Other regions presenting
numerous indels are CRISPR-Cas (position 3,090,000 bp in Mb3601) or a region including
PPE genes (position 2,165,000 bp in Mb3601). This result shows that the indel distribution
is not random (Table S3).

The comparison of complete genomes against Mb3601 as reference genome shows
72 indels for Mb2487, 56 for Mb1101, 54 for Mb1855, 34 for Mb3114, 74 for Mb0820, 88 for
Mb0531, 83 for Mb0486, 58 for Mb2377, 77 for Mb2269, and 69 for Mb3602 (Table S3).

Some large indels (more than 2 kb) were identified in the complete genomes
(Tables 2 and S3).

3.3. Contribution of the Complete Genome to M. bovis Lineages De nition

Obtaining complete genomes was an opportunity to revisit the population structure
of French M. bovisstrains by looking at the topology of the SNP-based phylogenetic tree
and identifying genetic traits that could complete the new nomenclature covering the
main M. bovis phylogenetic groups [ 11]. 7023 SNPs were found among the 98 genomes
(12 complete and 86 draft genomes) (Table S4). The majority (87.7%) of SNPs were present
in CDS and 12.3% are intergenic. The analysis showed that 31.4% are synonymous variants
and 56.3% are non-synonymous variants. The phylogenetic distribution of SNPs, shown in
Figure 4, discriminated M. bovisgenomes into 10 clusters well resolved by at least 200 SNP.
This population structure is congruent with previous studies [ 7,53]. Indeed, the heatmap
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clearly highlights lineages based on the absolute SNP distance between strains, which
supports a very clear separation between the lineage Lal.2 (clusters G+H+I) and lineage
Lal.8.2 (cluster A+B+C). However, lineages 1.7 or 1.8 are not clearly identi ed in this gure.

Table 2. Details of large indels affecting the genomes.

Nomenclature Length (in bp) Number of Locus Tags Associated Genome
Indel-Mb0531-33 2384 5 Mb0531
Indel-Mb0486-6 3148 4 Mb0486
Indel-Mb0486-11 3634 4 Mb0486
Indel-Mb3602-33 2150 2 Mb3602
Indel-Mb2269-1 2122 4 Mb2269
Indel-Mb2269-24 2368 6 Mb2269
Indel-Mb2487-5 2691 3 Mb2487
Indel-Mb2487-36 2387 6 Mb2487
Indel-Mb2487-50/RDBovis 2409 3 Mb2487
Indel-Mb2377-27 5539 6 Mb2377
Indel-Mb1101-1 2966 2 Mb1101
Indel-Mb1101-8 4384 2 Mb1101
Indel-Mb1101-21 1160 1 Mb1101
Indel-Mb1855-26 1730 1 Mb1855
Indel-Mb1855-29 3058 3 Mb1855

Figure 4. M. bovisisolates separated into clusters. The heatmap illustrates pairwise SNP distance
between genomes belonging to each cluster. Both axes have a maximume-likelihood SNP-based tree
inferred on 98 genomes with leaf colored according to cluster de ned in this study. Trees were
midpoint rooted. The SNP difference key is shown on the right.
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All groups described in this study have speci ¢ SNPs (Figure 5). Some groups have
few speci ¢ SNP such as Cluster C, and Eu3. Other groups have more than 60 speci c
SNPs such as Eu2, Cluster A, or Cluster G.

Figure 5. List of speci ¢ genetic events of the different M. bovisgroups (Table S4). The colors of the
M. bovisgroups are in accordance with the previously described clusters and lineage Hauer et al.
2019 [7].

Indels were also examined on the 98 genomes and the specificity of an indel for an
M. bovisgroup was determined when it was identified in all genomes of this  group (Figure 5).

3.3.1. Cluster A/F4 Family

Three complete genomes were obtained for Cluster A: Mb0486, Mb0820, and Mb0531.
This cluster is described by 66 speci ¢ SNPs and 8 speci c indels (Table S4). In comparison
to Mb3601, the deletions involve metk(MBS3601_RS07300) and keuA (MBS3601_RS19090)
partial deletion. However, leuAwas also partially deleted in the different and larger indel of
Mb2487 (cluster F). Two recurrent IS6110insertions sites were found in the three complete
genomes. Other genomic characteristics of this cluster are the absence of spacer 33 in the
DR region, RD3, and the truncated repetition of QUB26.

3.3.2. Cluster C/SB0134 Family

This cluster is composed of two subgroups and is described by few SNP and only one
deletion of 514 bp (Figures 4 and 5). This group does not present spacers 4 and 5 in their
spoligotypes. Mb3602 and Mb2269 are present in each of these subgroups.

3.3.3. Cluster F/Eu2

Mb2487 is representative of this clonal complex, which is de ned by 77 SNPs, including
that in guaA described originally [3] and a lack of spacer 21 in their spoligotypes.

3.3.4. Lineages 1.7 and 1.8

A deletion of 2409 bp (Indel-Mb0486-49, Indel-Mb0531-56, Indel-Mb0820-44, Indel-
Mb3602-44, Indel-Mb2269-47, and Indel-Mb2487-50) which corresponds to RDBovis B9 is
common to genomes of cluster A, C, and F and allow to de ne the lineage Lal.7 +Lal.8
This lineage is also de ned by 108 SNPs and an insertion of more than 2000 bp (Indel-
Mb2487-64, Indel-Mb2269-63, Indel-Mb3602-58, Indel-Mb0820-65, Indel-Mb0531-76, and
Indel-Mb0486-49). However, the insertion present in Mb2487 is the largest compared to
those in the other complete genomes. This region contains PPE genes. These two indels
are also present in AF2122/97, as shown in a previous study comparing this genome
to Mb3601.
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3.3.5. Cluster G/F9 Family

Mb2377 is representative of cluster G, which is de ned by 83 SNPs. As mentioned
before, this cluster is characterized by the truncated 1S6110in the DR region and the lack of
spacer 1 to 17. These specific genetic characteristics are due to a large indellidel-Mb2377-27).

3.3.6. Cluster I/Eu3

In addition to Mb3601, three complete genomes were obtained for this cluster, which is
the most represented among the strains studied in France [12,14]. The Eu3 clonal complex is
only de ned by two SNPs. Indeed, Mb1101 is close to BCG vaccine strains and is separated
from other Eu3 strains (Figure 6).

Figure 6. Phylogenetic tree of 98 M. bovisgenomes. The two previous reference genomes (Mb3601
and AF2122/97) are marked in blue. The 10 new complete genomes are indicated in red. The
phylogenetic tree is based on 7023 whole genome SNPs. The strains are grouped according to the
previous classi cation Hauer et al. 2019, Zwyer et al. 2021 and Guimares et al. 2020 [7,11,16]. The
colors of the M. bovisgroups are in accordance with the previously described clusters and lineages
Hauer et al. 2019, Zimpel et al. 2020 and Zwyer et al. 2021 [7,10,11].

We propose to de ne Cluster 11 which corresponds to Cluster | strains by removing
vaccine strains and Mb1101. Mb3114, Mb3601, and Mb1855 are present in this cluster,
which is de ned by 53 SNPs and 3 indels. One of these indels, a deletion of 622 bp, includes
VapB46(Tables S3 and S4).
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4, Discussion

Using lllumina and MinlON sequencing technologies, 10 complete genomes of M. bovis
were obtained and represented—with AF2122/97 and Mb3601—the main M. bovisclusters
described previously [ 7]. Our analysis showed highly similar genomic features and a
conserved synteny within these new 10 complete genomes. Pangenome established with
the ten complete genomes and the two other available complete genomes [18,24] con rmed
a closed pangenome with a core gene representing 98% of total genes in agreement with
previous studies [4,15,57]. However, a recent study using the “Get-homologues pipeline”
and draft genomes showed an open pangenome and a larger accessory genome in compari-
son to our study [ 58,59]. This difference can be explained by the short-read sequences data,
which lead to the increase of the accessory genome [L5]. To overcome this problem, Panaroo
can be used to clean up annotation errors due to fragmented assemblies or misassem-
bly [42]. Indeed, Panaroo produces superior ortholog clusters, which induce a reduction in
the accessory genome estimate size and an increase in the core genome. The pangenomic
analysis of 12 complete genomes highlighted an alpha diversity of 1.11 consistent with a
closed pangenome [60]. In addition, the presence or absence of certain ortholog clusters in
genomes is due to gene pseudogenization. Our analysis showed that the size of the core
genome decreases more rapidly than the increase in the pangenome size corroborating
that evolution of the MTBC complex members genomes, as recently demonstrated for
M. bovis[61], occurs by gene loss or pseudogenized instead of gene gain. This event could
explain the pathogen's host specialization as shown in M. tuberculosig62,63].

Among genomic features, we observed variations in genomes size between the 10 com-
plete genomes. This observation was explained by a variable number of copies of IS6110
according to the genomes and the indel content. Indeed, the 12 copies of I55110in Mb1855
represent an addition of 14,905 bp in comparison to genomes with only one copy of IS 6110
The complete genomes allowed us to con rm the presence of multiple copies of IS 6110in
certain M. bovisgenotypes according to our previous study [ 24,53]. The transposition of
this genetic element can play an important role in bacterial evolution by interrupting or
leading to the overexpression of genes [53,64-66]. Indeed, some genetic changes such as
gene deletion or gene pseudogenization that could affect the core genome, can be attributed
to 1S611Q Multiple examples are present in literature and show the deletion of some genes
like casgenes in the CRISPR-Cas locus [65]. In our study, one of these examples is present
in Cluster G strains with the absence of Casgenes and the rst 17 spoligotype spacers.
However, except for this example, all IS 6110have a duplication of 2—4 bp in their insertion
sites which in the nine other complete genomes shows the absence of IS recombination
events between two 1S6110

Indels can also explain length differences among genomes. Some large deletions are
identi ed in this study as Indel-Mb2377-27 of 5539 bp in Mb2377, Indel-Mb2487-64 of 5166
bp in Mb2487, RDBovis of 2409 bp present in genomes of Lal.7 and Lal.8 or RD3 of 9253 bp
presentin Cluster A and several other genomes [39]. This last indel corresponds to prophage
phiRv1 which seems to have a role in host hypoxia [ 61,67,68]. However, Mb1101 has a
speci c deletion pattern in this region that involves two ortholog clusters instead of 14 in
RD3. In addition, our results showed that indel positions are not random. Many indels are
present in the CRISPR-Cas region p5] but the most polymorphic region is that containing
PE and PPE genes. This high frequency of deletions and insertions in these regions is in
agreement with the previous M. boviscomplete genome publication [ 24]. Further studies
on these indels are needed to better understand their role in bacterial evolution.

In this study, the selected M. bovisstrains to obtain complete genomes, represent the
main genotypes responsible for TB outbreaks in France and are also representative of
M. bovisgenotypes found in other countries. Indeed, Mb2487 belongs to the lineage 1.7.1,
formerly described as Eu2 clonal complex [3,8,11]. Four complete genomes belong to
lineage La 1.2, 3 of which belong to the Eu3 clonal group (in addition to Mb3601). Mb1855
is representative of highly prevalent strains in France with several copies of IS 6110 Mb3114
is representative of a common genotype in Italy with only one copy of IS 6110[69]. Five
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genomes belong to lineage 1.8.2. This lineage had previously been separated in the Hauer
study into Cluster A, B, and C [ 7]. Harmonization of the nomenclature used to describe
M. bovislineages may facilitate comparisons of WGS studies. Speci c indels and SNPs
were described for complete genomes or M. bovislineages. Some of these genetic events
such asguaA and other 68 SNPs speci c to the Eu2 strains [10], already described in the
literature, were con rmed in this study. Nevertheless, the number of speci ¢ SNPs found
for the previously described clusters was larger than what was found in a recent study [ 11].
These differences can be explained by the smaller number of strains used in our study. This
result shows the importance of using a panel of strains as exhaustive as possible to describe
speci ¢ events of the M. bovislineage. Some indels were found to be speci c to M. bovis
lineages, others appear to be speci ¢ to certain genomes. They will need to be investigated
in larger panels of strains to determine if they are the signature of groups or subgroups
of M. bovis

TB cattle outbreaks in France are present in speci ¢ regions where M. boviscirculates
in wild and domestic communities of hosts [ 13,25] where the transmission links between
infected animals remain dif cult to establish as M. bovisstrains share spoligotype and a
multilocus variable number of tandem repeats analysis (MLVA) identical proles[ 70-72).
WGS-SNP can be used to re ne these studies but requires adapted reference genomes to
the eld strains. Mb3601 and other representative complete genomes could be used to
improve epidemiological studies for the surveillance of TB and contact tracing between
infected animals [ 16]. The new complete genomes described in this study are closer to eld
strains than AF2122/97, the genome used as a reference until now, which will allow better
epidemiological surveillance of the disease based on WGS data.

5. Conclusions

Ten new M. boviscomplete genomes were obtained in this study. These new complete
genomes cover theM. bovisFrench diversity but are also representative of M. bovislineages
present in other countries. These genomes allow us to better describe M. bovislineages. A
comparison of these complete genomes con rmed that the global genome organization of
M. bovisis very stable and shows a closed pangenome. The search for indels and SNPs made
it possible to specify certain genomic traits and the absence of certain genes characterizing
each cluster described in this article.

These complete genomes, adapted toM. bovisclusters, will be useful to better under-
stand TB transmission dynamics in multi-host systems and therefore to implement more
effective control measures.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
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nomic study performed on 12 M. boviscomplete genomes. The table indicates the genes accessory.
“1” shows the presence of CDS and “0” his absence. Table S3: Indels between the ten new complete
genomes and Mb3601 using progressiveMauve. Table S4: WgSNP analysis performed on 98M. bovis
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Une précédente étude a montré une forte régionalisation de la bTB en France causée par des
génotypes deM. bovisdans différentes régions endémiq(idater et al., 2019)Au total, 80 %

des foyers de tuberculose en France au cours des dernieres années sont dus a 3 génotypes
majeurs deéM. bovis(Delavenne et al., 2020)e génotype SB012DHV (SB012GVNTR 5 3

53945 6) trouvé dans les départements de la Dordogne et de lafitaurte (région Nouvelle

Aquitaine) ; génotype SB01200 (SB0126VNTR 554 3 11 4 5 6) trouvé dans lgpdéement

de la Céted'Or (région Bourgogne) ; génotypes de la famille Cluster A/ FamiligHBder et

al., 2019) notamment en raison des génotypes SB0821/FO07 et SB0832/F015 dans le
département des Pyrénées Atlantigues (région Nouvelle Aquitaine) et raatyme
SB0840/F001 en Corse.

La persistance de ces principaux génotypes pourrait étre due a la capacité des souches a
s'adapter a l'environnement. En effet, ces souches semblent se maintenir et s'étendre
géographiquement malgré la mise en place de medaresntréle adaptées a chaque contexte
(Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., @0Plauer et al., 2015)

'DQV OD SDUWLH SUpFpGHQWH LO D p@dpopoRvaiwargr ché¢H OH QI
M.bovis &HWWH VpTXHQFH SHXW MRXHU XQ U{OH GDQV OD S
mycobactériesuberculeuses. En plus des évenements de transposition et de recombinaison
entre deux 16110 (GonzaleAsensio et al., 2018; Mendiola et al., 1992¢tte séquence

contient également un promoteur constitutif fort qui dans certaines positions particuliéres peut
HQWUDLQHU OD VIXQWH SYUMMX\OLRQ DYRQ G HBeggs#t@ll, RM0@Q FH G L
Safi et al., 2004; Sampson et 2003; Soto etal., 2004)3 DU HI[HPSOH OJTBRVYHUWLRC
en amont du génghoPde la souche B dil. bovisa provoqué une surexpression de ce géne

TXL D UHQGX OD EDFWpULH SOXV WUDQVPLVVLEOH SRXU O
tuberalose humaine en Espagf@onzaleAsensio et al., 2018; Lee et al., 2008; Sotalgt

2004; Zheng et al., 2008)

Il a été montré précédemment pour Mb1855, qui est représentatif du génotype -BB04,20

XQH SUpVHQFH G#&1L10 Ce ReSultat ¥st@pfpugé par la présence de 11 copies dans

le génome de référence de Mb3601 gyi&/ pJDOHPHQW hperstypeveés@révalaml | G T X
SB0120&2 ,0 HVW LPSRUWDQW GH PLHX[ FRQQDLWUH OfLPSDEF
génome de ces pathogénes pour évaluer sicepaurraient apporter, tout comme dans les
souches Beijingl7 copies) d&. tuberculosisdeschangements phénotypiques leur conférant

un succes épidémiologique.
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/IHV REMHFWLIV GH FHWWH SDUWLH VRQW GRQF GDQV XQ Sl
de WGS l'abondance de copies130et leur distribution chromosomique dans 80 souches
représentatives de la diversité des génotypes francdit blevis Dans un deuxiéme temps,

nous nous intéresserons a la stabilité de la séque@t&d8t sonorthologie dans des panels

de souches degénotypes les plus prévalents en France évoluant dans des systérastesulti

5.1 Travaux publiés dans Frontiers in Microbioloqy:
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1S6110 is an insertion sequence found in theMycobacterium tuberculosiscomplex, to
which Mycobacterium bovis belongs, which can play a role in genome plasticity and
in bacterial evolution. In this study, the abundance and location of 8210 on M. bovis
genomic data of French animal eld strains were studied. A rst analysis was performed
on a panel of 81 strains that re ect the nationalM. bovis population's genetic diversity.
The results show that more than one-third of them are 16110 multicopy and that 10%
have 15110 in a high copy number (more than 6 copies). Multicopy strains are those
circulating in the regions where prevalence was above the national average. Further
study of 93 such strains, with an 1$110 copy number of 10-12, showed stability
of 1S6110 copy number and genome location over time and between host species.
The correlation betweenM. bovis multicopy strains and high bovine tuberculosis (bTB)
prevalence leads us to consider whether their epidemiological success could be partly
due to genetic changes originated by 18110 transposition.

Keywords: Mycobacterium bovis , bovine tuberculosis (bTB), insertion sequence (IS), IS 6110, France

INTRODUCTION

IS6110is a specic insertion sequence of thdycobacterium tuberculossomplex (MTBC)
historically used for genotyping techniques, mainly restriction fragment length polymorphism
(RFLP) 1$11Q the former gold standard to identify epidemiologically linked isolates of the MTBC
species (van Soolingen et al., 1994). Easier and more discriminatory methods such as spoligotyping,
mycobacterial interspersed repetitive unit-variable number tandem repeat (MIRU-VNTR), and
more recently, whole-genome single nucleotide polymorphism (wgSNP) have been developed
(Kamerbeek et al., 1997; Supply et al., 2006; Comas et al., 2009; Driscoll, 2009; Hauer et al., 2019).
IS6110is of particular interest due to its role in genome plasticity and bacterial evolution. In fact,
this insertion sequence can promote gene inactivation and structural variation (insertion, inversion,
or deletion) and can act as a mobile promoter (Soto et al., 2004; Alonso et al., 2013). As an example,
the insertion of I$110in the phoPpromoter has been described as the cause of gene upregulation
and virulence increase of tidycobacterium bovidM. bovig B strain, which caused severe human
multidrug resistant tuberculosis outbreaks in Spain (Samper et al., 1997; Soto et al., 2004). In
addition, the correlation between the high amount 0613.0in M. tuberculosi8eijing lineage and
its increased virulence, antibiotic resistance, and the ability of these strains to better adapt to the
environment have been described (Kremer et al., 2004; McEvoy et al., 2007; Merker etal., 2013). The

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 1
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number of I$110copies varies among MTBC members: strainstudy Supplementary Figure land Supplementary Table )
belonging to theM. tuberculosiBeijing lineage have the most(Hauer et al., 2019). DNA from bacterial clones was extracted
important number of 1$110copies (15 on average), whild. using the phenol-chloroform method detailed in a previous
bovisstrains present only one or few copies 06130(Gonzalo- study and sequenced with Illumina HiSeq technology [paired-
Asensio et al., 2018). Nonetheless, the recent publication obad (2 100 bp)] (Hauer et al., 2019). The second panel
new complete genome sequence of a French eld stidirgovis (panel 2) constituted 92 SB0120-CO strains that have been
Mb3601, showed that this particular strain possess Bll18 selected from another study (Michelet et al., 2018). Bacterial
copies (Branger et al., 2020). This strain, which belongs to ttieermolysates without any further puri cation steps were used
European 3 (Eu3) complex clonal, is found in an endemic bovires DNA sources. DNA sequencing was carried out with lllumina
tuberculosis (bTB) region (Cote d'Or in Burgundy, Central-EadtliSeq technology [paired-end (2 250 bp)] (Michelet et al.,
France) and belongs to one of the most abundant genotypes4A18). These strains, isolated from the bTB endemic region in
France in the last years (Hauer et al., 2015). Cote d'Or (Central East France), were obtained from di erent
Bovine tuberculosis is an old worldwide chronic zoonoti@nimal hosts in the framework of the French bTB control
disease due t¥. bovis The main maintenance host specied/bf campaign between 2009 and 20&tpplementary Figure land
bovisis domestic cattle but this bacterium can circulate in multiSupplementary Table L
host systems that include not only domestic but also wild animals The short-read quality was evaluated using FastQC (version
and their environment, therefore, explaining the persistence 6f11.9 with default parameters), and reads were trimmed with
the pathogen in some areas (Réveillaud et al., 2018). Fragieklé (version 1.33 with default parameters) using a quality
obtained the o cially bTB free (OTF) status in 2001 (Benet et alphred-score of Q20 (Xia et al., 2016; Wingett and Andrews,
2006). However, this OTF status is threatened by a steady ri¥&18). The SPAdes (version 3.15.2 with careful option) tool
of bTB cattle outbreaks over the past 15 years, partly due w@as used to assemble short reads (Bankevich et al., 2012),
more e cient surveillance in cattle and also due to the presencand Prokka (version 1.14.6 with default parameters) was
of wildlife infection which contributes to the persistence of thaised on the genomes' assemblies (Seemann, 2014) to check
disease at regional levels. the absence of contamination of the short-read sequencing.
A previous study shows a strong regionalization of bTB istrains of panel 2 with more than 3 rRNA or with a size
France caused by speciM. bovisgenotypes in di erent endemic between 4,200,000 and 4,600,000 base pairs were considered for
regions (Hauer et al., 2015). Totally, 80% of bTB outbreaks farther analyses.
France in the last years are due to 3 mdjbr bovisgenotypes
(Delavenne et al., 2021): SB0120-DHV genotype (SBOlZO-VNiﬂﬁy|OgenetiC Analysis

5353945 6) found in Dordogne and Haute-Viennesingle nucleotide polymorphisms were obtained using the
departments (Nouvelle Aquitaine region); SB0120-CO genotyg§onumerics software, version 7.6 (AppliedMath, Belgium).
(SB0120-VNTR 554311 45 6) found in Cote d'Or departmenjjenti ed SNPs were selected according to strict criteria of
(Burgundy region); Cluster A/F4 family genotypes (Hauer et afpe \wgSNP module as follows: they had to be present on
2019), especially due to SB0821/F007 and SB0832/FO15 genolypggast ve reads in both forward and reverse directions,
in the Atlantic Pyrenees depa_rtment_(NouveIIe Aquitaine region)yelve base pairs had to separate them, they were not present
and SB0840/F001 genotype in Corsica. in repetitive regions of the genome, and ambiguous SNPs
The persstenge of these main genotypes could be due to t[lag least one unreliable (N) base, ambiguous (non-ATCG)
ability of the strains to adapt to the environment. In fact, thesg,ge or gap] were not included. The evolutionary trees were
strains seem to be maintained and expand geographically despi{ered on Mega (Kumar et al., 2016) using the maximum
the implementation of control measures adapted to each cont§ila|ihood method (Hasegawa—Kishino—Yano model) based on
(Boschiroli etal., 2015; Hauer etal., 2015; Delavenne etal., 20gghcatenated and validated SNPs (panel 1, 8,981 SNPs for 81
The objectives of this study were (i) to establish using Genomes; panel 2, 124 SNPs for 93 genomes). The trees were

whole-genome sequencing (WGS) approach the abundancepyn to scale, with branch lengths measured in the number of
IS6110copy and their chromosomal distribution in 80 strainsgpstitutions per site.

representative of Frenchl. bovisgenotypes diversity and (ii)
to evaluate the level of the 8%10sequence stability and their . . .
orthology in a panel of 92 sympatric strains of SBOlZO-CbS6110 Distribution AnaIySIS

genotype evolving in a multi-host system. ISMapper (version 2.0.1) pipeline (Hawkey et al., 2015) was

carried out in this study for 16110identi cation on genome
short-read sequences using Mb3601 reference genome (Branger

MATERIALS AND METHODS et al., 2020). The employed script is available on GitAH{m
achieve 100% detection with high con dence, average genome-

Genomes of Mycobacterium bovis wide read depths ok 75 were excluded for panel 2 strains

French Strains (Hawkey et al., 2015). Only 93 genomes (with Mb3601 reference

The rst panel (panel 1) constituted genomes of BD bovis
strains isolated from French bovine tuberculosis outbreaksttps://github.com/najoshi/sickle
between 1983 and 2011 which were selected from a previdtsps:/github.com/jhawkey/IS_mapper
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strains) out of the initial 147 passed the quality selectioA/F4 family and a high copy number of 11-13 copies for SB0120-
described in this and the previous section. DHV and SB0120-CO.

For uncertain I$110presence and/or localization (37 and 9 In the 81 strains of panel 1, 58 insertion sites
uncertain insertion sites in panel 1 and panel 2, respectively) dnave been identied (insertion sites 1 to 58 related to
to low read depth in the IS insertion site,@$10presence was position on the genome Mb3601) and are summarized in
manually checked with Integrative Genomics Viewer (Robinsa8upplementary Table 2 Almost 50% of these insertion sites

etal., 2011) using the bam le generated by ISMapper. (28/58) are only observed in a unique strain. Almost all these
strains possess an@sl0insertion in the Direct Repeat (DR)
Orthology Analysis locus (position 43). However, this insertion is absent in two

Genomic positions were deduced through ISMapper analysfsluster A/F4 family strains: D5, with an SB0840 spoligotype
Surrounding genes (other than 6%1Q of these insertion and D12 with a SB0928 spoligotype. Strain D12 has 118

sites were identi ed based on Mb3601 reference to determiffgsertion in position 42, also observed in strain D3 which is
orthologous genomic sites of the IS. Insertion sites present in tR8Ylogenetically close to strain D12. In addition to the number

same coding sequence (CDS) are grouped in a common |ocus_0f COpieS, which seems to be related to certain strain groups, the
localization of these insertions also seems to be conserved. For

1S6110 Site Gene Ontology Enrichment instance, Cluster A/F4 family strains have 3 commo 180
Analysis insertion sites (insertion sites 1, 33, and 43). Eight of these

) insertion sites are shared between sevitabovisgroups. For
Gene ontology (GO) analysis Wa§ performed o_n the UpStre""(@(a’tmple, insertion site 33 is common between Cluster A/F4
and downstream genes of@$10using their protein sequence.fau,nin (10 strains) and SB0120-CO genotype (2 strains), and

Functional annotation was performed using eggnog 5.0 (Huertﬁisertion sites 19 and 50 are both shared by 7 strains of three
Cepas et al.,, 2019). Specic colors were applied to t erent clonal groups

?ene_ acclording t(_) their Cluster of Orthologous Gene (COG SB0120-DHV genotype strains (strains H2 and C10) and
unctional categories. the SB0120-CO genotype (strains C12 and Mb3601) strains

have each 10 B10conserved insertion sites, but only two
of them (insertion sites 43 and 50) are common to the four

RESULTS strains. Strain A5, phylogenetically closely to SB0120-DHV, has
. . also these ten E10insertion sites but also shares a common

|86:_|-10 Abunda_nce In Mycobacterium insertion site (insertion site 19) with strains belonging to the

bovis French Diversity monophyletic clade of I&L10high multicopy strains (SB0120-

Among the 81M. bovisstrains representing the French genotypicCO, F1, and B9 strains).

diversity of panel 1, 65% (53/81) have only on&1$80copy,

25% (20/81) are KBL10low copy number (2-5 16110copies), Longitudinal Study of IS 6110 in
9 i i . .

and 10% (8/81) present a high copy number with more tha%ympatrlc Strains

six copies Figure 1 and Supplementary Table 1 (Fomukong

et al., 1998; Gonzalo-Asensio et al., 2018). Among the di ere;ln—f) further study the 18110high copy number phenomenon

clusters described by Hauer and collaborators (Hauer et al., 2018) M- bovisstrains, 18110sites were searched in a panel of

strains of Cluster C (SB0134) and those of the European 1 cIoHélI"“COpy strains of the SB0120-CO genotype. The studied panel,

complex (Smith et al., 2011) are mostly single copies, exc@&ge]! 2, |sfcomg_osed of stral_ns |soIaTed t())vgr aMpelnod of|6 years
for one strain in each cluster with two and three copies (B nd from four di erent species [cattle, badgeM¢les melgs

and D6, respectively). F9 family/cluster G strains are @LID wild boar (Sus scroja and fox Yulpes vulpgs SB0120-CO

single copies. The 8810copy number seems to be correlatedsnzigS pcl)ssess betwek()aln 10 ﬁnd ;Blﬂi@lcopigs Eigure 2b|
with the phylogenetic group (cluster or subcluster). All strain&" L_Jpp.e_mefntary Ta ? ;3hT ese '?Se”('jof‘ S'tﬁs are stable
in Cluster A/F4 family group are EE&L.10multicopy with three over time; in fact, ten of them are found in all SB0120-CO

common insertions, which are present in most of the strain§tralns of panel 1 and panel Figures 1 2). Furthermore,

belonging to this cluster (8/10). Among the 14 strains that belongo+10genomic positions are also conserved independently of

to the European 2 (Eu2) clonal complex (Rodriguez—Camch e animal species_ from _v_vhich the strains were isolated. E_ight
et al., 2012), 43% of them (6/14), which are localized on tvher 15110genomic positions exist but are unique to a speci ¢
speci ¢ branches of the phylogenetic tree, possess more than c?‘rllré’“,n' One of them is presept n 3 very close. $BOlZp-CO_ strains.
1S6110copy (3-5 copies). Notably, 31% of Eu3 clonal COmm&e&des, SBQlZO-CO strains with an addltlonal' insertion are
strains (9/29), including the Mb3601, areblBL0multicopy. This pre_sent on di erer_1t branches (.)f the tree. These msertl_ons are
group includes the strain with the highestdSL0copy number, neither recurrent in our s_amphng nor conserved over time or
i.e., 16 copies, strain A5. Interestingly, these high copy numb%?”elated to host adaptation.

strains (7—16 copies) are all present in a speci c monophyletic

clade (8/8). Strains that have caused the majority of outbrealsenetic Impact of the IS 6110 Insertions

in France in the last 10 years belong to strain groups, which afée analysis of I&L10genomic positions in thé. bovisFrench
multicopy, with a low copy number of 2-5 copies for Clustediversity (panel 1) revealed 58 insertion loci and shows that

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 3 June 2022 | Volume 13 | Article 891902



Charles et al. 1S6110 in French M.bovis Strains

FIGURE 1 | 1S6110 occurrence in Mycobacterium bovis French genetic diversity. Heatmap showing the presence and genomic position of 8310 in 81 genomes
(80 genomes ofMycobacterium bovisrepresenting French diversity and Mb3601 reference strains). The tree is based on 8,981 whole-genome single nucleotide
polymorphism. The strains are grouped in 7 clusters that have been previously de ned (Hauer et al., 2019).

62% of them are intragenic (36/58ppplementary Table 2 SB0120-CO, SB0120-DHV, and Cluster A/F4 family, show
Of the 36 intragenic insertions, 7 are present in Mb3601, argenes associated with 10 gene ontology pathways. Most genes
their identities are con rmed with blast alignment on AF2122/9%nterrupted by 1$110in Cluster A/F4 family and SB0120-CO
reference genome (data not shown). However, the proportion sfrains have unknown, and “Replication, recombination and
intragenic I$110sites is di erent in several groups according torepair” functions but also “Coenzyme transport and metabolism,’
di erent 1IS6110copy numbers. “Defense mechanisms,” “Energy production and conversion,” and
A schematic representation of insertion sitesCell wall/membrane/envelope biogenesis” function in SB0120-
(Supplementary Table % shows that some E10insertion CO. These functions are not found in SB0120-DHV, where genes
sites can be localized in di erent positions and orientations imnvolved in “Cell motility” and “Transcription” functions are
the same insertion region such as in the Clustered Regulathose presenting the most interruptions. These insertion sites
Interspaced Short Palindromic Repeats CRISPR-associaitedpeci ¢ genes can be conserved in the savheboviscluster
(CRISPR-Cas) region, near the MBS3601_RS09105 locus or e@h agpfD, moeY,and caslfor SB0120-CO, MB3601_RS02050
the MBS3601_RS05055 locus. (hyaluronidase/chondrosulfatase) for Cluster A/F4 family, or
The intragenic insertions are mostly found in Cluster A/IFAMBS3601_RS11780ysRfamily transcriptional regulator) and
family, Cluster F/Eu2 clonal complex, and Cluster I/Eu3 clonaiBS3601_RS16315 (PPE family protein) for SB0120-DHV.
complex strains which can be explained by the presence of sev&aine other genes can be interrupted in sevevhl bovis
copies of 18110in these groups Supplementary Table 2 clusters such asadD (12 strains from 2 dierent clusters)
Analyses of the genes interrupted by6130in the 3 most or plcD (7 strains from 3 di erent clusters). However, further
representative FrenciM. bovistypes de ned previously, i.e., study on these insertion sites shows the di erence in genomic
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FIGURE 2 |1S6110 in M. bovis SB0120-CO over time and between different host species. Heatmap showing the presence or absence of6$10 in 93 sympatric
SB0120-CO genomes. Black spots show the presence of 18110 in a speci c site. Nucleotide positions of each I1$110 site are described in
Supplementary Table 3 . The tree is based on 124 whole-genome single nucleotide polymorphism.

position and/or in IS orientation amongM. bovis clusters DISCUSSION
(Supplementary Tables 2,4

Atotal of 13 GO pathways present in upstream or downstreaycobacterium bovisstrains are commonly considered as
of 1IS6110insertion loci in SB0120-CO, SB0120-DHYV, and Clustguossessing one or few copies 06130(Gonzalo-Asensio et al.,
A/F4 family could be highlightedHigure 3). Most of these genes 2018), and only few strains were described & 1®multicopy
are associated with an unknown function GO category. Thgoto et al., 2004; Allix et al., 2006; Gonzalo-Asensio et al.,
“Replication, recombination and repair” GO category is the mosi018; Branger et al., 2020). However, our study focusing on
frequently represented category with a determined function iRrench M. bovisdiversity shows that more than one-third of
the three groups, with 38% (31/81) in Cluster A/F4 family, 26%ur samples are multicopy. Speci cally, strains of Cluster A/F4
(12/46) in SB0120-CO, and 14% (8/58) SB0120-DHV. family, SB0120-CO and SB0120-DHV genotypes, which are
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FIGURE 3 | Gene-environment of 1$110 sites inM. bovis French diversity. Gene Ontology (GO) of coding sequences (CDSs) nea614.0 sites in 3M. bovis groups
(SB0120-DHV in green, SB0120-CO in black, and Cluster A/F4 family in pink).

those circulating in the most bTB prevalent regions in the pashe copy number nor in I8110insertion site, independently
10 years (Delavenne et al., 2021), arell® multicopy. This of the dierent animal hosts from which the strains were
observation leads us to consider whethe81$0transposition isolated from. This high stability over time and independently
could be partly responsible for their epidemiological success, the aected animal species demonstrates that bovis
although other explanations could support this success, notaldirains do not seem to evolveia 1S6110 transposition for
the drop in strain diversity (Boschiroli et al., 2015; Hauespecic host adaptation as suggested by Gonzalo-Asensio
et al.,, 2015; Delavenne et al., 2021) and the associatedal. (2018). Both this stability and independence of the
bottleneck following the establishment of control programsanimal host were also con rmed in 8810multicopy SB0120-
Moreover, other genetic events can also contribute to tHeHV and Cluster A/F4 family strains of SB0821 and SB0832
success of these strains (indel, SNP). Further analyses speligotypes, and also in SB0134 single-copy strains infecting
needed to combine SNP and deletion events as well kL[5 livestock and wildlife in several regions in France (data not
transposition events. shown). Furthermore, the stability of the 3 common6I9.0
Strains with the highest E10 copy numbers belong sites in Cluster A/F4 family strains suggests the evolution
to the Eu3 clonal complex and in particular to a speci cof these strains from a common ancestor. However, if the
monophyletic clade in the phylogenetic tree to which th@enotypes SB0120-CO and SB0120-DHV have each 10 conserved
two monophyletic types SB0120-CO and SB0120-DHV belorigsertion sites, only 2 are common between the two types. As
In silico results describing the presence 06130high copy expected, one of them is present in the DR locus (insertion
number strains in the same monophyletic clade are sustaindd). The second one (insertion 50) is present in aglB)
by the description of the 11 810 copies in the Mb3601 Preferential Locus (ipl) region which is described to be a
complete genome (Branger et al., 2020) and that of strain Rbtspot of 1$110 (Fang and Forbes, 1997; Roychowdhury
(7 1B5110copies). F1 is characterized by spoligotype SB0O162 al., 2015). In fact, this insertion is also present in
(Supplementary Table } and found not only in France but strains of the other groups such as Cluster A/F4 family and
also in Belgium and previously described by61%0 RFLP Eu2 clonal complex.
analysis as presenting 8—11 copies, which is close to our resultAs expected, almost all strains in our panel (79 out of
(Allix et al., 2006). 81) have the 16110 in the DR locus. This insertion site
According to the results on SB0120-CO sympatric strainss common to most MTBC species and is de ned as the
IS6110copy number and insertion site seem to be stable ovancestral insertion of a common ancestor (Hermans et al., 1990;
time among this type of strain, with an average of 10 copid3ale, 1995; Philipp et al., 1996; Thorne et al., 2011; Gonzalo-
and recurrence in their genomic positions. Furthermore, d&sensio et al., 2018). MTBC that lacks the DR61S0 has
speci c host adaptation through BE10linked changes does previously been described (Refrégier et al., 2020) and may be
not seem to have taken place as suggested for highly epideexplained by recombination events between twé1lBand IS
M. tuberculosistrains (Beijing lineage) (Gonzalo-Asensio et altranspositions (Gonzalo-Asensio et al., 2018; Shitikov et al., 2019;
2018), given that no strain variability is observed, neither oRefrégier et al., 2020).
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The specic insertion in several genes such raeeY in isolated, other authors suggested that PLCs could play a less
SB0120-CO strains gadD in Cluster A/F4 family and SB0120- important role in bacterial virulence (Le Chevalier et al., 2015).
DHV strains shows that their expression is not essential fddowever, genes such pkD and rpfD have homologous genes,
bacterial virulence and transmission given that these genotypasd their inactivation could be overcome by other homolog genes

are prevalent in France (Delavenne et al., 2021). as reported by Kana and collaborators fpf genes (Raynaud
IS6110is often inserted in the environment of genes impliectt al., 2002; Kana et al., 2008; Sha pour et al., 2021).
in “replication, recombination and repair,” “transcription,” 1S6110can also lead to gene regulatieiaits strong promoter

“cell wall/membrane/envelope biogenesis,” and “coenzynas observed in the B strain gghoP This insertion upstream of
transport and metabolism pathways” GO categories accordirigis essential gene for virulence probably led the strain to adapt to
to the literature (Reyes et al., 2012). These four categortee human host and provoked an important multidrug-resistant
are also the most frequently identied in our analysis(MDR) tuberculosis outbreak due fd. bovis(Soto et al., 2004).
In fact, 21% (78/369) of genes around6130 insertion No such I$110insertion leading tgphoPregulation was found
sites of multicopy strains are involved in the “replicationjn our study. Some studies suggest th&1$0inserted no more
recombination and repair” GO category. This categorthan 400 bp upstream of a gene and in the same transcriptional
with a determined function is the most frequent in ourorientation may upregulate its expression (Sa et al., 2004; Soto
analysis. Genes encoding replication, recombination, armd al., 2004; Alonso et al., 2013). Such type of insertions has
DNA repair functions seem to play an important role inbeen detected in our analyses (data not shown). However, as
the evolution of highly clonal bacteria such ad. bovis they deserve complementairy vivo or in vitro studies with the
(Vultos et al., 2008; Mestre et al., 2011; Reis et al., 20289rresponding strains, we cannot assess if they play any role on
Other frequent categories are “Intracellular tra cking, virulence or other survival traits.
secretion, and vesicular transport” (7%, 26/369), “Cell
wall/membrane/envelope biogenesis” (6%, 22/369), and
“Transcription” (6%, 22/369) or “Cell motility” (5%, 20/369). CONCLUSION
IS6110insertions in or near these genes could play a rol&lin
bovisgenome plasticity. Contrary to what was expected from the literature, this study

New I$110insertion sites inM. bovisgenomes have beenshows that 35% of the strains representative of the French
described in this study, especially in SB0120-CO, SB0120-DHiXersity possess more than one5130 In addition, 10% that
Cluster A/F4 family, and Cluster F/Eu2 clonal complexes sudielong to a speci c monophyletic clade of the Eu3 clonal complex
as insertion site 15 interruptingmr gene or insertion site present a high 16110copy number. These multicopy strains
24 interrupting cypl44gene. Some B 10insertion sites have are those circulating in French regions where bTB is most
already been described in other MTBCs, suggesting that an fplevalent. I8110insertion sites appear to be stable within speci c
region could be common to several MTBC species. For exampignotypes over time and between host species, suggesting that
the ancestral I&110is present in almost all MTBC strains, andIS6110transposition is not an evolutionary driver for modern
some other 18110can be found in the CRISPR-Cas regiorFrenchM. bovisstrains at least over a 15-year period. Moreover,
(Hermans et al., 1990; Thorne et al., 2011; Refrégier et al., 2020@. correlation between the epidemiological succedd.diovis
Moreover, the 3 insertion sites highlighted in our study thastrains and multicopies of EB10leads us to consider whether it
are common to several clusters have already been descriloedld be the consequence of an increase in their tness due to the
as ipl in previous studies: thplcD region (insertion site 19) genetic changes originated by6tEL.0transposition which could
(Gordon et al., 1999; Sampson et al., 1999; Viana-Niero, 20b8&ye occurred during ancient evolutionary diversi cation events.
Roychowdhury et al., 2015), insertion site 33 arouadD (Chen Any phenotypical consequence obIBLOinsertions should need
et al., 2015), and insertion site 50 aroundl587 (Fang et al., con rmation by in vitro or in vivo experiment.
1999) Supplementary Table 2 The result gene regulation of
IS6110insertion in these hot spots can be di erent depending
on the I$110orientations and/or insertion sites in the sameDATA AVAILABILITY STATEMENT
genomic region and can lead to gene interruption or expression
regulation (Sampson et al., 1999; Warren et al., 2000; VeiEhe original contributions presented in the study are included
Cabrera et al., 2001; Soto et al., 2004; Kim et al., 2010). in the articleSupplementary Materia) further inquiries can be

As expected, given that our strains are issued from weflirected to the corresponding author.
established infected animals,6IBL0 insertion sites were not
identi ed in genes previously described as essential for virulence
(Sassetti and Rubin, 2003; Forrellad et al., 2013). However, sogfld THOR CONTRIBUTIONS
genes shown in our study as being interrupted bg180,such
asplcD, were described as conferring an increased virulence foM, MLB, and FB supervised this study. CCh performed
thoracic tuberculosis and a role in bacterial persistence withimioinformatics work and wrote the rst draft. CCo provided
macrophages (Raynaud et al., 2002; Kong et al., 2005; Forrebainformatics support for data analysis. All authors contributed
etal., 2013). Nonetheless, and in line with the fact that the straites this study correction, discussed the results and their
in our study were infectious to animals from which they werénterpretation, and approved the submitted version.
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Des analyses complémentaires ont éte réalisées sur deux autres panels de souches sympatriques
des génotypes SB0821/FO0BB0832/F015 et du génotype SBOARBIV afin de confirmer

les observations faites sur le panel de SBeQA20

Une analyse plus précise de la région DR a également été réalisépanglldes 80 souches

(panel 1).

5.2.Etude complémentaire dans 2 panels de souches sympatrigues
$ILQ GH FRQILUPHU OH QLYHDX GHOVWQRHBLEOW WEHGEHOO 1Y )Y RX

nombre et de leur position au cours du temps a été réalisée dans deux panels supplémentaires

de souchesssues de différentes espéces animales dans des périodes de temps allant de 16 a 17
années de génotypes responsables de la majorité des foyers de bTB enFBa8@L/FO07
SB0832/F015 (panel 4) et SB1ORPMV(panel 3)(Delavenne et al., 2020; Duault et al., 2022)

5.2.1. GénotypesSB0821/FO0%&t SBO832/F015
Sur ce panel de 18Y RXFKHV VLWH\WB1®Hht @t¥ dénifidsRiant G fecrrents
dans touts les souches (sites 1,2 et Ges résultats montrent une forte stabilité des positions
HW GX QRAEIULH GHESHQGDPPHQW GH OYfK{WH Fktduterip XHO OD

sur une période longue de 16 années, mais également du géffityre 24). Ces trois

positions semblent spécifiques de toutestasches du Cluster A.

/HV VLWHYV GfLQVHUWLRQV UpFXUUHQWY UHWURXYpV VRQW
DXWUHV VLWHYV GILQVHUWLRQ VRQW UHWURXYpYV GDQV OH)
QH VRQW UHWURXY pvVQNVX OXQFHD QHXOO MW RG Y pGHW GHX[ VLWHYV

2 et 3 fois (respectivement le site 3 et le site 47).
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Figure24 5HSUpVHQWDW DK@ UWBMHR@FeiMeE darfsL187 souches de spoligotype SB0821 (FO07) et SB0832 (FO15) (respectivement en
PDUURQ HW HQ YHUW DYHF OYRXWLO ,60DSSHU HW OH JpQRPH GH U ptarteHr@iFstet ivmaeés en /HV VLV
fonction de la position sur le génome de référ. Les 187 génomes sont présentés chronologiquement de 2002 a 2017 avec le géiféreack
XWLOLVp GDQV FHWWH pWXGH HQ SUHPLgQUH SRVLWLRQ /D GHUQ L gd MerOd o@mBoS talr s HmblésH SUpVH
le blaireau ieles melgs en jaune le sanglieE(s scrofg en rose un pord en gris un humain.
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5.2.2. GénotypeSB0120DHV
/D UHFKHBERMauBY 6 faite sur un panel de 227 souches SHDH2O(panel 4)
isolées de plusieurs hotes incluant des bovins, mais aussi des animaux de la faune sauvage sur
une période de 17 an20002017).
QuaranteVHSW VLWHY GYLQVHUWLRQ GLIIpUHQWY RQW pWp LGH
OHV UpVXOWDWY GX SDQHO FH Jp&QFOWYHF D HQWRVH@TLQ V
présents dans presque toutes les souches du gansemblent stable au cours du temps et
TXHOOH TXH VRLW OfHVSgFH K{WHFigié2))ODTXHOOH HOOHV |
7URLVY DXWUHV VLWHYV G 14it® ¥ @UtcReg 18R)Qsie 26 (E3XsbudHes) W V
10%) et site16 (109 souches, 48%)8QH DQDO\VH SK\ORJpQpWLTXH D SHUP
clusters au sein du panel SB01269 (Q HIIHW OHV VRXFKHV SRVVpGDQW

ou 46 sont localisées sur 3 branches bien distinctes permettant de définir dedsstets de

ce génotypgRigure26).
&HV JURXSHVY FRWQFLGHQW DYHF GHV FODGHV GplILQLV ORI

réalisée sur le méme panel (Modenesi, 2019). Les souches ayant le site 9 correspondent aux

soucheglu clade 11Annexe6). Les souches ayant le site 26 correspondent aux souches du

clade 6, principalement isolées autour de la commune de-Saidi_acoussiere. Le site
GIfLQVHUWLRQ HVW LGHQWLILp SRXU OD SUHPLqQUH IRLV (
surtout retouvé en 2017 ou il représente 37% des souches isolées du panel pour cette année.
Les souches ayant le site 46 correspondent aux souches appartenant aux clades 2, 5, 7, 8, 9 et
10.

/ID VRXFKH + GX SDQHO IDLW SDUWLH eHishuRXsouth® YHF O
C10 du panel 1 et le génome complet Mb1855 font partie du 3@l XSH DYHF OH VLWH G
46.
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Figure25 5HSUpVHQWDWLRQ G HY10rdirdutrE\daGsPR Rdlithey/IBR1I20EG D8HF OfRXWLO ,60DSSHU HW OH JpQRPH
/HV VLWHV GYLQVHUWLRQ VRQW UHSUpVHQWpPV SDU GHV F D4d.Ups\poRitidohd L¥adie® déRIRds BohtRIiQpaBiMes/ L W H
en Annexe 5Les 227 génomes sont présentés chronologiquement de 2001 a 2017 avec le génome de référence utilisé dans cette étedeositipneiréa
GHUQLgUH OLJQH SHUPHWEéGHE B dquihd /¢ idrive@ KB taRruiDenpbleu le blairealMeles meles en jaune le sanglieB(s

scrofg), en orange le renar¥(lpes vulpes en rouge le cerfdervus elaphyset en rouge fonceé kehevreuil Capreolus capreolys
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Figure26: Arbre du maximum de parcimonie de 227 génomes SBOL2@ sur la base de 320 SNP
GpWHUPLQpY HQ FRPSDUDLVRQ DYHF OH JpQRPH GH UplpUHQFH O
Bionumerics (version 7.6, AppliedMath, Belgique). Les souches po@adty VLWHYV GI{LQVHUWLR:

sont colorées respectivement en vert, rouggoét.

5.3. Variabilité de la séquence 18110
Les analyses bid QIRUPDWLTXHV SRXU 60LDavdd ISKappeF kit MmN O ¥, 6
évidence plusieurs résultats inattenddsux souches du cluster A qui ne possedent pas la copie
ancestrale localisée dans la région DR (D5 et D12), les souches du Cluster G qui ont nécessité
XQH YpULILFDWLRQ PDQXHOOH HW OLGHQWLILFDWLRQ GH

5.3.1. IS6110dans la région DR
$ILQ GH PLHX[ FRPSUHQ Glibdang B EYdth@R poud les edficies D5 et
D12 du cluster A, une analyse bidormatique de cette région gé&éaliséeCellede la souche
D5 montre une délétion du 9% au 25™M spacer(numéro utilisé en spoligotypage). Cette
GpOpWLRQ D GRQF HQ&¥10§ui €3pnatnialetnient MufduiG tocaliseetentre |
spacer4 et 25 des membres de MTBC. Néanmoins, sur le profil spoligot/peater25 est
toujours présent, came duplication de caipacerest localisée entre le 8 et 3ZMe spacer
&HWWH UpJLRQ QYpWDQW SDV DIIHFWspader LO HVW GRQF QRU
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/ITDQDO\WH GH OD-Gapdd IR ué&he,BI25 mis en évidence une large délétion
impliquant les27 premierspaceret 4 genesas(casl cas2 csmbéet csm. Une fois encore,

le space25 est retrouvé dans le spoligotype de D12 du fait de la duplication.

Dans le panel 1, il peut étre observé que la délétiacag2est associée a la délétion des 16
premiersspacebu SOXV 3DU DLOOHXUV G BX0sonHpresénts\eng 1« L Q V H

génescascomme il avait été montré précédemment.

5.3.2. Particularité du cluster G
/IHV UpVXOWDWY REWHQXV DYHF OTRXWLO ,60DSSHU RQW Q
Cluster G, car aucune®310 QT pWDLW LGHQWLILpH SRXU FH FO-XVWHU
&DV GHV VRXFKHV GX RO &XMWrhkdt de DélétiBna\ehtignd 1X fertmde,
cas2et des 16 premierspaces (Figure27] DLQVL TXH Odgpbdes23 @tF24. IeH V
VpTXHQoD&SHOGW CGIH6VRQ VLWH GILQVHUWLRQ SDU OD WHFK
XQH VpTXHQFH WeIR&&cAp perté tbrid HW G T X Q HorB99 \p).HaG H
séquence I8110du cluster G mesure 887 pb au lieu de 1355 pb ce qui explique le probleme
GH GpWHFWLRQ SDU OfRXWLO ,60DSSHU TXL &l1HOFKHUFKH OF

53.3. 6pTXHOQ FH1@Mitée
/ITDQDO\WVH GHYV 81a0dAns @dgdnon@gménocopies a montré deux mutations dans

O $l@0ancestrale de souches du panel 1. Ces séquences mutées ont ensuite été confirmées

par séquencage Sanger. La premiére est présente chez la soucB8I2ZD) et correspond a

XQ UHPSODFHPHQW GTXQH JXDQLQH SDOrfXe@ guibnGutQRVLQH F
FKDQJHPHQW GH SHSWLGH XQ tboriB.Ua Hedixidprie elst Qrékenié \dheG L Q H

la souche E6 (SB0824) et correspond a un remplddQQ W GIXQH F\WRVLQH SDU XC(
SRVLWLRQ@rfB &H{ RKIDQJHPHQW LQGXLW OD SURBXREWLRQ G
YD LQWHUURPSUH OH &'6 HW HPSofKHU OfH[SUHVVLRQ FRPE
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Figure27: Représentation du profil spoligotype et de la région CRISB&IEfini avec les outils bio
informatiques CRISPRbuildérB (https://github.com/cquyeux/CRISPRbuild&B) et TB-tools
https://github.com/cquyeux/TRool /ITMDQDO\WVH D pWp UpDOLVpH VXU OHV JpQR
GIXQ FDUUp QRLU L Q Gdpackrtie©dasesS dorestQiespomdtnk Q la présence de géne

FDV HW OHV FDVHV URXJH\61L0x6 &ctotdHapaed/1e® fas itatpdd &y &lHrdadteait

sur leur recherche.
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5.4. Discussion
Notre étude portant sur la diversité Mebovisen France a montré que plus d'un tiers de
souches représentatives de la diversité francaise sont multicopies, et en particulier les génotypes
SB0120CO et SBO12DHV. Ces génotypes ainsi que les souches ldsté& A qui ontelles
DXVVL SOXYVLH&WsdrRcBllesigui Gr§ulént dans les régions avec les plus fortes
prévalences de bTB au cours des 10 dernieres af@@sshiroli et al., 2015; Delavenne et al.,
2020; Hauer et al., 2015} ette observation nous améne a nous demander si la transposition de
I'1S6110et les modificationsI pQpWLTXHYV TXfLOV VHUDLHQW HQ PHVXUH
partie responsables de leur succés épidémiologique. Toute conséquence phénotypique des
insertions 1$110 devrait étre confirmée par des expériengewitro ou in vivo 'fDXWUHYV
explicatins peuvent expliquer cette dominance génotypique, notamment la baisse de la
diversité des souches qui conduit a un goulot d'étranglement associé suite a la mise en place de
programmes de contré{Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020; Hauer et al., 2015)
Selon les résultats obtenus sur les 3 panels de souches sympatriquesbie de copies
d'1S6110et le site d'insertion semblent plutét stable dans le temps et avoir une récurrence dans
leurs positions génomiques. En outre, une adaptation spécifique a I'héte par le biais de
modifications liées a kKBL10ne semble pas avoir dau comme cela avait été suggéré pour les
souches d#l. tuberculoside la lignée de BeijinglGonzaleAsensio et al., 2018put au moins
dans les périodes étudiées.
1pDQPRLQV OfpWXGH GX¥9JIDQPBWUFH V6% TLGHQWLILHU VL
récurrents, qui permettent de diviser le panel en-gougpes ayanF KDFXQ XQ VLWH GTLC
FRQVHUYp &HWWH SOXV JUDQGH GLYHUVLWp GDQV OHV VL
deux autres peut surement étre expliquée par la période plus grande étudiée en comparaison
avec le panel de souches SBOX20 (6anniHV HW OH QRPEUH SOXV6LI®SRUWDC
en comparaison avec les souches du cluster A. En effet, une relation exponentielle a été montrée
HQWUH OH QRPEUH GH FRSLAVdéiborhdéibus thessagdrdr Qop@ 1$51 P
G18BQcequiaXJPHQWH OHV SUREDELOLWpPY GH WUDGXFWLRQ G
induit un événement de transposition (Gonzssensio et al., 2018) Les différences observées
SRXUUDLHQW pJDOHPHQW rWUH OLpHV DX WDXpoERepYROXW I
WURLYV SDQHOV /H WDX][ GYp YRV B3i\e B,&6 SN genormesial alors 6 %
gue ceux des génotypes SB0A20 et cluster A sont respectivement de 0,42 et (C&hini
et al., 2022; Duault et al., 2022)
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/IHV VLWHYV GYLQVHUWLRQV VR @itvpsppd SBORDAW pes@EMHU Y pV G
FRSLHVY VRQW UHWURXYpHV GDQV SUHVTXH WRXWHYVY OHV V
PRQWUp GH FKDQJHPHQW GH VLWHV GYLQVHUWLRQ ORUV
€galement.

/H IDLW TXH G HVnwidyadijueS §dieQt\tbhsewdsRau cours du temps suggererait

gue ces évenements génétiques pourraient conférer un avantage sélectif aux souches par
H[HPSOH HQ VIDGDSWDQW | OHXU -ABdensid HOal.HZD¥8). LlPRIQ Q H P H
exemple dans le grpe SBO126DHV, le géneglgc HVW LQWHUURPSX SDU OH VL
(présent dans 18% des souches de notre panel) est connu pour étre utile a la synthese du
glycogene(Carrieri et al.,, 2015; Cereijo et al.,, 2016 H VLWH GYIYLQVHUWLRQ
SB01206DHYV (présent dans 48% des souches de notre panel) interrompt lesgébaui fait

partie du systéme CRISPRas et qui aurait une importance sur la survie intracellulaire. De
QRPEUHX[ VLWHV GILQVHUWLRQ RX GpOpWLRQ RQW GpMj p\
du MTBC, en particulier sur les géenesm6g casletcas2(Refrégier et al., 2019Notamment,

des délétions desm5 et csm4ont également été délas chezM. tuberculosisBeijing

(Refrégier et al., 2019; Singh et al.,, 2021 pDQPRLQV O9YLPSDFW GHV VLWHYV
évidence dans cette étude sur le phénotypé. devis,est encore trés hypothétique et nécessite

G 1D XW U H Vir mauX Gorpfersire leur rdle.

En dépit de la grande clonalité dd.bovis la région CRISPRCas est une région
SRO\PRUSKLTXH GYLPSRUWDQFH SRXU OHV pWXGHV pSL
VSROLJRW\SDJH /fpYROXWLRQ GH FHWspaterdu pé d&8&iorVH 1DLW
(Freidlin et al., 2017; Refrégier et al., 201@gtte région est particulierement ciblée par les
VLWHV GTLONGHLYWHR QRANDPPHQW 61D0&S kst Qdis-egaidmadty , 6
GIDXWUHV VLWHV G LQVHUdascddngeS&I¥ prdsenteidansted puchestly Jg Q
SB0120CO (Branger et al., 2020Dans certains cas, cela peut amener a une recombinaison

entre deuXS6110et donner de large délétion des premggacercomme il est observé pour

la souche F1 (SBO16ZMllix et al., 2006) & HW H[HPSOH PRQWUH HQFRUH X
OBlE0GDQV OfpYWROXSLRQ GH

/9 ,@l10peut néanmoins &8 H PXWpH DEVHQWH RX WBR@aNcesttdle /D EVH
dans deux souches spécifiques du Cluster A montre que sa délétion est possible. Il pourrait étre
DORUV SRVVLEOH GYLPDJLQHU TXTXQH VRXFKH PRQRFRSLH
sansiS6110comme il a déja été reporté paddr tuberculosigHoward et al., 1998; Huyen et

al., 2013; Lok et al., 2002t pour une souche dié. bovisde spoligotype SB240gteensels

etal., 2013)
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La présence de séquencé130 mutée a également pu étre observée dans deux exemples
précédemment reportés dans la littéraf@e@min et al., 2022; Hirano et al., 200€pncernant

O %l@0ancestrale tronquée dans les souches de la famille F9, d&LtOKansorfA avaient

déja été trouvées au sein de la lignée LAVHdéuberculosis(AP012340 et WBB1452 10

019642) (Singh et al., 2021)

Ces derniers résultats montrent un certain polymorphisme de la séquéid€ Hire
OYfDEVHQFH SDUWLHOOH RX FRPSOgWH GH OD VpTXHQFH &
cibles génétiques telle quell@lou mpb70(LorenteLeal et al., 2019Mlichelet et al., 2018b)

GDQV OH GLDJQRVWLF HW OD VXUYHLOODQFH GH OD WXEHL

programmes de surveillance.
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6. Discussion générale
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/IHV REMHFWLIV GH FH WUDYDLO GH WKqVH pWDLHQW GTIR
différents clusters d&l. bovis HW GIDPpOLRUHU QRV FRQQDLVVDQFHV V;
circulant en France.

Dix génomes fermés et complets ont été obtenus gag Bs génomes de référence déja
existants, permettent de bien représenter la diversk& Hevisen France. En effet, notre étude
SHUPHW GH SURSRVHU HQ SOXV GfY%) HW OE XQ
principal cluster francais décrit précédaemt I@ . Représentatifs également des
principaux clustersSUpVHQWYV G D Q Mlis @§ubrohtVainsl BtreS iiNdés comme des
UplpUHQFHY DGDSWpHV j FHV JURXSHYVY ORUV GTpWXGHV G1p
compréhension de la transmission Mebovis entre autres dans des systemes nAmdites

(Guimaraes and Zimpel, 2020)

Figure28: Arbre phylogénétique circulaire de 98 génomes (Panel 1 et génomes compiétbpses

Les deux génomes de référence, Mb3601 et AF2122/97 sont marqués en bleu. Les 10 nouveaux génomes
complets sont indiqués en rougk'arbre phylogénétique est basé sur FQalymorphismes
nucléotidiques simples du génome entier.
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Ces nouvelles données permettent également une meilleure compréhension de la diversité
génomique des souches Mebovisen général (Q HITHW @ fiX§¥riod¢ sompbirs:

G 1 p W X-GéHorSifugermetune meilleure annotatiate ceuxci et une définiton plus fine

GX JpQRPH DFFHVVRLUH TXL SHXW rWUH VXUHVWLPp DYHF
GIRXWLOV TXL QH VRQW SDV DGDSWpV

Notre travail a mis en évidence un pggnome fermé avec un faible nombre de génes
accessoires. En accord avec de récents trafaeres et al., 2022hotre étde a également

renforcé le faitT X H O § p Y RMODBOVIsEeR &R p@rigerte de génes ou pseudogénisation plutbt

gue par acquisition de nouveaux ger@scimontrela d€FRPSRVLWLRQ JpQRPLTXH ¢
pathogéne etO L P S R U Wridé€)sFebmretey principaux acteurson évolution (Soler

Camargcet al., 2022)En effet ceuxci peuvent amener une perte de fonction ou une variabilité
defonction permettantine plasticitgphénotypique.

Malgré la forte similarité entres différents génomes, un certain nombre de grands évenements
génomiques ont pu étre mis en évidence, dont certains sont spécifiques de clusters et peuvent
étre utilisés comme leurs signatures. Ces données, en complément aux SNP déja retrouvés et
définis mmme spécifiques de certaines lignéelauer et al., 2019; Zwyer et al., 2021)
permettent de mieux décrire les clustersMidovis présents en France, mais aussi dans le
PRQGH &H WUDYDLO VYLQVFULW GRQF GDRIgs¥ificaton B& Q WL Q X
M. bovisqui ont pour but de proposer une nomenclature opérationnelle pour aider les études
comparatives génomiques entre différents gbaier et al., 2019; Zimpel et al., 2020; Zwyer

et al., 2021)

/ID GLIIpUHQFH GH WDLOOH HQWUH JpQRPHV V{H[SOLTXH H
G 1618.0 Douze copies ont été trouvées dans Mb1855, une de plus que ce qui avait été trouvé
dans Mb3601(Branger et al., 2090 /TDQDO\VH GHV &8Rdand/ lek genoney , 6
FRPSOHWpMKFIEMRQWUHU GIpYqQHPHQW GH UHFRPELQDLVRQ
tronqué de Mb PrPH VL OfLQVH& \tbpiesdatsHlef geudds2hte une

variabilité génétique.

La recherche de cette séquence sur un panel de souches plus large représentatif de la diversité
francaise a permis de montrer que chMeovis O $160 QI pWDLW SDV SUpVHQWH
monocopie ou avec un faible nonthr GH FRSLHV (Q HIIHW SOXV GTXQ WLF
sont multicopies et 10% des souches étudiées avaient un nombre important de copies (>6)

G 16180 (Fomukong et al., 1998)Cellesci sont retrouvées dans un méme groupe
PRQRSK\OpWLTXH 1pDQPRLQV OH QRPEUH GEurpbBsgicrHV GH F
dans le génome ne sont pas conseeché WR XV OHV PHPEUHY GH FH Q°XG (C
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XQ VLWH GYLQVHUWLRQ DXWUH TXH EhtDpXresque tbuedDlet pJLRQ
souches du MTBC, est commantre les génomes de génotypes SB8@20et SBO12DHV,

qui ont évolué dans des zones géographiques différentes.

Dans ce travail, nous avons également montré une corrélation entre le nombre élevé de copies
d168810GDQV FHUWDLQHYV VRXFKHY HW OH IDLW TXYfHOOHV VR
qui représentent depuis les 15 dernieres années 80% de foyers de tuberculose bovine en France
(Cluster A, SB012€CO et SB012DHV) (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020;

Hauer et al., 2015Cela nous a condsif nous poser la que®iQ VXU OH a1i@&hsGH Of,6
le succes de ces génotypes persistant dans des régions tres localisées ou la bTB circule

activement.

I MpWXGH SDUWLFXOLqUH GHV VRXFKHV GH WURLYV JpQRW\St
permis de voir une certaine WDELOLWpPp GX QRPEUH HW®l1Gad YowsLdw HV G fL
WHPSV GDQV OHV SpULRGHV pWXGLpHV /fpWX@®HV@X SDQH
cependant mis en évidence des sgooulations qui peuvent étre différenciées
phylogénétiquement et pA GHVY VLWHYV GYLQVHGLYALERQ qeSHFditetE TXHV (
semblent étre trés conservés dans ce génotype, legreayes décrits dans cette étude ont
FKDFXQ XQ VLWH GYILQVHUWLRQ VSpFL theR6udesTIdslsoMdHeSE OH O
de ces sougroupes. Les souches SB01269 VRQW UHVSRQVDEOHYV G{XQ JUDC
FHY GHUQLqUHV DQQpHV GDQV XQH JRQH GH SOXV HQ S¢
GpSDUWHPHQWY /H WDX[ GIpYROXWERQSDAWAW hRa YPHGCE RXH
G 1L QVHUsMDso@evert dés questions sur le lien entre ces caractéristiques et le succes
épidémiologique de ce génotype particulier qui doivent étre explorées.

Le phénomene de transposition active décrite chez lehes Beijing 18110multi-copies de

M. tuberculosisT XL F R Q G adaptdlidn\e ja €ofiche a un nouvel héte ne semblerait pas se
produire chez ces souches multipies deM. bovis(GonzaleAsensio et al., 2018Nous ne

pouvons néanmoins exclure que ce phénomene de transposition multiple, qui auraiég co

a ces génotypes dé. bovisla possibilité de circuler dans un réservoir mhfites, ne soit pas

survenu bien avant la période de collecte de nos souches. En effet, bien que le premier
PYQQHPHQW GH G pF RX bodistsvisilaGliheGativRgd aifRsdliséen 2000 en
France(Zanella et al., 2008) OfDEVHQFH GH WRXWH VXU%iihe@ODQFH
SUREDEOHPHQW HPSrFKp GH PHWWUH HQheAeGdd@éesl O TH[L
sylvatiques. En effet, des récentes études de phylodynamie montrent que dans plusieurs régions

ou ces souches multbpies circulent, les ancétres communs steuches étudiées, y compris
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LVVXHV GIDQLPDX[ VDXYDJHV UHPRQWHQW j SQCanNhiHXUV Gy
et al., 2022; Duault et al., 2022n tout état de cause, ce ne sont pas seulement ces
WUDQVSRVLWLRQV PXOWLS O payYMTh¥is ddt) 8¥des Ukted \WueSe L Q | HF
bovins. En effet, des souches de génotypes GB85 SB0134 (Cluster C) de la forét de

Brotonne dont le génome complet Mb3602 est représentatif sont des souches mopooopies

036110 DORUYV TXYLO D pWp GpPRQWUp GHSXLV GHV ORQJXH
systemes muHkh6tes bovinsangliersblaireauxcervidés(Delavenne et al., 2020Ainsi, ces

VLWHV GIRROWUBQRY QIYH[SOLTXHUDLHQW S &ofypebX|[ VHXC(
VSpFLILTXHVY HQ )UDQFH RX OD SRVVLELOLWpPp GT1XQH DGDS!
évenements génétiques en complément ou seuls pourraient également jouerdansiale
pérennisation de ces souches.

La baisse de la diversité des soucldes M. bovis décrite dans la littérature a réduit
drastiguemente nombre de génotypgsésent en Franc@Hauer et al., 2015 Des goulots
d'étranglement ont certainement eu lieu dans le temps donnant lieu a la fixation de quelques
génotypes dé/l. boviscirculant en Francaujourd'hui(Boschiroli et al., 2015; Delavenne et

al., 2020; Hauer et al., 2015Fes soucheS HUVLVWDQWH YV, jSG KKIRDOUW tdl W WOXH \
causedu programmede contrdlenationalqui ne serait passsez efficace pour les éradiquer
localementans les régions ou elles existai@@ja depuis longtemgpar exemple des mesures

mal adaptées aux facteurs de risque épidémiologlquasx). On pourrait égalemestipposer

gu'elles se sont pérenniséesn raison d'une meilleure aptitude épidémiologiGueun
environnementde leur capacité @&happer aurmesures de contrble et/ou a infecter leurs hbtes

grace a des caractéristiques phénotypiques acquises apres des modifigatitiques.

Nous avons observé que la distribution des indels (dont@édd 05dans le génome ne semble

pas étre aléatoire. Les genes impliqués dans ces évenements génétiques sont principalement
FHX[ LPSOLTXpV GDQV GHV IRQFWLRQV GH UpSOLFDWLRQ L
gue dans la motilité cellulaire. Ces catégsrie fonction ont des réles importants dans la
plasticité du génome mycobactérigrishbein et al., 2015; Vultos et al., 2008ucun gene
UHFRQQX FRPPH HVVHQWLHO GDQV OD YLUXOHQFH QTHVW
promRWHXU FR Q VaYIosenmad résitaiF§rrdlad et al., 2013)

141



7. Perspectives
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Au vu des résultats présentés dans ce travail de these et des nouvelles avancées récentes dans
les conmissances sUM. boviset son génome, plusieurs axes de recherghblsat importants

a développeil parait important de confirmer la spécificité des évenements génétiques trouves

pour des groupes dé. bovisdans cette étude. Les SNPs ou les indels pourront étre recherchés

in vitro (par PCR par exemple) aw silico sur des panels de souches plusdarden effet notre

étude portant sur la diversité francaiseMiebovisa été réalisée sur un panel de 80 souches,
PDLVY LO D pWp PRQWUp XQ QRPEUH SOXV LPSRUWDQW GH Jp
étude se basant sur 4 654 soucfitauer et al., 2015)Cela indique dec une plus grande

diversité que celle sur laquelle nous nous somr@slés qui pourrait amener des
polymorphismesupplémentairedans les régions génomiques que nous avons séle@sonné

Ce travail permettra également de décrire plus finement la classificatidw. loevis en

définissant des sowgoupes partageant des caractéristiques génétiques communes.

/IHV JpQRPHVY FRPSOHWV YRQW SHUPHWWUH GTDdIENQHU OH\
particulier avec le déploiement progressif du WGS dans le cadre de la surveillance de la
tuberculose bovine, les souches responsables des foyers actuels vont étre étudiées afin de mieux
comprendre la dynamique de transmission et le @lehdque espéce dans les systemes-multi

hétes. Les études déja en cours sur les génotypes SB@L,28B0126DHV, SB0821/F007 et
SB0832/FO15Y RQW VH SRXUVXLYUH VXU OHV GHUQLqUHVY DQQpH?
infectée. Les autres génotypes (3B8*% GH OY$ULgJH RX GH OD IRUrW GH
vont également étre étudiés et permettront une analyse de ces autres clusters. Le développement
GX :*6 YD SHUPHWWUH GIDPpOLRUHU OD VXUYHLOODQFH HC
pistes pouF RPSUHQGUH OfRULJLQH GH OJLQIHFWLRQ pWDEOLU
la faune sauvage.

/ID GHVFULSWLRQ GHV JpQRPHV FRPSOHWYVY D SHUPLV GYL
partiellement tronqués ou absents. Certains de ces polymorphisi@ed/ XQ U{OH VXU OfH]
de genes et pourraient avoir des conséquences sur le phénotype de la bactérie. Ces changements
seraient susceptibles de moduler la virulence, la persistance ou la croissance de la mycobactérie.
Afin de comprendre les différereephénotypiques engendrées par ces modifications
génotypiques, des tesis vitro et/ou in vivo devront étre réalisés. La surexpression ou
OYLQDFWLYDWLRQ GYXQ JgqQH VHUDLW FDSDEOH SDU H[HPS
bactérienne dans difféeress conditions ou la réponse a un stress appliqué a la mycobactérie
(stress acidejGarcia et al.,, 2021; Schwarz et al., 202L)serait par exemple intéressant
GIpWXGLHU O Yip®Simdrrdmps Xardun® B 10dans les souches de SB01R0,

GDQV OTLQLWLDWLRQ GH OD FURLVVDQEdauEsbe®sy GLIIpUHQW
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En effet, la réactivation de la croissance métabolique de la mycobactérie (phénoméne appelé
ressuscitation) est favorisée par les factepfgResuscitatiorpromoting factory (Arroyo et

al., 2016; Kana et al., 2008; Mir et al., 201QEs expériences pourraient étre réaliggggro

dans des milieux de culture classique pour les mycobactéries ou biennagkcde 5.6.7

pour mimer le pH intraphagosomal aci@&arcia et al., 2021) 3OXVLHXUV PRGgOHV G
cellulaire pourraient étre utilisés commeui des cellules pulmonaires bovines mononaete

du sang périphérique (PBMC), le modéle de tranche de poumon découpé avec précision (PCLS)

ou le modéle amibéutler et al., 2020; Remot et al., 2021; Waters et al., 2004¢ étude
UpFHQWH D DQDO\Vp OfYLPSDFWusesHséquéncesDdotldmssDM/ LRQ Gt
GpYHORSSHPHQW RK.1HBowseh h#lieNihLvRdeh&zHes bovins (Gibson et al.,

2022) La comparaison de nos résultats (CDS muté ou tronqué) avec ceux de cette étude pourrait
permeWWUH GH IDLUH XQ SUHPLHU WUL GDQV OH FKRL[ GHV F!
A ce jout nous nesavonsSDV VL OD WUDQVPLVVLELOLWpP OD YLUXOHQ
est réellement plus importante pour cewx sontprédominants que \W&vis des autres plus

rares owgui ne sontSO XV SUpVHQWY HQ )J)UDQFH j OfKHX¥reggdard FW XHO
GIYDYRLU DFFqV DX[ GRQQpHV FOLQLTXHYV GHV DQLPDX|[ DILC
souches infectieuses isolées en France pour estimer si elles provoquent des cadres cliniques
plus sévéres. Une étudealiséeen Irlande du Nordansce butQIDYDLW SDV PLV HQ pY
différence systématique dans la taille et la répartition des Iésiofien avec leslifférents

génotypes trouvés dans cette régidvright et al., 2013)Au contraire dfDXWUHYV pWXGHV
montrée OD SUpVHQFH G 1 XlieHiediffétbXtOgértypés D hbliiBchez le bovins

et la faune sauvagébdelaal et al., 2019; Garbacabal., 2014; Gormley and Corner, 2018;
VargasRomero et al., 2016ans une récente étude, il avait@@ntréque la souche Mb3601

(génotype SB012€0), avait induit une signature inflammatoire plus fattns le poumon

guela souche AF2122/9fRemot et al., 2021)Ces informations sur les génotypes francais
pourraient donc peut WUH SHUPHWWUH G9{pPHW Veddpideridlodigus BeW K qV H
certainsparmi elles Il a également été suggereé une difference de sétesibes races bovines

ORUV GH O 1L QI H RaticRIi@redyxQubs(AeKi EtaH 2007; Remot et al., 2021,

McHenry et al., 2020)Néanmoins, des corrélations entre marqueurselesibilité et de

résistance entre les bovimsdividuellement indépendamment de la rasent désormais
identifiees(Driscoll et al., 2011)ll seraitalorsp JDOHPHQW L QW p WehsiMiE@ey G Tp W X
races/génétiquele bovirs aux différents génotypes dé. bovis circulant en France afin
GYfpYDOXHU VYLO H[LVWH XQH FRUUpODWLRQ HQWUH OHV Gt

de contrble de bB et de sélection génétique bovine.
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