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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 Illumina 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, 1S6110, 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 whereas M. bovis is considered to have one or very few copies.

We therefore studied the abundance and location of 1S6710 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 1S67170 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, SB0120-CO and a sub-group
of Cluster A/F4 family, which are respectively found in Dordogne and Haute-Vienne, Cote
d’Or and Atlantic Pyrenees (French regions), showed a quite high stability of IS6170 number
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 1IS6110, seem to be correlated with the epidemiological success of certain genotypes.
The new genomes will help to better 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, circulant en France, par |’approche du séquencage du génome
complet.

Mots-clés : Tuberculose bovine, Mycobacterium bovis, Séquencage de génomes
complets, IS6110, biologie moléculaire, Analyse bioinformatique et Microbiologie.

Résumé :

Mycobacterium bovis (M. bovis) est I’agent étiologique de la tuberculose bovine (bTB) qui
est une maladie zoonotique ayant un fort impact socioéconomique. Apres 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 tres avantageuse pour le commerce. Ce
statut est néanmoins menacé ces dernieres années par la réémergence de la bTB dans
certaines régions francaises. Ces foyers de bTB présents dans ces régions tres localisées sont
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 succes épidémiologique. 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. L’analyse des polymorphismes mononucléotidiques du génome entier comparé
a des génomes de référence appropriés peut différencier précisément les souches de terrain.
Cependant, de nouveaux génomes complets génétiquement plus proches des souches
francaises de terrain sont nécessaires pour améliorer 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
définissant des critéres génétiques spécifiques pour certaines d'entre elles. L’utilisation de
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
d’une séquence d’insertion, 1S6710, s’est avéré variable entre les différents génomes
complets. Cette séquence joue un role important dans la plasticité du génome de
Mycobacterium tuberculosis et a été retrouvée en grand nombre dans des génomes
représentatifs de génotype tres prévalent alors que M. bovis est considéré comme ayant une
ou trés peu de copies.

Nous avons donc étudié l'abondance et la localisation d'IS6710 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'1S6710 et que
deux des génotypes les plus retrouvés en France ces derniéres années avaient plus de 10
copies. Des études supplémentaires sur 3 génotypes majoritaires, SB0120-DHV, SB0120-CO
et un sous-groupe du cluster A/ famille F4, qui sont respectivement tres présents dans les
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régions francaises de Dordogne et Haute-Vienne, Cote d'Or et Pyrénées-Atlantiques, ont
montré une grande stabilité du nombre d'IS6110 et de leur site d’insertion entre les especes
hotes sur des périodes de 6 a 17 ans. Les changements liés aux 1S67710 ne semblent pas se
produire lors de changement d’hote, comme cela était suggéré pour la lignée Beijing de
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.
Certains évenements génétiques, comme linsertion d’IS67110, semblent étre corrélés au
succes de certains génotypes. Les nouveaux génomes permettront de mieux comprendre la

dynamique de la transmission de la bTB dans les systémes multi-hotes et de mettre en place
des mesures de controle plus efficaces pour éradiquer la maladie dans ces zones.

-----------




« On ne devient pas chef parce qu'on le mérite, andouille ! On devient chef par un
concours de circonstances, on le mérite apres ! Moi, il m'a p'tét' fallu dix ans pour
mériter mon grade, si pas vingt. Tous les jours, j'ai travaillé pour pas nager dans mon
uniforme. Y a pas trente-six solutions. Arturus ? Hein ? Fais semblant ! Fais semblant
d'étre Dux. Fais semblant de mériter ton grade. Fais semblant d'étre un grand chef de

guerre. Si tu fais bien semblant, un jour tu verras, t'auras plus besoin ! »

Pierre Mondy, Kaamelott, Livre VI
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Abréviations

ADN Acide DésoxyriboNucléique

ANSES Agence Nationale de la Sécurité Sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et
du travail

BAAR Bacilles Acido-Alcoolo-Résistants

BCG Vaccin Bilié de Calmette et Guérin

BK Bacille de Koch

bTB Tuberculose bovine, bovine tuberculosis en anglais

CC Complexe Clonal

CDS Séquence codante, CoDing Sequence en anglais

Cluster Groupe génétique

CRISPR Reépétitions palindromiques courtes, Clustered Regulary Intersperced Short
Palindromic Repeats en anglais

COG Groupe de gene orthologues, Clusters of Orthologous Groups en anglais

DGAI Ministere en charge de 1’agriculture et de 1’alimentation

FAO Organisation des Nations Unies pour ’alimentation et 1’agriculture, Food and
Agriculture Organization en anglais

GDS Groupement de Défense Sanitaire

HSR Hyper Sensibilité Retardée

IDT Test d’IntraDermoTuberculination comprenant I'IDT simple (IDS) et I'IDT
comparée (IDC)

IFN-y Interféron gamma

INRAe Institut national de recherche pour I’agriculture, I’alimentation et I’environnement

IS Séquence d'insertion, Insertion Sequence en anglais

LDA Laboratoire Départemental d’ Analyse

LNR Laboratoire National de Référence

MLVA Analyse multilocus du nombre variable de répétitions en tandem, Multilocus
Variable Number of Tandem Repeats Analysis en anglais

MNT Mycobactéries non tuberculeuses

MTBC Complexe Mycobacterium tuberculosis, M. tuberculosis complex en anglais

NCBI Centre national d'information sur les biotechnologies, National Center for
Biotechnology Information en anglais

OHEJP Programme européen commun une seule santé, One Health European Joint
Programme en anglais

OIE Organisation mondiale de la santé animale

OMS Organisation Mondiale de la Santé

OTF Indemne de tuberculose bovine, Officially bovine Tuberculosis Free en anglais

pb Paire de bases

PCR Réaction en chaine par polymérase, Polymérase Chain Reaction en anglais,

Plateforme ESA Plateforme Epidémiososurveillance Santé Animale

PPD Dérivée protéinique purifiée, Purified Protein Derivative en anglais

RD Région de Différence

RFLP Polymorphisme de longueur des fragments de restriction, Restriction Fragment
Length Polymorphism en anglais

RO Taux de reproduction de base

SNP Polymorphismes mononucléotidigues, Single Nulceotide Polimorphism en anglais

Spacer Espaceur

SRA Lecture de sequences archivées ADN, Sequence Read Archive en anglais

subsp Sous espéce, subspecies en anglais

B TuBerculose

WGS Le séquencage des génomes entier, Whole Genome Sequencing en anglais
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La tuberculose bovine (bTB) notamment due a Mycobacterium bovis, est 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 recherche. En raison du caractere
zoonotique de cette maladie et des 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 illustre parfaitement comment la
modification des écosystemes 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 de contréle et d'éradication. En 2001, la France a obtenu le statut indemne de bTB,
cependant une réémergence de la maladie est constatée dans notre pays depuis 2003. L’objectif
de ce projet de theése est d’améliorer nos connaissances génomiques des souches de M. bovis
majoritairement retrouvées en France ces derniéres années par 1’acquisition et la description de
10 nouveaux génomes complets représentatifs des groupes de M. bovis, mais également en
¢tudiant I’abondance et I’implication génétique d’IS6110 dans les génotypes francais.

Cette thése s’est déroulée au sein du Laboratoire National de Référence Tuberculose, dans
I’Unité Zoonoses Bactériennes (UZB) du Laboratoire de Santé Animale (LSAN) de Maisons-
Alfort de I’Agence Nationale de la Sécurité Sanitaire de I’alimentation, de I’environnement et
du travail (ANSES) a Maisons-Alfort. Ce projet a également été réalisé dans 1’équipe Plasticité
Génomique, Biodiversité, Antibiorésistance (PGBA) de 1’Unit¢ Mixte de Recherche
Infectiologie et Santé Publiqgue (UMR ISP 1282) de I'Institut national de recherche pour
I’agriculture, I’alimentation et I’environnement (INRAe) a Nouzilly.

Ce travail de thése a été co-dirigé par Maria Laura Boschiroli, directrice de recherche dans a
I’ANSES, et Franck Biet, directeur de recherche a INRAeg, ainsi qu’encadré par Lorraine
Michelet, chargée de projets de recherche a 1’ Anses.

Ce projet a été financé conjointement par I’ ANSES et un programme européen une seule santé

OHEJP (« One Health European Joint Programme » en anglais).
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1. Introduction
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1.1. L’agent de la tuberculose bovine, Mycobacterium bovis

1.1.1. Les mycobactéries

Les mycobactéries sont des bacilles aérobies, a Gram positif, acidophiles, non mobiles, droits
ou légeérement incurvés, qui ne forment pas d'endospores, d’une taille de 1 a 20 um de long et
0.2 a0.6 um de large. Plus de 200 especes et sous-especes de mycobactéries ont été décrites au
moment de la rédaction de ce manuscrit (Parte et al., 2020). L’ensemble des mycobactéries fait
partie de la famille des Mycobacteriaceae (Figure 1) qui n’est composée que d’un seul genre,
Mycobacterium (Euzéby, 1997).

Actinobacteria

Domaine

Classe

Actinobacteridae

Sous-classe

Actinomycetales

Ordre

Sous-ordre

Mycobacteriaceae

Famille

Corynebacterineae

Genre Mycobacterium

Mycobacteriu.
Espéce bovis

Figure 1 : Classification de Mycobacterium bovis.

La composition de leur paroi cellulaire, extrémement riche en lipides et a forte teneur en acides
mycoliques, est une caractéristique phénotypique distinctive de ces micro-organismes qui leur
permet de survivre dans I'environnement pendant de longues péeriodes de temps (Duffield and
Young, 1985; Fine et al., 2011).

Ces caractéristiques conférent aux mycobactéries la propriété de ne pas étre décolorées sous
I’action d’acides forts ou d’alcool, ce qui permet de les identifier lors de coloration au Ziehl-

Nielseen et de le caracteriser comme des bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) (Figure 2).
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£ X100

Figure 2 : Coloration au Ziehl-Neelsen de Mycobacterium bovis, observé avec une goutte d’huile au
grossissement *100. L’observation montre des bacilles roses correspondants a cet agent (obtenu au cours
des travaux de thése).

La croissance des mycobactéries est trés variable selon ’espéce. Une classification est
d’ailleurs faite, distinguant les mycobactéries a croissance rapide de celles a croissance lente.
Les mycobactéries a croissance rapide, comme Mycobacterium marinum, Mycobacterium
chelonae, Mycobacterium fortuitum ou Mycobacterium smegmatis, ont un temps de génération
de 2 a 5 heures et forment des colonies visibles en moins de 7 jours (Bourgoin and Agius, 1995).
Les mycobactéries a croissance lente ont un temps de génération moyen plus long de 14 a 15h
pour M. tuberculosis ou de 20h pour M. bovis.

La classification des différentes especes de mycobactéries peut également se faire selon leur
intérét clinique. Ainsi, elles peuvent étre regroupées en trois groupes : les mycobactéries
pathogénes obligatoires, les mycobactéries opportunistes ou pathogenes potentielles et les
mycobactéries saprophytes ou non pathogénes (Forbes et al., 2018; Schulze-R6bbecke, 1993).
D’autres classifications existent comme la distinction entre les membres du complexe
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) et les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) ou
atypiques (Rindi and Garzelli, 2016; Runyon, 1965). Une récente étude de phylogénomique et
génomique comparative qui portait sur 150 génomes de mycobactéries a montré l'existence de
cing groupes monophylétiques distincts au sein du genre : les clades "Tuberculosis-Simiae",
"Terrae ", "Triviale", "Fortuitum-Vaccae" et "Abscessus-Chelonae" (Gupta et al., 2018). Cette
étude a soutenu la subdivisons du genre Mycobacterium en cing nouveaux genres :
Mycobacterium pour le clade Tuberculosis-Simiae, Mycolicibacterium gen. nov correspondant
au clade Fortiutum-Vaccae, Mycolicibacter gen. nov pour le clade Terrae, Mycolicibacillus
gen. nov pour le clade Triviale et Mycobacteroides gen. nov pour le clade Abscessus-Chelonae
(Gupta et al., 2018).
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Cette nouvelle classification a créé une certaine confusion dans la communauté scientifique et
n’apporte aucun bénéfice au domaine de la mycobactériologie ; 'utilisation de 1’ancienne
nomenclature des MNT peut rester inchangée (Tortoli et al., 2019a). Par ailleurs, en utilisant
les données de séquencage du génome complet (WGS), 174 taxons dans le genre

Mycobacterium ont été décrits (Tortoli et al., 2019b).

1.1.2. Les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) et les agents de lépre

Les mycobactéries saprophytes ou commensales sont généralement considerées comme non
pathogeénes pour I’homme et sont présentes dans divers substrats environnementaux comme
I’eau, la terre, la poussiére ou les plantes. Certaines de ces bactéries a croissance rapide comme
Mycobacterium vaccae ou Mycobacterium smegmatis sont des bons modeles pour étudier des
caractéristiques génomiques ou 1’écologie des membres du genre Mycobacterium sans devoir
utiliser des bactéries pathogenes a croissance lente comme M. bovis ou M. tuberculosis
(Amoroso et al., 2020; Ealand et al., 2018; Reyrat and Kahn, 2001; T et al., 2020). D’autres
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, Utilins, M. smegmatis
ou Vaccae™ utilisant des agents inactivés (respectivement Mycobacterium indicus pranii,
Mycobacterium phlei, Mycobacterium smegmatis et Mycobacterium vaccae) (Gong et al., 2018,
2020; Junqueira-Kipnis et al., 2013).

Les mycobactéries pathogénes opportunistes sont également retrouvées dans 1’environnement
et elles ont un pouvoir pathogéne pour I’homme et les animaux qui varie en fonction des especes
(Ingen et al., 2009). Pendant longtemps, aucune attention particuliére n’a été portée a ces
mycobactéries, du fait de leur pouvoir pathogene faible et de I’importance de 1’épidémie de TB.
Néanmoins, une augmentation des cas d’infection par ces mycobactéries a été observée au cours
de ces dernieres années, surtout dans les pays industrialisés (Falkinham, 2016). Ces
mycobactéries sont assez résistantes aux désinfectants de I'eau couramment utilisés, tels que le
chlore, et leur capacité a persister dans les approvisionnements urbains en eau peut contribuer
a la prévalence croissante des maladies pulmonaires liées aux mycobactéries opportunistes
(Falkinham et al., 2015).

Ces bactéries peuvent causer de graves complications lorsqu’elles sont combinées a d’autres
agents de maladies pulmonaires comme la mucoviscidose. En effet, le taux d'infection,
notamment par Mycobacterium abscessus (M. abscessus), des patients atteints de
mucoviscidose a augmenté dans le monde ces derniéres décennies (Aitken et al., 2012; Bryant
etal., 2016, 2013; Floto et al., 2016; Thomson et al., 2020).
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Les agents mycobactériens opportunistes les plus fréquents chez des patients appartiennent au
complexe de Mycobacterium avium (MAC) avec principalement, Mycobacterium avium subsp
(sous espece « subspecies » en anglais) hominissuis (Mah) et Mycobacterium intracellulare
(Hoefsloot et al., 2013; Whiley et al., 2012). 1l peut également étre mentionné Mycobacterium
ulcerans, I’agent de 1’ulcére de Buruli, qui est la deuxieme maladie mycobactérienne la plus
répandue en Afrique (Dhungel et al., 2021; Fevereiro et al., 2021).

Certaines de ces mycobactéries environnementales sont donc classées comme agents
pathogenes opportunistes, mais peuvent avoir des implications vétérinaires et sanitaires
importantes. Les mycobactéries pathogénes d’importance vétérinaire a mentionner sont
principalement Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) qui est ’agent de la
paratuberculose, également connue comme la maladie de Johne (Biet et al., 2005; Momotani et
al., 2012; Rowe and Grant, 2006), chez des ruminants. Une autre mycobactérie qui appartient
également au complexe MAC est M. avium subsp avium, I’agent de la tuberculose aviaire, aussi
bien chez les oiseaux de rente ou domestiques que sauvages (Algammal et al., 2021; Dhama et
al., 2011). Les mycobactéries opportunistes ou pathogénes peuvent étre responsables de
réactions positives lors d’un test de dépistage de la tuberculose (TB) par tuberculination, aussi
bien chez les humains que chez les animaux, mais ne font pas I’objet de déclaration obligatoires.
(Karakousis et al., 2004; Kuenstner et al., 2017; Rindi and Garzelli, 2016; Runyon, 1965).
Mycobacterium leprae est un agent pathogene strict ou obligatoire pour les humains provoquant
la lepre. Ce bacille est également connu sous le nom de bacille de Hansen en 1’honneur du
bactériologiste norvégien Gerhard Armauer Hansen qui I’a découvert en Norveége en 1873.
D’autres agents de lepre ont été décrits, notamment Mycobacterium lepromatosis qui provoque
une lépre lépromateuse diffuse chez I’humain ou Mycobacterium lepraemurium qui est

responsable de la lépre murine (Rojas-Espinosa and Lavik, 2001; Sharma et al., 2019).

1.1.3. Le complexe de Mycobacterium tuberculosis

Le groupe des mycobactéries pathogenes contient également les membres du MTBC. lls
peuvent provoquer la tuberculose chez les humains et/ou chez les animaux.

La TB est une maladie infectieuse chronique causée par les agents du MTBC avec notamment,
I’agent principal de la tuberculose humaine, Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). La
TB a été décrite dés I’antiquité par plusieurs auteurs comme une maladie amaigrissante appelée

« Phtisie » et provoquant des symptomes d’insuffisance respiratoire.
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L’origine de la tuberculose humaine semble dater de la période du Néolithique ou des traces de
TB ont été retrouvées dans les premicres populations humaines d'Afrique datant d’au moins 70
000 ans (Buzic and Giuffra, 2020; Comas et al., 2013). Le terme « tuberculose » a été utilisé
pour la premiere fois par le médecin Johann Lukas Schonlein en 1839. Son nom vient du latin
tuber signifiant excroissance et du fait que la maladie se caractérisait par des tubercules (Murray
etal., 2014).

En 1865, le médecin Jean-Antoine Villemin montra que cette maladie était due a un microbe
qui se transmettait par voie aérienne. Dans son étude, il montra que le microbe pouvait se
transmettre d’humains au lapin, du bétail au lapin, du lapin au cochon d’Inde et entre lapins.
Ainsi, le potentiel zoonotique de la TB fut mis en évidence, de méme que le fait que la maladie
était transmissible par un micro-organisme spécifique (Villemin 1865). Les travaux de
Villemin, qui ont été trés décriés a I’époque, furent ensuite repris en 1882 par le microbiologiste
Robert Koch. 11 répéta I’infection de TB entre le lapin et le cochon d’Inde avec du matériel
infectieux isolé d’humains , puis isola la souche infectieuse, appelée bacille de Koch (BK), sur
un milieu de culture (Koch, 1982). La découverte de M. tuberculosis lui valut le prix Nobel de
médecine en 1905. Le bactériologiste et hygiéniste Carl Fligge montra par la suite en 1897 que
le bacille pouvait se transmettre par des gouttelettes produites lors de la toux (« Fligge droplets
»).

Les membres MTBC ont une similarité tres forte entre eux, avec une homologie de 99% de leur
ADN (acide désoxyribonucléique) génomique (Figure 3) (Brosch et al., 2002; Rodriguez-
Campos et al., 2014; Supply et al., 2013). Néanmoins, il est possible d’identifier et de classer
les membres de ce groupe selon des caractéristiques dues a des événements génétiques comme
la présence de délétion ou d’insertion (indels) spécifiques nommeées des Régions de Différences
(RD) qui permettent ainsi de différencier les membres du MTBC (Figure 3).

Neuf lignées ont été définies a I’intérieur du MTBC. M. tuberculosis est présente dans les
lignées L1 a L4 et L7 tandis que les lignées L5 et L6 correspondent a Mycobacterium africanum
(respectivement M. africanum 1 et M. africanum 2). L8 et L9 ont été définies récemment, la
premiére lignée décrit un nouveau clade entre M. canettii et les autres lignées du MTBC et L9
comprenant une lignée de souches de M. africanum isolées de Somalie (Coscolla et al., 2021;
Ngabonziza et al., 2020; Silva et al., 2022). Les clades Al a A4 contiennent les agents de la
tuberculose animale (Coscolla et al., 2021; Napier et al., 2020; Noel H. Smith et al., 2009;
Streicher et al., 2007; Stucki et al., 2016).

24



L2

Al

L3
100 A2

100 L4
A3
100 —— L1 A4

100 L5

Chimpanzee

M. suricattae

— — :
M. mungi
100 ’j‘% Dassie

I M. microti

100 : Beee==xx= M. pinnipedii

100

M. orygis

100 M. caprae
100 =

BCG

M. bovis

0.002

— M. canettii

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 a A4 contiennent les agents de la tuberculose animale.
L’arbre a été enraciné avec Mycobacterium canettii. Cette figure provient de ’article de Brites et
collaborateurs (Brites et al., 2018).

1.1.3.1. Les membres humains du MTBC

Le MTBC est donc composé d’agents de tuberculose humaine comme M. tuberculosis,

M. africanum et M. canettii. Ces trois agents provoquent peu de cas zoonotiques et ont été
majoritairement isolés en Afrique d’ou ils semblent étre originaires (Figure 4) (Blouin et al.,
2014; Cardona et al., 2020; Frothingham et al., 1999; Gutierrez et al., 2005; Jong et al., 2010;
Noel H. Smith et al., 2009; Vasconcellos et al., 2010). Il est admis que les anciennes souches
de MTBC proviennent de mycobactéries environnementales appelées bacilles lisses de la TB
(comme M. canettii ou M. pseudotuberculosis) et qu’elles ont acquis au cours du temps des
¢léments de pathogénicité envers I’homme (Delogu et al., 2013; Supply et al., 2013).
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1.1.3.1.1. Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis est I’agent principal de la TB humaine. La transmission de cet agent pathogene
a été montrée chez des animaux domestiques comme des caprins (Cadmus et al., 2009), des
suidés (Arega et al., 2013), des canidés (Erwin et al., 2004; Hackendahl et al., 2004) et des
bovins (Ameni et al., 2013; Ocepek et al., 2005; Romero et al., 2011), mais aussi chez certains
animaux sauvages notamment en captivité comme des éléphants (Michel et al., 2013; Oh et al.,
2002), des rhinocéros (Oh et al., 2002) et des primates non humains (Oh et al., 2001; R.j et al.,
2001).

La TB est la plus grande cause de déces due a une maladie infectieuse de I’histoire, dépassant
la variole, le paludisme, la grippe, la peste et le SIDA combiné (Paulson, 2013). Bien que cette
maladie soit ancienne, elle est toujours trés présente avec environ 10 millions de personnes
tombées malades en 2020, soit une incidence de 127 cas pour 100 000 habitants, selon les
données du rapport « Global Tuberculosis reports » de 2021 de 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS). La TB est présente partout dans le monde (Figure 4) et représente aujourd’hui la
deuxieme plus grande cause de mortalité due a un agent infectieux (derriére le virus de la
COVID-19) avec 1,3 million de morts.

Incidence
per 100 000
e © populaton per year
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10-49
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Figure 4 : Incidence de la tuberculose en 2020 dans le monde. Cette figure provient du rapport de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) « Global Tuberculosis reports » de 2021.
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Il existe deux formes de TB. La premiére est la tuberculose active pendant laquelle le bacille se
multiplie et la maladie se développe. Cette forme, observée chez 10% des personnes infectées,
survient lorsque le systeme immunitaire du sujet infecté est défaillant (Palomino et al., 2007).
La deuxiéeme forme, qui est la plus répandue, est la tuberculose latente qui est celle ou
I’infection est contenue et n’engendre pas de signes cliniques, ce qui rend sa détection et donc
son éradication compliquée. Il est généralement possible de guérir de la TB en 6 mois en prenant
quotidiennement un cocktail d’antibiotiques composé de rifampicine, d’isoniazide, de
pyrazinamide et d’éthambutol pendant 2 mois, puis un cocktail de rifampicine et d’isoniazide
pendant 4 mois. Néeanmoins, la mauvaise gestion du traitement antituberculeux (utilisation a
mauvais escient ou incorrecte des antimicrobiens, administration de formules inefficaces ou
arrét prématuré du traitement) peut sélectionner des bacilles résistants aux antimicrobiens
utilisés (R), multi-résistants (MDR) ou ultrarésistants (XDR) ce qui aggrave ce probléme de
santé publique.

Le séquencage du génome de la souche de référence de Mycobacterium tuberculosis H37Rv en
1998 a permis d’améliorer les connaissances sur cet agent pathogéne, mais également sur les

autres mycobactéries, car il est le premier génome séquencé de ce genre (Cole et al., 1998).

1.1.3.1.2. Mycobacterium africanum

M. africanum a été découverte en 1968 (Castets et al., 1968) et a été définie comme le bacille
tuberculeux africain avant d’étre reclassifié comme une espéce a part entiere un an plus tard.
On retrouve cette espece le plus souvent dans les pays d’ Afrique de 1’Ouest ot on estime qu’elle
est responsable de 40% des cas de tuberculose pulmonaire et n’est retrouvée que
sporadiquement dans d’autres régions (Jong et al., 2010). Il est considéré que M. africanum a
une capacité moins importante a provoquer une tuberculose active, avec un taux de transmission
plus faible que par rapport a M. tuberculosis (Asare et al., 2018; de Jong et al., 2008; Eldholm
et al., 2021; Nebenzahl-Guimaraes et al., 2015; Sharma et al., 2016). Comme montré
précédemment, M. africanum est séparé en deux types, le type 1 (MAF1), prévalent dans le
golfe de Guinée et le type 2 (MAF2) qui est prévalent en Afrique de 1’Ouest Occidentale
(Frothingham et al., 1999; Vasconcellos et al., 2010). Les membres de ce groupe partagent la
délétion RD9. MAF1 possede une autre délétion RD711, tandis que MAF2 peut étre identifié
par les délétions de RD702, 7, 8 et 10 (Figure 5) (de Jong et al., 2005). En utilisant le
spoligotypage (1.2.3.2. Le spoligotypage), MAF1 est caractérisé par une perte des espaceurs
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(spacer) 8-12 et 37-39, tandis que dans MAF2, les spacer 7-9 et 39 sont absents (de Jong et al.,
2010).

“Modern"”
M. tuberculosis
M. africanum 1

M. bovis
BCG Danish

| M. pinnipedii

Figure 5: Représentation schématique des marqueurs moléculaires (SNP et RD) qui distinguent les
espéces du complexe Mycobacterium tuberculosis. Cette figure décrit plus particulierement les membres
responsables de la tuberculose animale. Les silhouettes d'animaux illustrent I'hdte principal auquel le
membre de MTBC est associé. Les seringues indiquent la présence d’une souche vaccinale (Gagneux,
2017).

1.1.3.1.3. Mycobacterium canettii

M. canettii a été isolée pour la premiere 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, fait bien partie du MTBC méme s’il en est le plus éloigné au niveau génotypique et
phénotypique (Goh et al., 2001; Koeck et al., 2011; Soolingen et al., 1997). M. canettii n’a
d’ailleurs été rattachée a ce groupe qu’en 1997 (Soolingen et al., 1997). Elle a été
principalement isolée chez des patients originaires d’ Afrique et en particulier dans la Corne de
I’ Afrique (Blouin et al., 2014; Bouzid et al., 2018; Pfyffer et al., 1998). Malgré de nombreux
cas, il n’a pas été possible de déterminer d’hotes réservoir pour ce micro-organisme bien qu’un
réservoir environnemental soit suggéré au vu de 1’absence d’observation de transmission inter-
humaine (Blouin et al., 2014; Fabre et al., 2004; Koeck et al., 2011). Une premiere étude a emis
I’hypothése que certaines plantes endémiques de la Corne de I'Afrique pourraient étre une niche
écologique de cet agent pathogéne (Loukil et al., 2019). D’autres études devront encore étre

réalisées pour determiner le ou les réservoirs de M. canettii. Un des problemes de ce pathogéne
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est qu’il ne partage pas la méme sensibilité aux antibiotiques que M. tuberculosis, pouvant alors
entrainer de ce fait des erreurs de diagnostic et la sélection de souches résistantes aux
traitements (Feuerriegel et al., 2013; Koeck et al., 2011).

Le premier séquencage du génome de M. canettii a été réalisé en 2011 sur la souche CIPT
140010059. Ce bacille se caractérise par la perte d’une région RD spécifique (RDca) et par une
mutation spécifique sur hsp65 (heat shock protein 65) (Supply et al., 2013).

1.1.3.2. Les agents de la tuberculose animale

1.1.3.2.1. Les membres du clade Al

Quatre agents de la tuberculose animale ne sont pas présents dans les clades A2, A3 ou A4,

mais sont proches des lignées 5 et 6 correspondant a Mycobacterium africanum et sont présent
dans le clade Al (Figure 3 et Figure 5) (Coscolla et al., 2021, 2013). Il est composé par :

- le Dassie bacillus qui a été isolé pour la premiére fois en 1954 en Afrique du Sud chez le
daman de montagne (Hyracoidea Procavia capensis) d’ou il tire son nom (« dassie » en anglais)
(Wagner et al., 1958). La premiére caractérisation de cet agent pathogéne a montré qu’il était
tres similaire a Mycobacterium microti (M. microti) (décrite dans la partie 1.1.3.2.4.

Mycobacterium microti). Néanmoins des événements de délétion ont été déterminés comme

RD5%s, RD25% et RD1% qui représentent la délétion d’une région codant pour les composants
du systéme de sécrétion ESX-1 (Figure 5) (Mostowy et al., 2004).

- Mycobacterium suricattae, dont la premiere observation a été faite chez les suricates
(Suricata suricatta) dans les années 1990, a dans un premier temps été confondu avec
M. tuberculosis (Alexander et al., 2002), puis M. bovis (Drewe et al., 2009). Cet agent a ensuite
été décrit en tant que nouveau membre du MTBC en 2013 (Parsons et al 2013). Les suricates
vivent en groupe et interagissent fortement entre eux, pouvant ainsi favoriser la transmission de
cet agent pathogene (Drewe, 2009; Drewe et al., 2009). Ce bacille partage les événements
génétiques de délétion RD25% et RD1%S, décrits chez le Dassie bacillus, mais il peut étre
distingué de ce dernier par la délétion de RD5%" qui est spécifique a M. suricattae (Figure 5)
(Parsons et al., 2013).

-Mycobacterium mungi a été découverte en 2000 et isolée en 2010 au Botswana chez les
mangoustes rayées (Mungos mungo), espece chez laquelle la bactérie cause un fort taux de
mortalité (Alexander et al., 2010). Cet agent pathogéne partage une délétion, RD25%°, avec la
Dassie bacillus mais peut étre différencié de ce dernier avec une délétion additionnelle de RD1,
appelé RD1™" (Figure 5).
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- le Chimpanzee bacillus a été découvert chez un chimpanzé dans I’ouest de I’ Afrique alors
que les autres membres du clade A1 sont plutot retrouvés dans plusieurs pays d’Afrique du Sud

(Coscolla et al., 2013). Les connaissances sur ce bacille sont tres limitées.

1.1.3.2.2. Mycobacterium pinnipedii

Mycobacterium pinnipedii (M. pinnipedii) est un agent de tuberculose animale présent dans le
clade A2 (Figure 4 et Figure 5). Ce bacille a été décrit pour la premiere fois en 1991 chez des
otaries d’Australie et de Nouvelle-Zélande (Cousins et al., 1994; Forshaw and Phelps, 1991). I
a été appelé M. pinnipedii en 2003 (Cousins et al., 2003). Des infections a M. pinnipedii ont
également été décrites chez le tapir, le bovin, le lama, le gorille mais aussi chez les humains,
principalement chez des soigneurs en contact avec des animaux infectés (Kiers et al., 2008;
Moser et al., 2008; Thompson et al., 1993), ce qui permet de considérer cette bactérie comme
zoonotique. M. pinnipedii a en effet été retrouvée sur des dépouilles de momies péruviennes de
plus de 1 000 ans (Salo et al., 1994). Le génome de cet agent pathogéne comporte une délétion
spéecifique PiD1 qui permet de le distinguer des autres membres du MTBC (Bigi et al., 2005).

1.1.3.2.3. Mycobacterium caprae

Cette espéce a été identifiée en 1999 a partir d’un isolat de chévre (Aranaz et al., 1999).
Mycobacterium caprae (M. caprae) a d’abord été identifi¢é comme étant M. tuberculosis subsp
caprae, puis en 2003 elle a été élevée au rang d’espéce, devenant M. caprae (Aranaz et al.,
2003). Si les hétes préférentiels de cet agent pathogene sont les caprins (Bezos et al., 2012), il
est aussi capable d’infecter des bovins (Cvetnic et al., 2007), des cervidés (Chiari et al., 2014),
des ovins (Pesciaroli et al., 2014) mais également des bisons (Pate et al., 2006), des tigres
(Lantos et al., 2003), des lapins (Sevilla et al., 2020). Les humains peuvent également étre
infectés par M. caprae par contact direct ou consommation de produit contaminé (lait ou viande
par exemple) (Torres-Gonzalez et al., 2013). Ce bacille est surtout présent en Espagne ou il est
responsable de 0.3% des cas de TB humaine, mais ¢galement dans d’autres pays d’Europe de
1I’Ouest (notamment la France) et Centrale.

M. caprae provoque des lésions macroscopiques semblables a celles de la tuberculose

provoquée par M. bovis (décrite plus loin 1.1.3.2.7. Mycobacterium bovis) et elle peut étre

identifiée grace a des caractéristiques génétiques spécifiques (Domogalla et al., 2013; Huard et
al., 2003; Rettinger et al., 2017). Une récente publication basée sur le WGS a permis de séparer

M. caprae en 2 sous-lignées distinctes (Shea et al., 2022). Cette bactérie a également un impact
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économique fort puisqu’avec M. bovis et M. tuberculosis, elle fait partie de la liste des agents
de tuberculose réglementé.

Le premier genome complet de M. caprae a été obtenu en 2015 (de la Fuente et al., 2015).
RD12 et RD13 permettent de différencier M. caprae et M. bovis du reste des membres de
MTBC, tandis que des polymorphismes dans RD4 permettent de distinguer M. caprae 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. Mycobacterium microti

Ce bacille a été découvert en 1937 au Royaume-Uni. 11 est I’agent principal de la tuberculose
chez les rongeurs et en particulier chez le campagnol qui est son héte principal (Elton et al.,
1935; Wells, 1937). 1l peut également étre sporadiquement trouvé chez de nombreuses especes,
dont les humains chez lesquels une trentaine de cas d’infection a M. microti ont été déclarés en
Europe entre 1998 et 2010 (Panteix et al., 2010). Les personnes infectées sont genéralement
immunodéprimées, mais I’infection a déja été rencontrée chez des personnes
immunocompétentes (Emmanuel et al., 2007; Frank et al., 2009; Niemann et al., 2000). Il a été
montré que M. microti pouvait étre retrouvée chez les animaux sauvages tels que des sangliers,
des cervidés, des blaireaux, des renards (Chiari et al., 2015; Ghielmetti et al., 2021; Michelet et
al., 2021, 2016, 2015a; Tagliapietra et al., 2021) et domestiques comme les chats et les chiens
(Deforges et al., 2004; Gunn-Moore et al., 1996; Michelet et al., 2020a, 2016, 2015b; Peterhans
et al., 2020; N. H. Smith et al., 2009) ou encore certains animaux de rente comme les porcs, les
chévres, les lamas ou les bovins (Michelet et al., 2016). 1l a également été montré que cet agent
pathogéne pouvait étre endémique dans certaines régions de France (surtout dans le sud et le
centre de la France) (Laprie et al., 2013; Michelet et al., 2015b). L’analyse par spoligotypage

(voir partie 1.2.3.2. Le spoligotypage) a permis de définir deux types majoritaires de cet agent

pathogene : le type vole (pour campagnol en anglais) et le type llama (pour lama en anglais)
(Horstkotte et al., 2001; van Soolingen et al., 1998). La comparaison de M. microti avec le
génome de référence de M. tuberculosis, H37Rv, a permis de mettre en évidence de nombreuses
RD comme RD5™M¢, MiD1, MiD2, MiD3 et RD1™¢ (Figure 5) (Frota, 2004). Cing génomes
complets de type vole ont récemment été assemblés et mis a disposition par le NCBI (Centre
national d’information sur les biotechnologies), ce qui a permis de valider la présence des
régions de différence retrouvées entre M. microti et M. tuberculosis et notamment la perte de
RD1™¢ (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 en partie sa faible virulence pour les humains (Orgeur et al., 2021;
Pym et al., 2002).

1.1.3.2.5. Mycobacterium orygis

M. orygis a longtemps été considéré comme un variant de M. bovis (J.R.B. Flamand et al., 1994;
J. R. B. Flamand et al., 1994; Greth et al., 1994). Cet agent pathogéne a été isolé en 1976 chez
I’oryx (Oryx bacillus) (Lomme et al., 1976) avant d’étre défini en 2006 comme une espéce a
part entiére grace a la biologie moléculaire pour finalement étre intégré au MTBC en 2012
(Huard et al., 2006; van Ingen et al., 2012). Ce bacille est surtout présent en Afrique et en Asie
du Sud (Dawson et al., 2012; Marcos et al., 2017). Il est I’agent causal de la tuberculose chez
I’oryx, mais a aussi été décrit chez des antilopes, des singes, des cerfs, des rhinocéros, des
buffles, des bovins et chez les humains (Dawson 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 de M. orygis a été obtenu récemment (Rufai et
al., 2021). Son analyse a permis de mieux décrire cette espéce avec la détermination de
caractéristiques genétiques spécifiqgues comme certains RD (RD12°* par exemple) ou des
polymorphismes mononucléotidiques (SNP pour single nucleotide polymorphism en anglais)

(G—A dans gyrB a la position 113 par exemple) (Figure 5) (van Ingen et al., 2012).

1.1.3.2.6. Mycobacterium bovis BCG

Le seul vaccin utilisé contre la tuberculose humaine est le BCG. Ce vaccin bilié a été développé

par le médecin Albert Calmette et le vétérinaire Camille Guérin (Bilié de Calmette et Guérin
ou BCG). La souche originale de M. bovis dont le BCG est issu, a été isolée par Edmond Nocard
en 1901 d’une vache atteinte de tuberculose mammaire, puis cette souche a été transférée a
Calmette et Guérin (Oettinger et al., 1999). M. bovis BCG a été créée par atténuation lors de
230 passages successifs sur milieu a la pomme de terre, bilié et glycériné. M. bovis BCG est
depuis 1921 le vaccin contre la TB humaine (Mahairas et al., 1996) mais également chez
I’animal. En effet, bien que des essais d'efficacité sur le terrain réalisés au début du XXe siccle
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, 2018), I’impossibilité d’utilisation d’autre type de
mesures de contréle efficace dans des pays a forte endémicité de la maladie chez le bovins et
I'émergence de réservoirs sauvages de M. bovis ont suscité un regain d'intérét pour I'utilisation

de ce vaccin dans la lutte contre la tuberculose bovine.
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Plusieurs souches de M. bovis BCG existent. En effet, a partir de 1924, la culture originale de
la souche a été distribuée a divers laboratoires dans le monde (Oettinger et al., 1999). Plusieurs
différences génétiques ont été identifiées entre les souches filles comme des SNP, des RD, des
duplications et différents sites d’insertion d’une séquence d’insertion d’IS6110 (Abdallah et al.,
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., 2000).

Beaucoup d’études ont été faites pour mieux comprendre la différence de virulence entre le
BCG, M. bovis de terrain et M. tuberculosis. L’utilisation de matrices de chromosomes
artificiels bactériens a permis de distinguer 14 RD entre la souche vaccinal de Pasteur et la
souche de référence de M. tuberculosis, H37Rv (Figure 6) (Behr et al., 1999; Brosch et al.,
2000, 1999; Gordon et al., 1999).
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Figure 6 : Représentation du génome de Mycobacterium bovis BCG Pasteur avec les régions de
différence (RD) en comparaison avec Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Pour chacun des RD mis en
évidence, il peut étre observé I’impact sur la délétion totale ou partielle de génes. Cette représentation
provient du site internet http://bioinformatica.uab.es/biocomputacio/treballs02-
03/b_rilova/copia%20de%20proyectobio/futuro/pagswebfuturo/perdidasbcg.htm.

1.1.3.2.7. Mycobacterium bovis

Ce dernier membre du groupe MTBC est 1’agent principal de la bTB. La présentation de

M. bovis est développée plus en détail au cours de ce manuscrit.
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1.1.4. L’agent principal de la tuberculose bovine, Mycobacterium bovis

1.1.4.1. Un agent pathogéne multi hote

La tuberculose bovine est une maladie infectieuse chronique dont I’agent principal est M. bovis,
dont I’héte principal est representé par les bovins. Néanmoins, la transmission et le maintien de
I’infection de M. bovis dans une population sont facilités par le caractere multi-hétes de ce
pathogene qui peut infecter de nombreuses especes de mammiferes :

- des animaux de rente comme les bovins, les ovins, les caprins mais également les
lamas ou les alpagas (Barlow et al., 1999; T. Crawshaw et al., 2008; D’Alterio et al., 2006;
Marianelli et al., 2010; Santos et al., 2020) ou les porcs (Di Marco et al., 2012).

- des animaux domestiques comme les chiens et les chats (qui ne peuvent pas
contribuer au maintien et a la transmission du pathogéne) (Gay et al., 2000; O’Connor et al.,
2019).

- des animaux sauvages libres ou en captivité comme les sangliers, les cervidés, les

opossums, les blaireaux ou les renards (Gortazar et al., 2012; Lambert et al., 2017; Matos et al.,
2016; Millan et al., 2008; Nugent et al., 2015; Palmer, 2013; Payne, 2014).
Tous les hotes ne jouent pourtant pas le méme rdle dans la survie et la dissémination de ce
pathogene. Celui-ci va dépendre de la réceptivité, de la sensibilité et du niveau d’excrétion de
I’héte qui vont permettre de définir son réle dans la dynamique de I’infection au sein de la
communauté d’hotes. Ce role est calculé avec un taux de reproduction de base ou Ro, qui se
définit par le nombre moyen de cas secondaires provoqués par un sujet atteint d’une maladie
transmissible au sein d’une population (ou infecté par cet agent) (Palmer, 2013; Smith, 2012;
Ward et al., 2012). Trois types d’hotes peuvent étre définis :

- ’hdte de maintien qui est un hote avec un RO égal ou supérieur a 1. Cet hote a
plusieurs roles éco-épidémiologiques. Tout d’abord, le réle d’hote amplificateur, car il sert
d’habitat et de support pour le développement de 1’agent pathogéne qui a su dé¢jouer I’'immunité
de son hote. L agent pathogene peut ensuite se développer et infecter d’autres especes grace
aux déplacements en augmentant ainsi la zone infectée. L’hote joue donc un role de spatial
(permettant 1’extension de I’infection dans ’espace) et de temporel (permettant I’extension de
I’infection dans le temps). Cet hote permet, Seul, de faire persister I’infection au sein d’une
population et est une source d’infection pour les autres especes réceptives. (Corner, 2006;
Nugent, 2011).

- I’héte de liaison est un hote ayant un RO compris entre O et 1. Cet hodte n’est pas

capable de maintenir seul et de facon pérenne I’infection sans une source de contamination
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extérieure. Néanmoins, il permet tout de méme a 1’agent pathogéne d’étre transmis et joue donc
un réle dans la dissémination géographique (Corner, 2006; Nugent, 2011).

L’infection disparait en absence de source de contamination extérieure. Le blaireau, le sanglier,
le cerf (excepté pour la forét de Brotonne-Mauny) et le renard sont considérés comme des hotes
de liaison en France (selon I’avis de I’ ANSES du rapport d’expertise collective de 2021 « Role
épidémiologique du renard dans la transmission de la tuberculose bovine »). Ce réle peut étre
différent pour une espéce selon le pays étudié.

- I’hote cul-de-sac épidémiologique est un hote ayant un RO de 0. Dans ce cas, ni la
transmission ni le maintien ne sont assurés par cet hote. Il est souvent un hote « accidentel » de
I’infection. La plupart des carnivores sauvages non-mustélidés mais aussi le lapin, le rat, la
taupe et le hérisson sont considérés comme des hétes de liaison ou cul-de-sac (Hars et al., 2006;
Renwick et al., 2007).

Ces roles dépendent donc de la capacité d’un hote infecté a maintenir et transmettre 1’agent
pathogene. Ces caractéristiques varient selon la sensibilité pour M. bovis, 1’écologie et
I’éthologie de 1’hote (Palmer, 2013). La détection de I’infection de M. bovis a été réalisée chez
le sanglier Sus scrofa, espece tres réceptive a I’infection mais dont 1a capacité d’excrétion et la
sensibilité en général sont considérées faibles (mais peut dépendre de la région étudiée), il est
donc considéré un hote de liaison (Hars et al., 2013; Zanella et al., 2008). L’aire de déplacement
des sangliers étant vaste, elle permet ainsi I’extension géographique de I’infection (Ghielmetti
et al., 2021). Le cerf Cervus elaphus est également considéré comme un hote de liaison (Hars
et al., 2013, 2006). Il a été désigné comme un réservoir primaire de I’infection lors de la
découverte du foyer important de Brotonne-Mauny, car il transmettait et maintenait I’infection
de lui-méme, ce qui a entrainé 1’¢limination compléte de la population (Hars et al., 2013;
Zanella et al., 2008). Il est distingué le terme de réservoir primaire de celui de réservoir
secondaire par le fait qu’il transmet de lui-méme le bacille aux autres especes. Les chevreuils
(Capreolus capreolus) sont moins souvent trouvés infectés mais peuvent également, dans une
moindre mesure, étre considérés comme des hotes de liaison dans certaines circonstances, car
ils peuvent présenter une grande capacité d’excrétion lorsqu’ils presentent des lésions ouvertes,
ce qui peut favorise la transmission de 1’agent pathogene par contact indirect (points d’eau ou
paturages contaminés) (Lambert et al., 2017; Réveillaud et al., 2018). Le blaireau Meles meles
est également un hote de liaison important dans le cycle de transmission multi-héte. Plusieurs
études ont décrit I’infection a M. bovis du blaireau a M. bovis dans des nombreuses regions de
France (Payne et al., 2012; Réveillaud et al., 2018). La prévalence reste néanmoins plus faible

qu’en Irlande ou au Royaume-Uni, ou I’infection est trés présente dans les populations de
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blaireaux, ce qui lui vaux d’y étre considéré un héte de maintien (Allen et al., 2019; Olea-
Popelka et al., 2005). Bien que les renards semblent avoir une contribution moindre a la
circulation de M. bovis que le sanglier, le cerf ou le blaireau, ils pourraient néanmoins avoir un
réle dans les régions tres touchées, ou ils pourraient également étre considérés comme un hote
de liaison (selon 1’avis de I’ANSES du rapport d’expertise collective de 2021 « Role
épidémiologique du renard dans la transmission de la tuberculose bovine »).

Le caractere multi-h6te de cet agent pathogene le rend plus compliqué a surveiller et a éradiquer
par rapport a des agents pathogénes n’ayant qu’un héte de maintien (Nugent, 2011; Santos et
al., 2020). La multiplicité des especes infectées jouant le role d’hote de liaison individuellement
peut aussi permettre le maintien et la transmission de M. bovis dans une zone partagée par ces
différentes especes. La création de réservoir est conditionnée par la densité et I’interaction des
différents hotes (Caron et al., 2015; Haydon et al., 2002; Viana et al., 2014). En effet, il a été
montré en France dans les zones enzootiques, qu’il existe des communautés d’hotes regroupant
plusieurs espéces différentes (Réveillaud et al., 2018). Celles-ci, par contact majoritairement
indirect avec les bovins, permettraient un relai d’infection par la faune sauvage (Corner, 2006;
Drewe et al., 2013; Payne, 2014).

La surveillance de la maladie et de I’infection dans la faune sauvage est donc importante a

prendre en compte et sera détaillée dans la partie 1.3.3.2. _La tuberculose dans la faune

sauvage en France et le réseau Sylvatub.

La surveillance des animaux sauvages pourrait étre différente selon les pays, a cause de la
diversité des espéces affectées. Indépendamment de la région, elle est toujours difficile a mettre
en place du fait de la difficulté de capture, du co(t des mesures mises en place et des différentes
techniques de diagnostic et/ou dépistage utilisées (Gortazar et al., 2011; Hars et al., 2013; Jamin
and Riviére, 2020; Réveillaud et al., 2018; Ryser-Degiorgis, 2013; Thomas et al., 2021). Un
moyen de contrdle de la maladie et de I’infection dans les populations sauvages —et en retour
chez les bovins- est la réduction des effectifs des espéces affectés, comme cela a été pratiqué
en féret de Brotonne pour les cervidés et les sangliers (Réveillaud et al., 2018), ou encore en
Grande-Bretagne dans certaines zones pour le blaireau (Langton et al., 2022). La vaccination
par voie orale de la faune sauvage est une option de gestion plus éthique pour réduire la
propagation de I’infection et de la maladie. En effet, I’administration du vaccin BCG ou de
souches de M. bovis inactivée chez le blaireau (Meles meles) ou le sanglier (Sus scrofa) a montré
des résultats prometteurs dans le contréle de la maladie avec une réduction des lésions

tuberculeuses, mais également une baisse de la probabilit¢ pour 1’animal de développer la
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maladie ou d’excréter le bacille viable (Ballesteros et al., 2009; Chambers et al., 2011; Garrido
etal., 2011; Gormley et al., 2022; Gormley and Corner, 2013, 2017; Lesellier et al., 2020).
Depuis ’autorisation par la législation britannique du vaccin BadgerBCG©O en 2010, les
campagnes de vaccination locales de certaines régions du Royaume-Uni ont permis
I’administration de plus de 10 000 doses (Benton et al., 2020).

1.1.4.2. Un agent pathogéne zoonotique

M. bovis est un agent zoonotique qui peut se transmettre de I’animal aux humains dans certaines
conditions (Etchechoury et al., 2010). L’incidence de la TB zoonotique est en moyenne de
140 000 nouveaux cas par an (entre 69 800 et 235 000) (Kock et al., 2021; World Health
Organization, 2020). L’Organisation Mondiale de la Santé Animale (OMSA, ancienne OIE),
considére également que la tuberculose animale représente 1,4% des nouveaux cas humains de
TB. Cette incidence est néanmoins beaucoup moins importante dans les pays développés qui

ont mis en place diverses mesures pour lutter contre la bTB (voir partie 1.3.1. La tuberculose

bovine dans le monde).

La transmission de M. bovis des animaux aux humains peut se faire lors d’exposition directe a
un animal infecté ou en consommant des produits venant d’animaux infectés. Les humains
infectés par M. bovis peuvent néanmoins étre considérés plutét comme un héte cul-de-sac, car
la transmission entre humains et la transmission a I’animal sont rares (Pérez-Lago et al., 2014;
Sunder et al., 2009).

La véritable incidence de la tuberculose zoonotique reste incertaine en raison de I'absence de
données de surveillance de routine dans de nombreux pays et la non-réalisation de diagnostic
espéce dans les pays en développement. De plus, la prévalence de M. bovis chez les humains
est un indicateur inadéquat pour se rendre compte de I’impact total de la tuberculose zoonotique
(Duffy et al., 2020). En effet, comme il a été présenté précédemment, d’autres membres de la
branche animale du MTBC peuvent également provoquer une tuberculose chez les humains.
Par conséquent, le nombre de personnes contractant une tuberculose zoonotique chaque année
et souffrant des problémes de santé causés par I'infection a M. bovis pourrait étre plus élevé que
ce qui est actuellement estimé (Harris and Reza, 2012; Olea-Popelka et al., 2017; Von
Philipsborn et al., 2015). De plus, la tuberculose zoonotique chez les humains est souvent
associée a une tuberculose extra-pulmonaire qui peut étre mal ou non diagnostiquée, et donc
retarder l'initiation du traitement (Durr et al., 2013; Sunnetcioglu et al., 2015). Comme
mentionné précédemment, les caractéristiques intrinseques de M. bovis présentent des défis

particuliers pour le traitement et le rétablissement des patients. Par ailleurs, elle est
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naturellement résistante au pyrazinamide, I’un des quatre médicaments utilisés dans le schéma
thérapeutique standard de traitement antituberculeux de premiére intention.

Pour enrayer la tuberculose humaine, il est donc essentiel également de lutter contre sa forme
zoonotique. Une Feuille de Route a été établie en 2017 par ’OMSA (anciennement OIE),
I’OMS et I'Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et 1’agriculture (FAO) pour
définir les grands axes de lutte contre la tuberculose zoonotique.

Ce plan repose sur le concept « Une Seule Santé » qui se base sur un principe simple, selon
lequel la protection de la santé humaine passe par celle de I'animal et/ou de la lutte contre
I’infection animale, ainsi que de leurs interactions avec I'environnement (Roadmap for zoonotic
tuberculosis OIE 2017). La feuille de route a été rédigée a la suite d’une stratégie mise en place
par ’OMS en 2014 ayant pour but de mettre fin a la tuberculose humaine, dont la tuberculose
zoonotique, d’ici 2030. Elle contient 3 thémes principaux qui sont d’améliorer les
connaissances scientifiques, de réduire la transmission a l’interface animal-homme et de

renforcer des démarches intersectorielles et collaboratives.

1.1.4.3. La persistance de M. bovis dans I’environnement

En plus d’étre résistante au froid et a la congélation (Borham et al., 2022), M. bovis présente
également une persistance environnementale de plusieurs semaines a plusieurs mois, que ce
soit en condition d’été ou d’hiver, sur différentes matrices comme le sol (Barbier et al., 2017;
Fine et al., 2011; Ramzi et al., 2014), I’eau (Fine et al., 2011), certains aliments comme le mais
(Fine et al., 2011; Palmer and Whipple, 2006), les féces (King et al., 2015; Tanner and Michel,
1999) ou le lisier (O’Hagan et al., 2016; Scanlon and Quinn, 2000) et le foin (Fine et al., 2011,
Palmer and Whipple, 2006).

Cette résistance et cette persistance dans différents environnements rendent 1’éradication de 1a
tuberculose animale plus compliquée et constituent un facteur de risque épidémiologique
supplémentaire (Allen et al., 2021). En effet, le fait que M. bovis puisse survivre pendant de
longues périodes dans le sol (Ramzi et al., 2014), a conduit les chercheurs a postuler que la
transmission indirecte par contamination environnementale peut faciliter la persistance et la
propagation de la tuberculose bovine (Allen et al., 2018; Brooks-Pollock et al., 2014; Ward et
al., 2010). Néanmoins, la fagon dont M. bovis arrive a persister dans différents milieux hostiles

n’est pas connue.

1.1.4.3.1. L’interaction avec la faune du sol

Les mycobactéries sont également capables d’interagir avec la faune du sol. M. bovis, comme
d’autres mycobactéries pathogenes, peut interagir avec les amibes (Butler et al., 2020; Mba
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Medie et al., 2011; Sanchez-Hidalgo et al., 2017). Sa survie pendant plusieurs mois apres
I’infection dans plusieurs espéces d’amibes telles que Acanthamoeba polyphaga,
Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba lenticulata, Vermamoeba vermiformis et
Dictyostellium discoideum sous différentes formes (trophozoites et kystes) a été démontrée en
conditions expérimentales (Mardare et al., 2013; Sanchez-Hidalgo et al., 2017; Taylor et al.,
2003). Un «entrainement » du MTBC a I’échappement au macrophage de 1’hote lors de
I’infection a été suggéré par certaines études (Butler et al., 2020).

Le lombric pourrait également étre un acteur de la dissémination de M. bovis. Apres avoir
ingéré de la matiere fécale fraiche contenant la bactérie, il est capable de le disséminer dans le
sol par le biais des turricules qu’il laisse a la surface lorsqu’il creuse ces tunnels (Barbier et al.,
2016). M. bovis peut rester jusqu’a 4 jours dans le systéme digestif du lombric avant d’étre
excrete dans le sol ce qui lui permet de se protéger des UV et de la déshydratation, et donc
favorise sa persistance dans 1’environnement.

Etant capable d’infecter les humains, les animaux et persister dans 1’environnement, M. bovis
est un parfait exemple pour illustrer le concept « d’une seule santé ». Il est donc important de
prendre en compte ces trois composantes pour mieux comprendre les liens de transmission de

cet agent pathogene et pouvoir le combattre de maniere plus efficace.

1.1.5. L’infection par M. bovis, la tuberculose animale et ses facteurs de risqgue

1.1.5.1. Les étapes de Pinfection de M. bovis chez les bovins

Lors de I’infection d’un hote, les bacilles qui ont pénétré dans I’organisme sont rapidement
phagocytés par les macrophages lors de 1’activation de la réponse non spécifique du systeme
immunitaire. Bien qu’une partie des bacilles soient détruits lors de cette étape, une autre partie
peut réussir a survivre dans les macrophages ils sont alors appelés bacilles quiescents et s’y
multiplier, généralement sans signe clinique (Delannoy et al., 2020; Pollock and Neill, 2002;
Thorel, 2003). La généralisation de la TB correspond a la phase ou la réponse immunitaire est
inefficace et les bacilles se disséminent dans I’héte. Ils peuvent le faire par voie bronchique,
donnant une tuberculose pulmonaire ou par la voie lympho-hématogéne, donnant une
tuberculose aigue (Borham et al., 2022; Buddle et al., 2018; Thorel, 2003). Dans la plupart des
cas de stabilisation, il y a cicatrisation des lésions qui peuvent se calcifier avec présence de
remaniements fibreux ou de nodules persistants appelés tuberculomes (Baunin et al., 2013).

Il est important de mentionner que ces étapes d’infection chez les bovins ne sont pas totalement

extrapolables a toutes les espéces animales sensibles a ’infection a M. bovis.
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1.1.5.2. Les voies de transmission de Mycobacterium bovis

Chez les bovins, la plus importante voie d’infection serait la projection et dispersion de
gouttelettes dans I’atmosphére d’un animal infecté (Fennelly et al., 2004; Loudon and Roberts,
1967). Les feces et 1’urine peuvent aussi étre des sources de contamination si la localisation de
la TB est digestive ou rénale (Goodchild and Clifton-Hadley, 2001; Humblet et al., 2009;
Pollock and Neill, 2002). Le lait peut également étre une source de contamination. Parmi les
voies d’excrétion, les sécrétions lors d’infection génitale sont retrouvées (Francis, 1958). Le
risque d’excrétion dépend de la nature des lésions. En effet, les formes dites ouvertes de
tuberculose (poumon, intestin, utérus, mamelle, etc) sont considérées plus dangereuses (Fischer
et al., 2005). Néanmoins, les animaux sans lésion peuvent quand méme excréter des quantités
faibles de bacille, suffisantes pour infecter d’autres animaux. Cette infection peut se faire avec
quelques bacilles (1 seul bacille viable est suffisant pour provoquer la bTB) par inhalation d’un
aerosol contenant I’agent pathogéne ou avec une dose plus forte en bacilles par ingestion
d’aliment contaminé (4*108 bacilles) (Dean et al., 2005; Johnson et al., 2007).

1.1.5.3. Les facteurs de risque

Le risque qu’un animal ait la bTB et contamine les autres membres du cheptel dépend de
plusieurs facteurs individuels, liés au cheptel et a I’environnement.

D ‘introduction

L’un des facteurs individuels qui peut jouer sur la probabilité de I’introduction de la maladie
chez un animal est son age (Cleaveland et al., 2007; Dejene et al., 2016; Delafosse et al., 2002;
Hamed et al., 2021). En effet, un animal qui vit plus longtemps a plus de risques d’étre exposé
et d’étre mis en contact avec M. bovis. L’age inclut un déclin de la résistance a I’infection qui
peut aussi expliquer qu’il soit un facteur de risque (O’Reilly and Daborn, 1995).

La compétence immunitaire peut également varier selon de nombreux criteres comme la
présence de co-infections, une mauvaise alimentation ou 1’état physiologique de 1’animal
(Skuce et al., 2011; van Crevel et al., 2002)). La race du bovin joue également un role sur le
risque individuel et sur la sensibilité de I’animal aux maladies (le Roex et al., 2013). En effet,
I’expression de genes entre certaines races bovines peut étre différente et jouer un rdle dans la
réponse a I’infection a M. bovis (Brotherstone et al., 2010; Humblet et al., 2009; Skuce et al.,
2011). Il a été montré une résistance plus élevée a la bTB chez Bos taurus indicus par rapport
a Bos taurus taurus (Ameni and Erkihun, 2007; Carmichael, 1941). Cet aspect est encore mal
compris, mais plusieurs études notamment de GWAS (genome-wide association study en

anglais ou étude d’associations pan-génomiques) ont été et sont réalisées pour connaitre les
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genes impliqués dans la résistance a la maladie et leur mode d’action. Il pourrait ensuite étre
possible de sélectionner des espéces plus résistantes a I’infection de M. bovis, méme si il est
toujours dangereux d’envisager une sélection sur de tels critéres (Banos et al., 2017;
Bermingham et al., 2014; Ruiz et al., 2019; Uren et al., 2017). Néeanmoins il se pourrait que les
différences observées entre les races puissent étre expliquées par des utilisations et gestions des
cheptels différents.

Indépendamment de la race, certains traits de sensibilité et/ou résistance ont été trouvés chez
les bovins (Skuce et al., 2011). lls constitueraient une caractéristique importante pour la
transmission de M. bovis et des données récentes suggerent qu’elle pourrait jusqu’a un certain
point étre sous controle de traits génétiques qui restent encore a explorer. Des études de
simulation suggérent que la sélection génétique d’animaux pour la résistance a la maladie peut
compléter et améliorer considérablement les approches actuelles de contrdle de la maladie en
vue de I'éradication de la tuberculose bovine (Tsairidou et al., 2018).

Le type de cheptel est un facteur de risque important dans le développement de la bTB. Les bovins
laitiers subissent d’importants changements hormonaux et des stress qui peuvent provoquer un
passage d’une tuberculose infection a une tuberculose clinique (Barlow et al., 1997; Broughan 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 études (Bonsu et al., 2000; Brooks-Pollock et al., 2013;

Broughan et al., 2016; Inangolet et al., 2008).

Voisinage et propagation

La taille et la densité de I’élevage augmentent aussi le risque d’introduction de la maladie chez
un animal mais aussi de la propagation dans le cheptel. En effet, d'un point de vue biologique,
la probabilité d’infection d’un cheptel augmente en fonction de sa taille, car plus le nombre
d'animaux a risque est élevé, plus la probabilité que I'un d'entre 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
propagation d’un animal a I’autre ou d’un troupeau a I’autre. Plus le nombre d'animaux soumis
aux tests cutanés est important, plus la probabilité d'avoir un animal réagissant est élevée.
Néanmoins, un nombre de tests plus important peut augmenter le risque d’avoir des tests
faussement positifs, car leur spécificité est imparfaite. Des facteurs de risque liés a la gestion,
tel que le taux de renouvélement du troupeau, la densité de peuplement, I'entreprise agricole et
les aliments (pouvant étre contaminé par exemple) peuvent également trouver un lien avec la
taille du cheptel (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 favoriser une propagation plus ou moins
rapide de I’infection au reste du troupeau si un des animaux est infecté. Le déplacement du
troupeau (transhumance) ou ’introduction de nouveaux bovins dans un cheptel sont aussi des
facteurs de risque majeurs surtout si les animaux proviennent d’une zone ou la bTB est trés
prévalente et/ou s’il y a eu un défaut de dépistage lors de I’introduction de 1’animal (Avila et
al., 2018; Marsot et al., 2016; Palisson et al., 2016; Ribeiro-Lima et al., 2015). Il est donc
important que ces événements soient controlés et encadrés (voir partie 1.3.3.1. _Mise en place

des mesures pour ’éradication de la tuberculose bovine en France).

L’hygiéne et 1‘entretien des €levages influencent également le risque d’infection du cheptel.
Des locaux mal entretenus, humides, mal ventilés ou avec une promiscuité trop élevée entre les
bovins sont des facteurs de risque de propagation de la bTB (Skuce et al., 2011). Il n’est par
contre pas établi si le mauvais état corporel d’un animal infecté est le résultat ou la cause d’une
infection a M. bovis (Humblet et al., 2009). Le prét de matériel entre éleveurs peut également
étre un facteur de risque supplémentaire de propagation de la maladie. La présence d’autre
élevage a proximité du cheptel est également un facteur de risque supplémentaire, car il peut
favoriser les contacts entre les bovins des différentes patures ou la contamination par contact
indirect (Griffin et al., 1993).

Résurgence

Le climat, la présence d’eau ou de forét peut permettre la persistance de M bovis dans
I’environnement ou dans la faune sauvage ce qui représente un risque d’infection ou de ré-
infection de cheptel ainsi qu’un risque de propagation de la maladie aux autres cheptels a

proximité (Biek et al., 2012; Ribeiro-Lima et al., 2015).

1.2. Les méthodes de détection de la tuberculose.

Du dépistage de la maladie au typage précis de la souche responsable de 1’infection, il existe de
nombreux outils aux réles différents et complémentaires pour lutter le plus efficacement
possible contre la bTB.

Plusieurs tests ont été développés au cours du temps pour depister la bTB. Deux tests de
dépistage basés sur la détection de la réaction d’hyper sensibilité retardée (HSR) ont été
reconnus par I’OIE depuis 1964 en accord avec la directive de la législation européenne
64/432/CEE et la loi européenne sur la santé animale (LSA) (EFSA Panel on Animal Health
and Welfare (AHAW) et al., 2017). Ces tests sont I’intradermo-tuberculination simple (IDS) et

I’intradermo-tuberculination comparative (IDC) qui sont développées plus tard dans cette partie
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(More et al., 2017). La loi autorise également aux Etats membres 1’utilisation du test de dosage
de I’interféron gamma (IFN-y). Ce test est utilisé par la France en accord avec 'avis de I'ANSES
2017-SA-0121 (datant de décembre 2019) et selon les conditions fixées par un arrété ministériel
(arrété du Ministre chargé de I'agriculture du 19 octobre 1999). Une réponse non négative a un
de ces tests de dépistage, d’un test de dosage de I’interféron gamma (IFNy) ou a un test
sérologique, permet de suspecter ’animal d’étre infecté de TB et va entrainer un abattage
diagnostique ou un contrdle par test de dosage de IFNy de 1’animal suspect ainsi que le
placement sous arrété prefectoral du cheptel de la mise sous surveillance (arrété du 8 octobre
2021). Dans le cas d’une confirmation de I’infection de I’animal, la qualification « indemne
d'infection par le complexe Mycobacterium tuberculosis » est retirée au cheptel et il est déclaré
infecté.

Les méthodes de diagnostic pratiquées en France pour mettre en évidence 1’infection selon
I’arrété du 8 octobre 2021 sont : la recherche bactériologique de M. bovis, M. tuberculosis ou
M. caprae sur milieu specifique et la PCR (« Polymérase Chain Reaction » en anglais, réaction
en chaine par polymérase). Celles-ci sont réalisées par des laboratoires agrées pour la recherche

de mycobactéries par les techniques citées.

1.2.1. Diagnostic ante mortem

1.2.1.1. Les tests tuberculinigues

Les tests ante mortem sont des tests efficaces pour le dépistage de I’infection. Lors de I’infection
d’un bovin et de la pénétration de M. bovis dans les macrophages et autres cellules du systéme
phagocytaire mononucléaire une réaction immunitaire cellulaire va se mettre en place
impliquant en particulier les macrophages et lymphocytes T (Figure 7) (de la Rua-Domenech
et al., 2006; Pollock and Neill, 2002). Le dépistage de la bTB peut donc étre réalisé avec des
tests tuberculiniques ou épreuves d’intradermotuberculination (IDT) qui vont révéler HSR in
vivo a la suite d’injection intradermique de tuberculine (protéines purifiées extraites du

surnageant de culture de mycobactéries) (de la Rua-Domenech et al., 2006; Francis, 1958).
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Figure 7 : Représentation graphique de la réponse immunitaire chez le bovin aprés une infection par
Mycobacterium bovis et au cours de I’augmentation de la charge bactérienne. La réponse immunitaire a
médiation cellulaire (CMI) se développe au début de I’infection. En cas d’évolution clinique
défavorable, elle est ensuite progressivement remplacée par une réponse immunitaire humorale et une
production d’anticorps spécifiques a [’infection. Dans certains cas, le systétme immunitaire peut
s’épuiser et donner licu a une période d’anergie (Pollock and Neill, 2002).

Lors de test IDS, une dose de tuberculine bovine composée de 0,1 mL de dérivé protéinique
purifié bovin (PPD-B) titré a 20 000 UCT/mL est injectée dans I’épaisseur du derme (obligation
d’injection dans I’encolure en France) ou du pli sous-caudal (interdite en Europe) de 1’animal
(Figure 8). Un point d’injection supplémentaire de dérivé protéinique purifiée aviaire (PPD-A)
est réalisé lors de tests IDC. Les deux points d’injection a 4 heures d’intervalles (PPD-B et
PPD-A) sont alors séparés de 12 a 15 cm. La réaction est ensuite appréciée aprés 72h au point
d’inoculation (Delafosse et al., 2002; Monaghan et al., 1994) et implique la mesure de
I’épaississement du pli cutané a I’aide d’un cutimétre.

Pour ’IDC, une comparaison entre I’épaississement aux deux points d’injection est réalisée
pour augmenter la spécificité du test vis-a-vis des membres du MTBC par rapport aux autres
mycobactéries dites « atypiques » (par exemple les membres du complexe MAC). La lecture

est généralement accompagnée d’une lecture qualitative visuelle ou par palpation (Figure 8).
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Figure 8 : Réalisation (photo de gauche) de I’injection de la tuberculine puis (photo de droite) de la
mesure du pli de la peau (Philizot and Bénet, 2011).

Les avantages de I’IDS sont qu’elle est facile a utiliser et inoffensive pour 1’animal (Schiller et
al., 2010). La spécificité de ce test varie de 91% a 98,2% selon I’avis de I’ANSES (Dépistage
de la tuberculose bovine par le test interféron Avis de 1’Anses Rapport d’expertise collective).
La sensibilité de ce test est assez faible et peut varier fortement selon 1’expérimentateur de 76%
a 94% selon I’avis de I’ANSES. Il faut donc étre vigilant aux lectures trop précoces (bien que
la réglementation impose 72h, et plus ou moins 4h avec I’IDC, entre I’injection et la lecture)
(Lauzi et al., 2000) (Chenal 1994), au site d’injection (de la Rua-Domenech et al., 2006;
Monaghan et al., 1994) ainsi que de s’assurer de I’absence de grosseur ou de lésion au site
d’injection (Thorel 2003). Ce test induit de nombreux cas de résultats faussement positifs di a
des réactions avec d’autres mycobactéries du complexe MAC comme Mycobacterium avium
(Lauzi et al., 2000; Roupie et al., 2018; Seva et al., 2014). Un autre point négatif et qu’il faut
attendre 6 semaines entre deux IDT, car il y a I’induction d’une redirection de la capacité de
I’organisme a répondre a un nouveau test.
L’IDC est plus discriminante que I’IDS avec une meilleure spécificité avec des valeurs médiane
pouvant atteindre 100%, mais est plus difficile a réaliser et plus colteuse (Dépistage de la
tuberculose bovine par le test interféron Avis de 1’Anses Rapport d’expertise collective) . La
sensibilité de ce test est plus faible que celle de I’IDS et peut varier entre 40% a 80% selon
I’avis de I’ANSES. Avant 2017, I’utilisation de I’IDS restait majoritaire devant I’IDC, avec
57.9% des tests d’intradermo tuberculination (IDT) réalisées sur les troupeaux (Delavenne et
al., 2020). La préférence de I’utilisation des IDT s’est depuis inversée avec I’application de
Iinstruction 2017-979, note de service de la Direction Générale de I'Alimentation
(DGAL/SDSPA/2017-979) qui a rendu I’utilisation de I’IDC quasiment systématique afin
d’améliorer la qualité de surveillance en éliminant les faux tests positifs dus aux mycobactéries
atypiques (Delavenne et al., 2020).
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1.2.1.2. Le test de dosage d’interféron gamma

Le test a été développé dans les années 1980 en Australie. Il est basé sur le dosage d’TFNy qui
est une lymphokine produite par les lymphocytes thymodépendants (principalement de type
CCD4+, mais aussi de type CD8+ et y0TCR+) circulants qui ont été stimulés par des antigenes
mycobactériens (Figure 7) (Pollock et al., 2001; Rhodes et al., 2000; Tascon et al., 1998; Toka
et al., 2004). L’IFNy peut également étre produit dans certains cas par les cellules « tueuses
naturelles » (NK) (Olsen et al., 2005; Tascon et al., 1998; Toka et al., 2004). Aprés stimulation
d’un échantillon de sang d’un animal par différents antigénes, il est donc possible de doser
I’'IFNy afin de déterminer si les lymphocytes ont été en contact avec 1’agent pathogene et donc
si ’animal a été infecté (Pollock and Neill, 2002; Rothel et al., 1990; Wood et al., 1990). Le
test de dosage d’IFNy est utilisé en série pour le dépistage ou en parallele d’IDT pour
’assainissement en 1’utilisant comme un test de confirmation de réaction positive et négative.
Les avantages de cette technique, par rapport au IDT, sont qu’elle permet une détection précoce
de I’infection (1 a 5 semaines contre 3 a 6 pour les IDT) (Buddle et al., 1995; Coad et al., 2008;
de la Rua-Domenech et al., 2006; Neill et al., 1994; Wood and Jones, 2001) et permet de
détecter une importante proportion d’animaux infectés (de la Rua-Domenech et al., 2006; Neill
et al., 1994; Pollock et al., 2001). Un autre avantage de cette technique par rapport au IDT est
que la sensibilisation des lymphocytes se fait en laboratoire sur un préléevement de sang et pas
sur I’animal directement comme dans le cas de I’'IDT. La sensibilité du test IFNy PPD vari de
73,6% a 87,6% et a une spécificité de valeur médiane de 87,1% a 97% (Dépistage de la
tuberculose bovine par le test interféron Avis de 1’Anses Rapport d’expertise collective).
Néanmoins, I’utilisation d’autres immunogénes spécifiques au MTBC comme CFP10 (« 10kDa
Culture Filtrate Protein » en anglais, protéine du filtrat de culture de 10kDa) ou ESAT-6
(« Early Secreted Antigenic Target 6 kDa » en anglais, cible antigénique sécrétée précoce de 6
kDa) peut augmenter la spécificité du test et propose une sensibilité similaire au test IFNy PPD
(Buddle et al., 2001; de la Rua-Domenech et al., 2006; Gormley et al., 2006; Pollock et al.,
2000; van Pinxteren et al., 2000). Il est toutefois compliqué de généraliser les données du test
IFN,y car les seuils de positivité ne sont pas harmonisés entre les pays et que la majorité des
études utilisent les antigenes PPD-A et PPD-B ou les antigénes recombinés CFP10 et ESAT-6,
mais jamais en combinaison.

Dans certains cas, la bTB peut évoluer en phase anergique au cours de laquelle ’HSR ne peut

plus étre détectée. Lors de cette phase, les IDT et ’IFNy ne peuvent donc plus étre utilisés.
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1.2.2. Diagnostic post mortem

1.2.2.1. Présence de lésions a 1’abattoir

La découverte de ces lésions évocatrices de I’infection a la bTB a 1’abattoir est généralement
un bon indicateur et permet de suspecter I’animal comme étant infecté. Cette découverte doit
étre complétée par d’autres tests diagnostiques pour prouver que ce sont bien des 1ésions
tuberculeuses specifiques a un agent de la TB réglementée recherché (M tuberculosis,
M. caprae et M. bovis). Cette détection conduit a une saisie compléte ou partielle des carcasses
selon le stade d’évolution de la maladie. En Europe, la saisie est partielle si la 1ésion ne présente
pas de potentiel fort de dissémination et si la Iésion n’est pas généralisée et limitée a un seul
organe (note de service de la DGAL DGAL/SDSPA/SDSSA/N2013-8123 du 13 juillet 2013).
La proportion de foyers de bTB découverts a 1’abattoir peut étre révélatrice de 1’efficacité de la
surveillance et du dépistage mis en place. Cette proportion est passée de 70% a 80% au début
des années 2000 contre 28% en 2017, ce qui montre les progres de la France dans le dépistage
de labTB (Delavenne et al., 2020).

1.2.2.2. L’analyse histologique

Le résultat seul de I’histologie ne permet pas d’affirmer que 1’animal est infecté de TB, mais
permet de suspecter I’animal comme 1’étant et doit étre complété d’une analyse bactériologique
ou d’un test PCR. Cette technique a une bonne sensibilité (93,6% [89,9-96,9 %]) mais manque
de spécificité (83,3% [78,7-87,6 %]) ce qui explique qu’elle doive toujours étre confirmée par
une autre méthode (Courcoul et al., 2014; Watrelot et al., 2006). L’histologie est une technique
dont le résultat peut étre obtenu en moins de 8 jours. Cette analyse permet de présumer une
mycobactériose en observant les lésions et cellules immunitaires (granulome, nécrose et
cellules géantes de Langhans) avec la coloration a I'nématoxyline et a I'éosine (Larenas-Mufioz
et al., 2022; Varello et al., 2008). Elle permet également d’observer la présence de BAAR en
utilisant une coloration au Ziehl-Neelsen. Les bacilles apparaissent alors en rose a partir de
matériel tissulaire, de crachat ou de bacille isolé en laboratoire (Figure 2) (Deun et al., 2008).
D’autres colorations peuvent étre utilisées comme la coloration a I’auramine O qui donne une
coloration des bacilles en vert-jaune, mais doit étre confirmée par une coloration au Ziehl-
Neelsen (Costa et al., 2013).

1.2.2.3. L’analyse bactériologique

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 culture et le typage d’un échantillon

47



positif a M. bovis, M. caprae or M. tuberculosis. En France, les prélevements sont décontaminés
pour inactiver les bactéries contaminantes de 1’échantillon et éviter qu’une bactérie a croissance
rapide puisse épuiser les nutriments du milieu de culture et empécher la croissance de M. bovis
(Ambrosio et al., 2008; Medeiros et al., 2012). Cette méthode est appliquée selon la norme
AFNOR NF U47-104 en utilisant de I’acide sulfurique pour permettre la sélection des BAAR
dont la population est également réduite lors de cette étape (Thorel, 1982, 1976). Les
prélévements sont ensuite classiquement ensemenceés sur des milieux sélectifs solides tels que
Coletsos, Middlebrook 7H10 ou 7H11 avec de ’OADC (contenant de 1’acide oléique, de
I’albumine bovine, du dextrose et de la catalase), et Lowenstein-Jensen (avec I’addition de vert
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
cultivées en milieux liquides en utilisant le milieu Middlebrook 7H9 avec de I’ ADC (contenant
de I’albumine bovine, du dextrose et de la catalase), ou en tube MGIT (Mycobacteria Growth
Indicator).

Les souches isolées dans le réseau national de laboratoires agréés pour le diagnostic de la TB
sont centralisées au Laboratoire National de Référence (LNR). La sensibilité et spécificité
varient selon le protocole bactériologique utilisé comprenant non seulement le milieu de culture
mais également la méthode de décontamination utilisée (Ambrosio et al., 2008; T. R. Crawshaw
etal., 2008; Medeiros et al., 2012). En effet, ces aspects peuvent impacter le nombre de colonies
obtenues ou la rapidité de croissance de la mycobactérie (de Azevedo lIssa et al., 2017). Des
études utilisant différentes combinaisons de milieux de culture solides ont estimé cette
sensibilité entre 58.8% et 85.5% (Cavirani et al., 1999; Drewe et al., 2009).

En France, la sensibilité de la culture bactérienne sur un milieu solide de Lowenstein-Jensen a
été estimée a une valeur médiane 78,1% [72,9-82,8 %] et celle de la spécificité a 99,1% [97,1-
100,0 %] (Courcoul et al., 2014). L’isolement et I’identification de M. tuberculosis, M. caprae
ou M. bovis permettent d’identifier un animal comme infecté de TB.

La caractérisation du bacille impliqué dans I’infection peut étre réalisée a 1’aide de méthodes
moléculaires comme la PCR (qui est toujours utilisée en France pour compléter la bactériologie)

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

1.2.2.4. L’analyse par PCR

La PCR peut étre réalisée sur I’ADN extrait de tissus infectés sur les mémes prélévements
utilisés pour la bactériologie. L’identification de ’ADN d’un des agents recherchés par PCR

dans les tissus collectés post-mortem en premiére intention permet d’obtenir rapidement (48
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heures) un résultat pour un nombre important de ces suspects par rapport a la culture
bactérienne, ce qui permet de réduire les périodes de blocage des cheptels suspects mais qui
sont indemnes (Schiller et al., 2010).

Lorsque I’ADN de M. tuberculosis, M. caprae ou M. bovis est identifié ou qu’une analyse PCR
est retrouvee positive pour un des agents par le LNR, le bovin est considéré infecté de TB (arrété
du 8 octobre 2021). La PCR s’avére également trés utile et efficace lorsque les prélévements
sont contaminés par la flore de I’environnement et qu’ils sont inutilisables pour la culture.
Plusieurs cibles génétiques peuvent étre utilisées pour identifier les membres du MTBC ou plus
spécifiguement M. tuberculosis, M. caprae ou M. bovis. Celles utilisées dans la stratégie de
diagnostic moléculaire du LNR sont présentées dans le

Tableau 1. Par exemple, il peut étre recherché la séquence d’insertion IS6110, qui est exclusive
aux MTBC et dont I’utilisation est recommandée par le laboratoire de référence européen de la
bTB pour la détection des MTBC, peut étre recherchés. D’autres séquences spécifiques sont
utilisées en seconde intention pour identifier I’espéce comme RD4 ou RD7 qui permettent de
différencier M. bovis et M. caprae des 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 spécificité (Courcoul et al., 2014).

Tableau 1 : Résultat PCR obtenus pour différents membres du MTBC avec différentes cibles génétiques.
Le + indique la présence d’amplification de I’ADN d’une espéce pour une cible donnée. Le — indique
I’absence d’amplification (Barbier et al., 2016; Halse et al., 2011; Hénault et al., 2006; Michelet et al.,
2018c).

Espece 1S6110 1S1561 151081 RD4 RD7
Mycobacterium tuberculosis + + + +

Mycobacterium bovis + + + - +
Mycobacterium microti + - + +

Mycobacterium caprae + + + +

1.2.3. Génotypage des souches de M. bovis

1.2.3.1. Le polymorphisme de longueur des fragments de restriction basé sur la
séquence d’insertion 6110 (RFLP 1S6110)

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

des souches d’une méme espece du MTBC, étudier leur diversité et suivre leurs liens de

transmission. Plusieurs méthodes de génotypage ont eté développées au cours du temps.
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Les premiceres études d’épidémiologie moléculaire pour les membres du MTBC, et notamment
M. tuberculosis, ont commencé par 1’étude de séquences répétées du génome mycobactérien
avec le RFLP 1S6110 (« Restriction Fragment Length Polymorphism Insertion Sequence
6110 » en anglais, le polymorphisme de longueur des fragments de restriction basé sur la
séquence d’insertion 6110) (Allix et al., 2006; Soolingen et al., 1991). L’IS6110 est une
séquence d’insertion de 1 355 paires de base (pb) qui appartient & la famille des 1S3 (Thierry et
al., 1990). Elle est composée des cadres de lecture ouverts ORFA (open reading frame A en
anglais, cadre de lecture A) de 327 pb et ORFB de 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 transposase (Mendiola et al., 1992; Sekine et al., 1997; Thabet and Souissi,
2017). Les séquences d’insertion ont la capacité de transposer et de s’insérer a différents
endroits du génome. Cette transposition ainsi que des évenements de recombinaison entre deux
IS6110 peuvent induire des modifications dans le génome, notamment chez M. tuberculosis
(Gonzalo-Asensio et al., 2018; Refrégier et al., 2019; Shitikov et al., 2019). Le nombre de
copies et les sites d’insertion des IS6110 varient entre les souches au fil des différents
évenements génétiques (insertions, délétions...), ce qui permet un groupement des membres du
MTBC. Il a été montré que M. tuberculosis peut présenter jusqu’a 25 copies d’1S6110 alors que
M. bovis en possede dans la plupart des cas, une ou trés peu de copies (Gonzalo-Asensio et al.,
2018). L’une des copies est presque systématiquement toujours retrouvée dans la région
CRISPR (« Clustered Regulary Intersperced Short Palindromic Repeats » en anglais,
répétitions palindromiques courtes) du génome des MTBC (Hermans et al., 1990; Refrégier et
al., 2019; Thorne et al., 2011).

D’autres cibles ont été utilisées avec le RFLP pour identifier les souches de MTBC comme les
PGRS (c’est une séquence répétée polymorphique qui est riche en guanine et cytosine) qui sont
des séquences répétées riches en guanine et cytosine dans le génome des MTBC (Ross et al.,
1992). Cette séquence a servi de sonde pour identifier la présence de 30 copies de PGRS dans
les génomes de MTBC. En raison de la faible applicabilité du RFLP-1S6110 pour les souches
de M. bovis due a leur faible nombre de copies, le RFLP-PGRS a permis une amélioration
significative de la différenciation des souches de M. bovis (Cousins et al., 1993). Néanmoins,
le nombre conséquent de bandes rendait son interprétation compliquée.

Le RFLP 1S6110 est une méthode toutefois fastidieuse nécessitant une quantité d’ADN
importante. Elle a été remplacée progressivement par la combinaison du spoligotypage et du
MLVA (« Multilocus Variable Number of Tandem Repeats Analysis » en anglais, Analyse

multilocus du nombre variable de répétitions en tandem).
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1.2.3.2. Le spoligotypage

Le spoligotypage a été développé a la fin des annees 90 (Kamerbeek et al., 1997) et repose sur
le polymorphisme dans la région CRISPR (Zhang et al., 2010). Cette région a été decrite en
1987 et est définie par une succession de séquences répétées, appelée DR (« Direct Repeat » en
anglais) de 36 pb separées de spacers (Ishino et al., 1987). La région CRISPR est également
accompagnée d’un ensemble de genes cas de type I1I-A (« CRISPR associated » en anglais)
(He et al., 2012; Jansen et al., 2002; Refrégier et al., 2019).

La région CRISPR-Cas est impliquée dans un mécanisme de défense adaptatif de la bactérie lui
permettant d’intégrer une séquence de I’ADN d’un prédateur (phage, plasmide...) lors de la
premiere infection de la bactérie. Cette séquence devient un spacer qui est ajouté a la région
CRISPR, entre deux séquences répétées. Les genes cas peuvent utiliser la séquence lors d’une
seconde infection pour reconnaitre et inactiver le prédateur (Grissa et al., 2008, 2007; Li and
Peng, 2019; Louwen et al., 2014). Le réle de la région CRISPR des MTBC est encore mal
compris, car elle semble ne plus acquérir de nouveaux spacers et 1’évolution de cette région
semble se faire par délétions, qui sont généralement dues a la recombinaison de régions répétées
adjacentes ou de deux 1S6110 ou par duplication (événement moins fréquent) (Fang et al., 1999;
Freidlin et al., 2017; Gao et al., 2017; Hancock, 1995). Néanmoins une récente publication a
mis en évidence la capacité de cette région a détruire I’ADN étranger plasmidique (Refrégier
et al., 2019; Wei et al., 2019). Il a également été montré que les génes Cas pourraient jouer un
réle dans le stress des mycobactéries (Refrégier 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 entrecoupées de spacers non répétitifs. Le macroarray spoligotype peut étre
dessiné sur membrane, sur la technologie Luminex qui est utilisée au LNR. Le spoligotype peut

également étre déduit par séquencage (voir partie 1.4. _Le séquencage de M. bovis et son

application)(Aranaz et al., 1996; Guyeux et al., 2021; Haddad 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 internationale (Figure 9) (Smith,
2012). La mise en ceuvre de protocoles et d'une nomenclature normalisée pour I'identification
et la désignation des spoligotypes ainsi que la création de bases de données consultables en

ligne, sur le site https://www.mbovis.org, pour la comparaison des profils ont grandement
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facilité la comparaison inter-laboratoires des spoligotypes pour le suivi des souches et
I'épidémiologie.

Le pouvoir discriminant du spoligotypage est bien plus grand que celui du RFLP-1S6110 pour
I’étude des souches de M. bovis. L’utilisation de cette technique en 2001 avait permis
d’identifier 161 spoligotypes pour 1349 isolats de M. bovis, ce qui avait permis d’observer une
clusterisation de certains isolats et la présence élevée dans le panel étudié de deux spoligotypes
appelés BCG-like / SB0120 et GB54 / SB0121 (le numéro SB correspond a la nomenclature
internationale tandis que BCG-like et GB54 sont alias utilisés dans les rapports
nationaux)(Haddad et al., 2001). La combinaison de cette technique avec le MLVA permet
d’améliorer le pouvoir discriminant et de regrouper plus finement les souches par génotype

(Azé et al., 2015).

Mbovis.orq

Get spoligotype pattern from a SB number

SB Number SBO120

Figure 9 : Profil d’une souche de spoligotype SB0120 déterminé sur le site https://www.mbovis.org sont
également renseignés le pays ou le spoligotype a été trouveé (pas présent ici), la date d’ajout et son code
binaire (1=présence du spacer, 0= absence du spacer).

1.2.3.3.Le typage MLVA
Le typage MLVA (« Multiple Loci VNTR Analysis » en anglais) correspond a ’analyse de

marqueur de type MIRU (« Mycobacterial interspersed Repetitive Unit » en anglais). Ces
marqueurs sont composes de VNTR (Variable Number Tandem Repeat) qui sont des séquences
d’ADN a nombre variable répétées en tandem, de ETR (Exact Tandem Repeat) qui sont des
répetitions en tandem de séquences identiques et de QUB (Queen University of Belfast) (Millet
et al., 2007; Supply et al., 2006, 2001).

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

nombre de séquences utilisées qui peut étre de 12, 15 ou 24 pour le typage de M. tuberculosis
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(Supply et al., 2006, 2001). Plusieurs études ont également suggéré que plus la diversité
génétique et le nombre de séquences ciblées sont élevés, plus I'impact de I'homoplasie est faible
(Comas et al., 2009; Luo et al., 2012; Reyes et al., 2012). Le Consortium Européen VenoMYC
a sélectionné 6 régions génomiques pour le typage MLV A qui ont été additionnées de 2 régions
identifiées comme trés variables pour les souches francaises de M. bovis (Hauer et al., 2016).
Ces régions sont les suivantes : 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 introduit dans des bases de données internationales a des fins
de comparaison, comme la base de données MIRU-VNTRplus (Weniger et al., 2010). Une
application web développée par INRAe « M.bovis Datatype » permet de consulter en libre acces
des profils MLVA et de spoligotypage (http://mbov-type.tours.inra.fr). Ces outils ont pour but

de permettre des comparaisons inter-laboratoires de ces profils.

La combinaison de cette technique avec le spoligotypage permet de réduire les risques
d’homoplasie et offre une fine différenciation des souches qui a permis d’identifier 498
génotypes de M. bovis en France entre 1978 et 2013 (Hauer et al., 2015). La grande diversité
de profils moléculaires permet de déterminer 1’origine de 1’infection d’un nombre important de
foyers et de mettre en évidence d’éventuelles transmissions inter-espéces (Hauer et al., 2016,
2015; Rodriguez-Campos et al., 2013). Cependant, méme la méthode de génotypage combinée
ne présente pas un pouvoir discriminant suffisant pour évaluer avec précision les événements

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

1.3. L’épidémiologie de la tuberculose bovine

1.3.1. La tuberculose bovine dans le monde

La bTB est une maladie a déclaration obligatoire qui est aujourd’hui largement répandue dans
le monde (Cosivi et al., 1998). Entre janvier 2017 et juin 2018, 82 pays ou territoires sur les
188 signalant leur situation a I’OIE avaient déclaré des foyers de bTB (données OIE 2018). La
bTB est présente sporadiquement dans les pays industrialisés ou elle est souvent limitée a
quelques régions (Figure 10). La bTB est reconnue enzootique dans certains pays d’Afrique,
d’Asie et d’Amérique du Sud (selon les données de I’OIE 2022).

L’obtention d’informations sur la présence de la maladie dans certaines parties du monde peut
étre compliquée comme pour certains pays d’Afrique du Nord par exemple (Figure 10).
Diverses mesures ont éte prises par la France a partir de 1950 comme la pasteurisation du lait,

I’inspection des carcasses ou [’utilisation de I’intradermotuberculination (IDT, voir partie
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1.2.1.1. Les tests tuberculinigues) sur les bovins en premicre ligne de controle et I’abattage des

animaux puis des cheptels en cas de test positif. Ces mesures ont permis de diminuer la
prévalence, ce qui peut expliquer en partie la différence de prévalence observée avec certains
autres pays, notamment non industrialisés. Les codts financiers associés aux programmes
d'éradication de la tuberculose animale y compris les tests, I'abattage, I'indemnisation des
éleveurs, l'intervention sur la faune sauvage, le diagnostic et les investigations
épidémiologiques représentent ensemble un énorme investissement pour les pays. A titre
d'exemple, la France a dépensé 17 millions d’euros en 2014 pour son programme d’éradication

de la bTB (Cavalerie et al., 2014).

- Copyright © 2018, World Animal Health Information and Analysis Department — OIE
e =

Il Present in domestic animals and wildlife
I Present in domestic animals

[ Present in wildlife

[] Absent

[] No information

* Data provided by Morocco

Figure 10 : Distribution de la tuberculose bovine de 2017 au premier semestre 2018 selon I'OIE (Source
WAMHIS https://oiebulletin.fr/?panorama=3-01-tb-wahis-en)

Les enjeux de la lutte contre la bTB ne sont pas les mémes pour tous les pays. En effet, labTB
est un probleme principalement sanitaire pour les pays ou la maladie est trés présente et
enzootique, tandis que les problémes socioéconomiques sont les plus importants pour les pays
qui sont bien avancés dans 1’éradication de la bTB. Les moyens mis en place et les mesures

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

1.3.2. La tuberculose bovine en Europe

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

animale affectant les échanges intracommunautaires d'animaux pour les espéces bovine et
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porcine (64/432/CEE). Cette directive a évolué au cours du temps et a permis d’éditer des
reglementations communes aux pays membres pour autoriser le mouvement des animaux dans
I’Union Européenne. En 2016 a été écrite la LSA en remplacement de la directive 63/432/CEE
du Conseil, afin de rassembler un trés grand nombre d’actes juridiques en une seule loi santé et
d’harmoniser les politiques de lutte contre la bTB (EFSA Panel on Animal Health and Welfare
(AHAW) et al., 2017). Ce texte, applicable depuis le 21 avril 2021, souligne la nécessité de
prendre en compte I’épidémiologie de la maladie, les facteurs de risque, les caractéristiques des
différentes populations européennes dans les stratégies mises en place par les pays et d’avoir
une démarche d’analyse du risque. La LSA impose aux Etats membres des mesures de police
sanitaire, des mesures liées aux mouvements d’animaux et des exigences en matiére de
biosécurité. Le statut « indemne de tuberculose » ou OTF (« Officially Tuberculosis Free » en
anglais) a été mis en place par I’Union européenne. Il est accordé au pays membre qui a eu une
prévalence annuelle en dessous de 0,1% depuis six années consécutives. Pour le maintien du
statut indemne de bTB, le pays doit présenter un taux de cheptels indemnes supérieur a 99,9%
au 31 décembre de chaque année, il doit démontrer une bonne capacité de surveillance et il doit
respecter la LSA et les codes des différents articles mentionnés.

Ce statut est trés avantageux pour le pays, car il facilite le commerce national et a I’international
des animaux en allégeant les contrdles sanitaires avant leur exportation dans un autre pays
(Reviriego Gordejo and VVermeersch, 2006).

Les pays membres de 1’Union Européenne qui avaient le statut OTF en 2020 sont au nombre
de 17 (sur 27) et 3 pays qui n’avaient pas ce statut possédaient des régions indemnes (I’Espagne,
I’Italie et le Portugal) (Figure 11). L’Irlande et I’Espagne avaient les prévalences les plus
élevées (dans les 27 états membres pris en 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
diminué de 2019 a 2020 de 0,4% ce qui peut s’expliquer par I’absence de données dl au Brexit
du Royaume-Uni.

55



L L L A L L 1 1 1 1 L
This map is meant purely as asdocumentation tool and has
3% Y Status of countries on bovine

no legal effect A
oy tuberculosis EU/EEA/EFTA

Oveérseas states are not mapped for cartographic purposes.,

5

OTF Status
Officially free

{'&; & Hl Not officially free
b

»

F1 / 0 200 400 600 800 1000 'y
f km

4

EU MS are labelled in blue and non-MS in orange

s

Administrative boundaries: ©EuroGeographics 3 » MT Y Esn Garmin, GEBCO, NOAANGDC, and other contributors
1 I L L]

Figure 11 : Statut pour la bTB en 2020 de 27 pays membres de 1’Union européenne (MS) et 9 non-
membres (non-MS) selon le rapport de ’EFSA de 2021. Les pays ou région en bleu clair sont les pays
indemnes de tuberculose alors que ceux indiqués en bleu foncé n’ont pas ce statut (Rapport Efsa 2021).

1.3.3. Lasituation francaise

1.3.3.1. Mise en place des mesures pour ’éradication de la tuberculose bovine en

France
Un cheptel est indemne d’infection par le complexe Mycobacterium tuberculosis (arrété du 8
octobre 2021) :

- lorsque tous les bovins de plus de 6 semaines ont obtenu, au cours des 30 jours apres
leur introduction, un résultat négatif a un test immunologique comme I’IDT ou test du dosage
IFNy qui peuvent étre complété de toutes autres méthodes autorisées par instruction du Ministre
en charge de I'agriculture (valable pour I’obtention du statut d’indemne de TB),

- aucun bovin n’a de manifestations cliniques de TB,

- tous les bovins proviennent de cheptel indemne,
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- les animaux ayant un statut sanitaire inconnu sont detenus de facon distincte du troupeau
de bovins.
Avant 1950, la bTB était trés présente en France avec 25% des cheptels bovins infectés (Figure
12) (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, notamment du lait cru, pouvait entrainer des cas de tuberculose
humaine due a M. bovis. Un premier programme de lutte contre la bTB avait pourtant été mis
en place par la loi du 7 juillet 1933. Il était basé sur une prophylaxie libre et individuelle, mais
n’a été suivi que par trés peu d’éleveurs et vétérinaires, car elle était facultative et individuelle.
C’est donc en 1954, avec la loi du 6 décembre, que la France instaura les premiéres bases de la
prophylaxie a caractére collectif de la tuberculose bovine et mise en place le Groupement de
Défense Sanitaire (GDS). Ce premier plan fut ensuite suivi par de nouveaux programmes de
prophylaxie qui s’appuyaient sur celui-ci. Ce programme était basé sur le dépistage par IDS des
cheptels infectés et I’assainissement sélectif des bovins répondant positivement aux tests, ainsi
que sur la recherche de Iésions évocatrices d’infection par des mycobactéries tuberculeuses sur
les carcasses de bovins. Il a permis de diminuer la prévalence de la bTB chez les cheptels bovins
a 13% en 1965. Ces mesures ainsi que d’autres comme la pasteurisation du lait ont permis la
diminution de la tuberculose zoonotique. La prophylaxie est ensuite devenue obligatoire et a

permis d’accentuer la diminution de la prévalence de la bTB (Figure 12) (Benet et al., 2006).

taux de
prévalence
au 31/12

30%
25% |
20% |
15% |
10% |

5% |

Figure 12 : Evolution de la tuberculose en France depuis 1955. Cette figure modifiée provient d’un
article de Benet et collaborateurs (Benet et al., 2006). La ligne rouge représente la limite a ne pas
dépasser pour conserver le statut d’indemne de bTB.

57



Les techniques de dépistage et de diagnostic ont évolué au cours du temps, comme la mise en
place du test IDC ou la confirmation par culture des infections qui ont permis de diminuer le
nombre de tests faussement positifs a la TB. La tracabilité des bovins a été améliorée avec
notamment la mise en place de la carte verte en 1990 qui permet d’identifier un animal
provenant de troupeau officiellement indemne de Tuberculose, Brucellose et leucose. Cet
animal peut étre vendu a d’autre élevage ou a I’abattoir (garanti apporté par 1’Attestation
Sanitaire & Délivrance Anticipé ou ASDA). Depuis 1998, un cheptel déclaré infecté de
tuberculose est placé sous arrété préfectoral de déclaration d’infection et un abattage total (ou
sélectif selon 1’avis du préfet et sous condition) est appliqué pour limiter la résurgence de la
maladie.

La gestion des cheptels et leur structure (qui ne sont pas des mesures de lutte) ont également
changé depuis 1950 en diminuant le nombre d’élevages bovins et en augmentant la taille des
exploitations, ce qui a eu un impact sur la spécificité troupeau des tests. L’efficacité de ces
mesures a permis une diminution de la prévalence de la bTB en France en deca de 0,1% ce qui
lui a permis en 2001 d’obtenir le statut d’indemne de TB (Benet et al., 2006).

La prévalence de la bTB en France de 2019 a 2020 était de 0,07% avec 104 foyers de bTB
déclarés, uniqguement dus a M. bovis (Rapport Efsa 2021). Les foyers de ces derniéres années
sont présents dans certaines régions trés localisées (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al.,
2020; Hauer et al., 2015), ce qui explique le rythme de prophylaxie différent entre les régions,
qui peut étre annuel a quinguennal ou méme sans surveillance dans les régions qui ne sont pas

considérées a risque (Figure 13).
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Figure 13 :
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Figure 14 : Evolution de la prévalence de la tuberculose bovine en France de 1995 a 2020 (Delavenne
et al., 2020; Forfait et al., 2022). La ligne rouge représente la limite a ne pas dépasser pour conserver le
statut d’indemne de bTB.

Apres 2001 et I’obtention du statut d’indemne de tuberculose, la prévalence a augmenté des

2004 (Figure 14), principalement due au nombre croissant de cas de cheptel positifs trouvés en

Cote d’Or et en Dordogne (Benet et al., 2006). Ces derniéres années, elle est tres proche de
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0,1%, ce qui menace le statut OTF de la France. Cette évolution peut s’expliquer en partie par
I’augmentation de la pression de la surveillance mais également par I’évolution des systémes
d'élevage et I’apparition de nouveaux facteurs de risque de la maladie. En effet, au cours des 30
derniéres années, il y a eu une trés forte diminution du nombre de vaches dans les cheptels
laitiers qui ont été remplaces par des vaches allaitantes de races spécialisées tres productrices
en viande (Boschiroli and Bénet, 2014).

En complément de la partie Erreur ! Source du renvoi introuvable. Erreur ! Source du
renvoi introuvable., les bovins allaitants ont un age de réforme plus éleve que les vaches
laitieres (respectivement 7 a 15 ans contre 5 a 8). Bien qu’il soit difficile de faire le paralléle
entre 1’évolution de la bTB et celles des structures, une relation de I’infection a TB avec le
cheptel allaitant est trouvée actuellement en France. En effet, 80% des cheptels infectés en
France a I’heure actuelle sont des cheptels allaitants (Delavenne et al., 2020).

D’autres facteurs liés a I’élevage des vaches allaitantes peuvent également expliquer la

différence de prévalence entre cheptels allaitants et cheptels laitiers.

L’utilisation de nombreuses patures dispersées dans 1’espace, entremélées avec celles utilisées
par d’autres cheptels augmente le contact fil a fil des animaux de différents cheptels (donc le
voisinage), a cela s’ajoute un paturage prolongé dans 1’année, qui favorise également le risque
de contamination environnementale et d’exposition a la faune sauvage. Les cheptels sont
généralement plus grands avec des patures éparpillées et des animaux qui sont moins faciles a

manipuler et a surveiller.

1.3.3.2. La tuberculose dans la faune sauvage en France et le réseau Sylvatub

L’évolution lente mais réguliere peut étre également en partie expliquée par la présence de
I’infection par M. bovis au sein de la faune sauvage, qui permet I’entretien et la réinfection de
cheptels dans certaines zones (Duault et al., 2022; Kean et al., 1999; Naranjo et al., 2008;
O’Brien et al., 2002; Simpson, 2002; Zanella et al., 2008). en France, le premier foyer de TB
dans la faune sauvage a été découvert en 2001 dans la forét de Brotonne (Seine-Maritime et
Eure) chez des cervidés (Cervus elaphus) et des sangliers (Sus scrofa) (Hars et al., 2013; Zanella
etal., 2008). L’aggravation de la situation sanitaire en 2005 et 2006 dans cette région a nécessité
’abattage total des cervidés, considérés comme des hotes de maintien de la bactérie, et la
diminution de la densité des sangliers considérés alors comme des hétes de liaison de M. bovis
(Zanella et al., 2008).

60



Des cas de TB dans la faune sauvage ont par la suite été¢ détectés dans d’autres régions et sur
d’autres especes. Le role épidémiologique du sanglier (Sus scrofa) a été décrit précédemment.
Des sangliers infectés ont été retrouvés dans plusieurs régions comme la Cote d’Or ou la
Dordogne (Hars et al., 2013; Réveillaud et al., 2018). Le sanglier est considéré en Espagne
comme un hote clef de I’épidémiologie de M. bovis (Gortazar et al., 2003; Vicente et al., 2013).
L’infection a M. bovis du blaireau (Meles meles) a initialement été détectée en 2009 en Cote
d’Or et représente le plus grand nombre cas d’animaux infectés dans la faune sauvage en France
(Reveillaud et al., 2018). Le role épidémiologique du blaireau n’a été étudié en détail qu’en
Cote-d’Or, ou il joue un role d’hote de liaison. Ailleurs, ce réle reste a préciser, méme si les
données historiques viennent conforter 1’hypothése qu’il jouerait le role d’hote de liaison
(rapport ANSES). Il a été montré que le taux de transition blaireau a bovin était plus élevé que
celle du bovin au blaireau sans qu’il puisse étre montré qu’il jouerait un réle d’intermédiaire
entre les cheptels (Duault et al., 2022). Le renard (Vulpes vulpes) peut vivre dans des terriers
de blaireaux, ce qui favoriserait la transmission de M. bovis. Le nombre de renards infectés était
jusqu’a récemment faible dans les zones enzootiques de TB. Cependant, un nombre croissant
de rapports ont identifié des renards infectés dans des régions ou la TB est tres répandue (Matos
et al., 2016; Millan et al., 2008). Plusieurs études ont ensuite proposé que le renard pourrait
jouer un role dans 1’épidémiologie de M. bovis (Michelet et al., 2018b; Richomme et al., 2020).
L’infection a M. bovis du chevreuil (Capreolus capreolus) est également retrouvée
sporadiquement en France.
Ces données collectées pour mieux comprendre la situation de la maladie dans la faune sauvage
ont été permises par la création en France en 2001 d’un réseau de surveillance épidémiologique
de la TB dans la faune sauvage appelée Sylvatub dans le cadre de la Plateforme ESA
(Epidémiososurveillance Santé Animale) a I’initiative du ministére en charge de 1’agriculture
(DGALI). 1l permet de respecter les axes définis par TOMSA, ’OMS et la FAO dans la feuille
de route pour la lutte contre la tuberculose zoonotique concernant la réduction des interfaces de
transmission entre les humains et 1’animal (World Health Organization et al., 2017). Les
objectifs de cette surveillance sont :

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

sensibles en France métropolitaine,
- de suivre I’évolution du niveau d’infection chez la faune sauvage,
- de surveiller une éventuelle extension géographique de la maladie au-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’ensemble du territoire frangais.

Trois niveaux de surveillance ont été établis par Sylvatub. Ceux-ci sont définis selon la présence
locale de foyers bovins, la dynamique de I’infection chez les bovins, la présence d’infection
dans la faune sauvage et la proximité géographique d’une zone infectée a haut risque et peuvent
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 élevé (Figure 15). Le premier niveau de
surveillance est évenementiel et basé sur la recherche de Iésions suspectes des cervidés et
sangliers par les chasseurs ou de Iésions evocatrices de TB chez les sangliers, blaireaux ou
cervidés collectés par le réseau SAGIR (animaux morts ou mourants). Le deuxiéme niveau est
complété par une surveillance renforcée et la recherche analytique systématique par un LDA
(Laboratoire départemental d’analyse) agrée pour le diagnostic de la tuberculose dans le cadre
du renforcement du réseau SAGIR. Le troisiéme niveau est additionné d’une recherche
systématique bactériologique pour les blaireaux et pour les sangliers (ou recherche sérologique
pour les sangliers) au LDA a partir d’animaux prélevés de zones a risque (Forfait et al., 2022).
Le blaireau (Meles meles), le sanglier (Sus scrofa), le cerf (Cervus elaphus) et le chevreuil
(Capreolus capreolus) sont les especes sauvages surveillées par ce dispositif.
La confirmation de I’infection tuberculeuse d’un animal est obtenue par culture bactérienne ou
PCR lorsque M. bovis, M. caprae ou M. tuberculosis est retrouvé (en accord avec 1’arrété du 8
octobre 2021).
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Figure 15 : Différents niveaux de surveillance de la tuberculose dans la faune sauvage mise en place par
Sylvatub pour I’année 2020 (D'aprés Forfait et al., 2022).

Cette surveillance a permis d’approfondir les connaissances sur la circulation de M. bovis dans
la faune sauvage et sur sa transmission entre la faune sauvage et les cheptels. Il a pu étre mis en
évidence que la présence d’animaux sauvages infectés est fréquemment en corrélation avec la
présence d’infection chez les bovins, aire des zones géographiques communes, mais aussi des
zones de similitude génotypique (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 de Mycobacterium bovis francaises

L’analyse génotypique des souches au cours du temps a permis de montrer une augmentation
du nombre de souches isolées et du nombre de génotypes décrit entre 1978 et 2000. Cela peut
s’expliquer par le fait que I’isolement des souches n’était pas systématique et a €té instauré au
fil du temps (Figure 16) (Hauer et al., 2015). L augmentation du nombre de souches isolées a
également été observé entre 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
I’efficacité du programme de lutte contre la bTB qui a provoqué un goulot d’étranglement de
la diversité des souches. Cette sélection est également accompagnée d’une régionalisation des

foyers de bTB.
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Figure 16 : L’évolution génétique de M. bovis en France entre 1978 et 2013. Cette figure modifiée
provient de I’article (Hauer et al., 2015).

La forte régionalisation est toujours retrouvée ces derniéres années comme cela peut étre
observé sur la Figure 17 présentant les foyers de bTB répertoriés en 2020. Les foyers de bTB
sont aujourd’hui majoritairement retrouvés en Dordogne, en Haute-Vienne, dans les Pyrénées
Atlantiques et en Corse ainsi qu’en Cote d’Or, méme s’il y a moins de foyers déclarés ces 5
derniéres années dans cette région. La surveillance de la faune sauvage et la prophylaxie sont

donc renforcées dans ces régions (Figure 15).
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Figure 17 : Répartition géographique des différents génotypes de Mycobacterium bovis identifiés en
élevage bovin en France métropolitaine en 2020 (d'aprés Forfait et al., 2022).

La Figure 17 indique également que ces zones tres régionalisées sont dominées par des
génotypes majoritaires (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020; Forfait et al., 2022;
Hauer et al., 2015; Michelet et al., 2020b). Leur évolution dans des zones géographiques bien
délimitées met en évidence l'existence de facteurs locaux permettant la propagation 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
il a pu étre mentionné précédemment. Cependant, I’infection d'animaux sauvages et la
transmission de la maladie entre la faune sauvage et les cheptels participent également au
maintien de génotype dans certaines régions (Boschiroli and Benet, 2014; Duault et al., 2022;
Michelet et al., 2018).

1.4. Le séquencage de M. bovis et son application

1.4.1. Les différents types de séguencage

1.4.1.1. Le séquencage de premiére génération

Le séquencage de génomes d’agents pathogenes est de plus en plus utilisé ces derniéres années.

Trois générations existent au moment de la rédaction de ce manuscrit.
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Le séquencage de premiere génération a été développé en 1977 par Frederick Sanger qui a
donné son nom a sa technique (Sanger et al., 1977). Le séquencage Sanger est une technique
d’amplification d’une séquence d’intérét avec une ou plusieurs amorces. Elles correspondent a
des oligonucléotides complémentaires de la séquence ciblée, une ADN polymérase qui permet
I’allongement de la séquence, des ANTPs (désoxyribonucléoside triphosphate) et des ddNTPs
(didésoxyribonucléoside triphosphate) permettant 1’arrét de 1’élongation de la séquence. Ces
derniers sont présents en faible proportion, permettant d’obtenir des fragments de différentes
tailles qui peuvent étre lus sur de grands gels (Sanger et al., 1977).

Cette technique a ensuite été améliorée par 1’ajout de fluorophore sur les ddNTPs, qui a permis
d’automatiser le séquencage en une seule réaction au lieu de quatre (une pour chaque
nucléotide).

Ce type de séquencage est fiable et produit des fragments d’ADN assez grands (Tableau 2). Il
permet d’amplifier a prix faible une séquence d’ ADN préalablement définie et dont les amorces
ont été dessinées en amont du séquengage. Cette technologie est donc adaptée a 1’é¢tude de
séquences spécifiques pour étudier par exemple leurs polymorphismes. L’étude de longues
séguences génomiques ou de génomes complets (4,4 Mpb pour un génome de M. bovis) est
toutefois trop colteuse a realiser avec cette technologie, malgré le fait qu’elle ait permis le
séquencage des premiers génomes mycobactériens comme H37Rv, le génome de référence de
M. tuberculosis et AF2122/97 le génome de référence de M. bovis (Brosch et al., 1999; Garnier
et al., 2003).

1.4.1.2. Le séqguencage de deuxiéme génération

Le séquencage de deuxieme génération a été développé en 2005 et regroupe de nombreuses
techniques développées par différentes entités comme Roche, qui se base sur I’amplification de
I’ ADN par PCR en émulsion et sur le pyroséquengage, ou encore la technologie Illumina. Cette
derniére est basée sur le séquencage par synthese, qui est capable d’utiliser en parallele
plusieurs millions de fragments d’ADN qui sont identifiés avec des adaptateurs intégrés et

distincts.
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Tableau 2_: Comparaison des trois générations de séguencage en prenant en exemple un appareil de

premiére génération et 2 appareils de chacune des deux autres générations (Amarasinghe et al., 2020;

Fox et al., 2014; Liu et al., 2012; Mardis, 2008; Sahlin and Medvedev, 2021; Stoler and Nekrutenko,

2021).
Génération de Lere péme 3eme
séquencage
Nom de 3730 DNA | Roche (GS | Hlumina .
I'appareil Analyzer FLX+) Miseq MinlON Sequel
Nanopore Séquencage
. Séquencage . Séquencage mesurant  un | d'une molécule
UIEETelEE) = sanger Pyrosequencage par synthese | courant d’ADN en
électrique temps réel
Longueur de la | 35 1 o0 | 700 50 - 500 10 000-30 000 | 10 000 - 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%
;jl"emps_ » 20mina3h |23h 1alljours |3 jours 30min & 6h
acquisition
Prix par
utilisation <10 7 000 700-6 000 400-900 850
(dollars)
Prix de
I’appareil 6 000 500 000 900 000 1000 350 000
(dollars)
Lecture de Lecture de
séquence Lecture de séquences tres
longue. séquence longue. |Peu  d'erreur. | longues. Lecture de
Avantages Rendement Appareil  peu | séquences trés
Trés  peu| Tres peu d'erreur. | trés élevé. cher et| longues.
d'erreur. Rapide. facilement
Rapide. transportable.
Faible
rendement. Faible
Cher  pour
. rendement. Cher| .,
- des projets . Séquences Beaucoup Beaucoup
Inconvénients pour des projets , .
de . courtes. d'erreurs. d'erreurs.
) de séquencage de
sequencage génome complet
de génome '
complet.
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L’amplification clonale de chaque fragment d’ADN forme des clusters de plusieurs centaines
de copies qui pourront ensuite étre amplifiés avec des dNTPs marqués avec des fluorophores
specifiques. Au cours de chaque cycle, un unique dNTP est inséré au brin complémentaire de
I’ADN d’intérét qui, aprés lavage, est excité par une source lumineuse. Le signal fluorescent
émis est reconnu par un programme informatique qui permet de déterminer la séquence
nucléotidique du brin matrice. Le fluorophore est ensuite clivé pour pouvoir entamer un
nouveau cycle.

Bien que I’équipement soit plus colteux que pour le séquencage Sanger, cette technologie est
plus rapide et permet de générer beaucoup de données a un codt faible (Tableau 2). Elle produit
¢galement peu d’erreurs en comparaison des technologies de troisiéme génération. Les erreurs
de la technologie Illumina sont souvent dues a la lecture des séquences, alors que celles de la
technologie Roche sont présentes plutdt fréquemment dans les homopolymeres avec 1’ajout
d’insertions ou de délétions (D’ Amore et al., 2016; Nelson et al., 2014). Les avantages de cette
technologie peuvent expliquer qu’lllumina ait le plus de machines de séquencage distribuées
dans le monde (Goodwin et al., 2016; Shendure et al., 2017). La comparaison de génomes
entiers et la recherche de mutations (WgSNP) ou I’identification de plusieurs espéces au sein
d’un méme échantillon (metabarcoding) sont des exemples d’applications adaptées a cette
technologie. Le séquencage de deuxiéme génération n’est cependant pas recommandé pour la
construction de genomes complets et I’étude de structures génétiques larges. En effet, les petites
lectures de séquences produites ont du mal a s’aligner sur des séquences répétées ou avec des
teneurs extrémes en GC. Etant donné leur nature, des biais importants lors de 1’assemblage de
génomes peuvent alors se créer (Chen et al., 2013; Goldstein et al., 2019; Guimaraes and
Zimpel, 2020; Moss et al., 2020). L’assemblage peut également étre fait de novo ce qui veut
dire qu’aucune référence n’est utilisée. De nouveau, cette stratégie peut se heurter a des
séquences répetitives et a des duplications segmentaires plus longues que les longueurs de
lecture générées, ce qui peut aboutir a I’impossibilité de reconstruire sans ambiguité la séquence
pouvant entrainer un nombre important de contigs (Alkan et al., 2011). Plusieurs outils ont été
développés pour aider a 1’assemblage des génomes mais ils peuvent étre chronophages et ne
permettent pas toujours une résolution parfaite (Chitsaz et al., 2011; Page et al., 2016; Zerbino
and Birney, 2008).
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1.4.1.3. Le séqguencage de troisieme génération

Le séquencage de troisiéme genération est apparu en 2012 et se distingue par la capacité de
séquencer une seule molécule d’ADN sans aucune amplification. Plusieurs entités ont
également développé leur méthode comme Oxford Nanopore (MinlON) ou Pacific Bioscience
(PacBio). La technologie PacBio utilise une ADN polymérase qui est fixée au fond d’un puits
et permet d’incorporer des nucléotides libres marqués par une molécule fluorescente différente
selon le nucléotide. Quand 1’enzyme incorpore un nouveau nucléotide, elle libére le marqueur
fluorescent qui génére un signal lumineux pouvant étre détecte et interprété par un ordinateur.
La technologie du MinION détermine I’ordre dans lequel les nucléotides sont disposés, a 1’aide
de nanopores dans lesquels la séquence d’ADN passe et crée une différence de potentiel. Le
courant électrique varie de maniere différente selon le nucléotide rencontré (A, T, C ou G), ce
qui permet de déterminer la séquence d’ADN.

Le séquencage de troisieme génération permet de déterminer de longues lectures de séquences
de plus d’une dizaine de kb (Tableau 2). Alors que les appareils de PacBio (Sequel présenté ici)
soit onéreux, le MinlON présente un prix plus bas que tous les appareils présentés dans le
Tableau 2. Le cott d’un séquengage de troisiéme génération reste néanmoins plus elevé alors
que le débit est plus faible en comparaison avec un séquencage Illumina (Logsdon et al., 2020).
Ces technologies demandent une quantité importante d’ADN de grande qualité (Tedersoo et
al., 2021). L’autre probléme principal de ces technologies vient du fait que les lectures de
séquences comportent un taux d’erreur assez important. Les erreurs de MinlON ont une
fréquence 3 fois plus élevée de substitutions entre les bases C et T, et entre les bases A et G en
comparaison avec les transversions, ce qui peut s’expliquer par les similitudes chimiques
élevées des purines (A et G) et des pyrimidines (C et T) (Delahaye and Nicolas, 2021). Un autre
type d’erreur peut concerner les homopolyméres et notamment I’exactitude de leur longueur. Il
est en effet estimé que pres de la moitié des erreurs de seéquencage sont dues aux
homopolymeres et qu’elles peuvent dépendre de leur longueur et du pourcentage de GC de cette
séquence (Delahaye and Nicolas, 2021; Wick et al., 2019). Des outils de polissage des lectures
de séquences générées peuvent étre appliqués comme Medaka, Arrow ou Nanopolish pour
réduire le taux d’erreur, de ces technologies (Loman et al., 2015; Wick et al., 2019).

Le séquencage de troisieme génération est donc utilisé pour assembler des génomes complets,
notamment pour des especes tres hétérogenes avec des génomes trés peu stables (pan-génome
ouvert). Ce type de séquencage peut egalement étre utilisé pour étudier les structures génétiques

comme les indels, difficiles a retrouver avec le séquencage de deuxiéme génération.
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Afin d’obtenir un génome complet et fermé avec le moins d’erreurs possible, un assemblage
hybride peut étre utilisé. Un premier assemblage obtenu avec des données de séquencage de
troisiéme génération peut ensuite étre corrigé avec des données de deuxieme génération (Ashton
et al., 2015; Branger et al., 2020; Goodwin et al., 2015; Koren et al., 2012; Peker et al., 2021).
Cent-cinquante-deux génomes de M. bovis complets ou fragmentés sont disponibles en date
d’aott 2022 sur NCBI (Tableau 3). Ce chiffre est faible en comparaison des 6950 génomes
complets de M. tuberculosis. La grande majorité des séquences déposées ont été obtenues avec
des technologies de deuxiéme génération pour les deux agents pathogenes. Cette observation
indique que la majorité des études développées sont basées sur la détection de SNP a l'aide de
données de séquencage a lectures courtes qui sont suffisantes pour ce type d’analyse
(Guimaraes and Zimpel, 2020). Au contraire, seulement 30 SRA (« Sequence Read Archive »
en anglais, lecture de séquences archivées ADN) provenant des technologies Oxford nanopore
et PacBio sont actuellement disponibles pour M. bovis. Cette observation est également
retrouveée pour M. tuberculosis. La différence peut s’expliquer en partie par le fait que les
technologies de troisieme génération sont plus récentes et donc moins présentes dans les
laboratoires du monde. Il est donc important de bien prendre ce virage technologique et de
combler ce manque de données, ce qui est trés important pour I’assemblage de génomes
complets et pour 1’étude des structures génétiques mal prises en charge par les technologies de
séquencage de deuxieme génération.

Tableau 3: Tableau présentant les génomes et données SRA (« Sequence Read Archive » en
anglais, lectures de séquences archivées ADN) par technologies de séquencage, qui sont disponible sur

NCBI (Centre national d'information sur les biotechnologies) en aolt 2022 pour Mycobacterium
tuberculosis et Mycobacterium bovis.

Espéce M. tuberculosis M. bovis
Nombre de génomes complets 6950 152
Nombre de SRA ADN 151012 8502

- Hlumina 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. tuberculosis H37Rv a été le premier membre du genre Mycobacterium a faire I'objet d'un
séquencage génomique complet, révélant un génome de 4 411 532 pb, 3906 séquences codantes
(CDS) et a un contenu GC élevé (65,61%) (Tableau 4) (Cole et al., 1998). L’obtention de cette
séquence a également permis de confirmer les grandes caractéristiques du génome de M. bovis,
mais aussi mieux connaitre d’autres particularités du génome des mycobactéries tuberculeuses,
avec notamment deux grandes familles de protéines qui présentent des domaines N-terminaux
conservés, contenant soit de la proline-glutamine (PE) soit de la proline-proline-glutamine

(PPE) et des domaines C-terminaux variables (Guimaraes and Zimpel, 2020).

Tableau 4 : Caractéristiques de 5 génomes complets de MTBC dont les séquences sont disponibles sur
le site NCBI (Centre national d'information sur les biotechnologies).

Nom H37Rv  [AF2122/97 |BCG Pasteur|BCG Tokyo|Mb3601

(M. tuberculosis) | (M. bovis) 1173P2 172 (M. bovis)
Séquence  |NC_000962.3  |LT708304.1 |AM408590.1 |AP010918.1 1NZ—LR699570'
'?egrlﬁz age de1 1998 2003 2007 2009 2020
Groupe clonal | M. tuberculosis | Eul Eu3 Eu3 Eu3
Taille (pb) |4 411 532 4349904 [4374522 4371711 |4 365068
%GC 65,61 65,64 65,64 65,64 65,64
CDS 3906 4000 3938 3984 4042

C’est ensuite en 2003 que le génome de M. bovis AF2122/97 a été séquencé en totalité pour la
premiére fois a partir d’une souche isolée d’une vache en Angleterre (Garnier et al., 2003).
Comme il s'agissait du premier génome de M. bovis disponible, AF2122/97 est devenu le
génome de référence pour M. bovis. Il est plus petit que le génome de référence H37Rv avec
4 345 492 pb. Le génome de M. bovis présente un %GC de 65,64, ce qui est proche de celui de
H37Rv et qui est compris entre les 61 et 71% retrouve chez les autres mycobactéries. Le génome
de référence de M. bovis se distingue par 11 délétions de 1 a 12 700 pb en comparaison avec
H37Ryv, ainsi que 2 437 SNP (Cole et al., 1998; Smith et al., 2011). L une des RD du génome
d’AF2122/97, RD17 qui a été renommée en RDEul, a été trouvée spécifiquement absente a un
sous-groupe de M. bovis défini comme le complexe clonal European 1 (CC Eul) (Figure 18)
(Smith et al., 2011).
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En plus de la distance phylogénétique séparant les membres de ce groupe des autres M. bovis,
I’absence du spacer 11 dans le profil de spoligotypage a également été définie comme une
caractéristique du CC Eul. Le spoligotype majoritairement retrouvé dans ce groupe est celui
du génome d’AF2122/97 qui est SB0140 (Garnier et al., 2003; Smith et al., 2011). Ce groupe
est trés présent dans les fles Britanniques, aux Etats-Unis et en Nouvelle-Zélande, ainsi que

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

Groupe de | Annéedela Caractéristiques génétiques
M. bavis description principales
Eul 2011 Abscence de RDEul et de

I'espaceur 11
Mutation du géne guaA et

Eu2 2012 abscence de I'espaceur 21
AfL 2009 Abscence de RDAfL et de
I'espaceur 30
B o A5 2011 Abscence de RDAf2, de 'espaceur 3|
B Eu2 et7
I Eu3 Eu3 2020
[ afn
Il Af2
[ Autre

Figure 18 : A : Répartition des groupes clonaux de Mycobacterium bovis majoritaire en Europe. Figure
modifiée provenant de I’article de Rodriguez-Campos et collaborateur (Rodriguez-Campos et al., 2014).
Les membres des groupes sont phylogénétiqguement bien regroupés entre eux. B : Tableau représentant
I’année de description et les principales caractéristiques des complexes clonaux de M. bovis définies au
moment de la description des groupes (Berg et al., 2011; Branger et al., 2020; Muller et al., 2009;
Rodriguez-Campos et al., 2012; Smith et al., 2011).

D’autres complexes clonaux ont été décrits en Afrique. Le complexe clonal Afl est surtout
présent notamment au Mali, au Cameroun, au Nigeria et au Chad. Il se distingue par une
délétion chromosomique spécifique de RDAfL et d’une absence du spacer 30 (Miiller et al.,
2009). Le complexe clonal Af2 est surtout retrouvé en Afrique de I’Est et il est défini par une
délétion spécifique de RDAf2 et une absence des spacers 3 et 7 (Berg et al., 2011).

Le complexe clonal European 2 (CC Eu2) a été défini peu de temps apres CC Eul. Ce groupe
est présent en France et dans les pays ibériques comme I’Espagne ou le Portugal. Il est défini
par une délétion du spacer 21 et une mutation du géne guaA (G-A) (Rodriguez-Campos et al.,
2012). Le spoligotype majoritairement retrouvé dans ce groupe est SB0121 (Rodriguez et al.,
2010).

Plus récemment, le complexe clonal European 3 (CC Eu3) a été décrit avec 1’obtention d’un

nouveau génome complet, Mb3601 (Tableau 4 et Figure 18) (Branger et al., 2020). Le nom
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complexe clonal Eu3 a succédé au groupe BCG-like qui définissait les souches ayant le méme
spoligotype (SB0120) que les souches vaccinales (Haddad et al., 2001; Hauer et al., 2019).

Ce groupe est trés présent en France et en Italie (Boniotti et al., 2009; Boschiroli et al., 2015;
Rodriguez-Campos et al., 2014). Bien que de nombreux indels aient été décrits chez Mb3601,
leur spécificité au CC Eu3 n’a pas encore été déterminée (Branger et al., 2020). Ce groupe est
en revanche phylogénétiqguement bien séparé des autres groupes de M. bovis avec des SNP
spécifiques de celui-ci (Hauer et al., 2019). Eu3 est un complexe clonal phylogénétiquement
proche de Af2 et il a été suggéré qu’un ancétre commun de ces complexes clonaux a évolué en
Afrique de I’Est (Loiseau et al., 2020). Af2 est ensuite resté dans cette région tandis que 1’autre
groupe comprenant Eu3 (unknow?2 dans ’article) s’est dispersé ce qui suggererait une origine
africaine pour Eu3, aujourd’hui trés présent en Europe du Sud.

La généralisation du séquencage de ces dernieres années a permis de realiser le WGS de
nombreuses souches de M. bovis, séquencées notamment avec la technologie Illumina (Tableau
3) (Almaw et al., 2021; Conceicéo et al., 2020; Hauer et al., 2019; Kohl et al., 2020; Loiseau et
al., 2020; Zimpel et al., 2020). Ces données sont tres utiles pour mieux comprendre
I'épidémiologie de la bTB, pour réaliser des études évolutives et pour améliorer la description

des groupes génétiques de M. bovis.

1.4.2.2. Etude génomique de M. bovis.

1.4.2.2.1. Description de lignées de M. bovis

Plusieurs études ont utilisé des données de WGS pour optimiser la classification de M. bovis
(Hauer et al., 2019; Zimpel et al., 2020; Zwyer et al., 2021). Une premiére étude a permis de
définir 9 clusters (Cluster A a 1) dans la diversité frangaise des souches de M. bovis (Figure 19)
(Hauer et al., 2019).

En effet, cette étude utilisant 87 génomes représentatifs de la diversité francaise de M. bovis a
montré une bien meilleure distinction des groupes de souches avec le WgSNP plutét que la
méthode « classique » de génotypage utilisant le spoligotypage et le MLV A (Figure 20) (Hauer
et al., 2019). Ces clusters ont été décrit selon des SNP, spoligotypes ou profil MLVA qui leur

sont spécifiques.
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Figure 19 : Arbre de maximum de parcimonie basé sur 9 170 SNP qui a été obtenu par 1’alignement de
87 genomes de Mycobacterium bovis sur le genome de référence AF2122/97. La figure modifiée
provient de I’article de Hauer et collaborateurs (Hauer et al., 2019) et a été créée avec MEGA4 (Tamura

et al., 2007). L’arbre est subdivisé en 9 clusters décrits dans 1’étude d’Hauer et collaborateur.
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Figure 20 : Différence de discrimination entre une résolution avec les techniques de spoligotypage et de
MLVA (A et C) et les SNP (9 170 SNP) (B et D). Cette comparaison prend en compte 87 génomes
représentant la diversité francaise de M. bovis et utilise le génome de référence AF2122/97. Les arbres
phylogénétiques UPGMA A et B ont été construit avec les différentes techniques de typage. Les arbres
B et D sont des arbres a portées minimales, toujours construits selon les différentes techniques de typage.
Cette figure modifiée provient de I’article d’Hauer et collaborateur (Hauer et al., 2019).

Une étude plus récente s’intéressant a la diversité mondiale de M. bovis a proposé de classer
M. bovis en huit sous-lignées nommées Lal.1 a Lal.8 et a défini une liste de SNP spécifiques
de ces sous-lignées (Zwyer et al., 2021). Ces travaux, utilisant des génomes fragmentés, sont
importants pour mieux connaitre la diversité des souches présentes dans une zone donnée et
affiner la phylogénie.

Certains clusters sont encore mal définis. L’obtention de nouveaux génomes avec des lectures
courtes ou de génomes complets et fermés pourrait étre utilisées pour mieux caractériser les
groupes de M. bovis. Ces génomes complets permettraient de mettre en évidence la présence
d’événements génétiques de grande taille entre les différents groupes comme cela a été fait pour

les groupes définis précédemment.

1.4.2.2.2. Epidémiologie génomique

La détection et le typage de M. bovis ont historiquement été basés sur I'évaluation d'un ensemble

limité de marqueurs génétiques, principalement par le biais de tests basés sur la PCR (Collins,
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2011; Kao et al., 2016; Ramos et al., 2014). L’utilisation du spoligotypage et le MLVA
permettent de déterminer des liens inter-espéces pour un méme génotype comme cela a été
montré dans des enquétes épidéemiologiques dans la forét de Brotonne et de Mauny (Zanella et
al., 2008) ou dans un parc de chasse (Richomme et al., 2013). En 2012, la premiére étude
utilisant les données de génome complet a été publiée, illustrant 1’utilité de cette technologie
pour étudier la dynamique de transmission de M. bovis. Dans cette €tude, les auteurs ont
identifié un groupe spatio-temporellement lié de bovins et blaireaux infectés par le méme
génotype (spoligotype-VNTR) de M. bovis (Biek et al., 2012). Par la suite, cette méthodologie
a été utilisée afin de mieux comprendre la propagation locale et la persistance de la tuberculose
avec ’utilisation d’approches phylogéographiques bayésiennes (Trewby et al., 2016).

Les analyses de WGS ont également permis de mettre en évidence le réle joué par les cerfs dans
la transmission de M. bovis en Irlande (Crispell et al., 2020) ou de mettre en évidence un réseau
de transmission li¢ a 1’¢levage de cervidés en France (Michelet et al., 2019). Mais 1’apport
majeur de cette méthodologie est la possibilité de reconstruire des scénarios de transmission
dans une région enzootique de bTB comme cela a été réalisé dans de nombreux pays (Kohl et
al., 2020; Perea et al., 2021; Rossi et al., 2022; Salvador et al., 2019). En effet, des modéles
d’évolution plus complexes, incluant la structure de la population, ont permis de quantifier les
taux de migration de M. bovis inter-espéces et intra-espece. Des modeles plus complexes qui
incluent les données génomiques et différentes sources de données épidémiologiques (données
de mouvements, de résultats de tests de dépistage ...) permettent de réaliser des études de
phylodynamie pour répondre a de nouvelles questions telles que : « Qui infecte qui ? » (i.e.
chaines de transmission), « Quel rdle jouent les especes dans la diversification de 1’agent
pathogeéne ? », « Quelle est la dynamique d’infection dans une zone jusque-la indemne ? »
(O’Hare et al., 2021; Rossi et al., 2022). D’autres parametres peuvent étre obtenus de ces
analyses comme le taux d’évolution ou la date a laquelle I’ancétre commun le plus récent de
deux souches circulait, ce qui peut donner des indications sur la dynamique de transmission
(Kao et al., 2016; Loiseau et al., 2020; Zimpel et al., 2020).

Ces analyses utilisent un génome de référence qui est souvent AF2122/97 pour M. bovis. Le
complexe clonal auquel de ce génome appartient est trés présent dans les Tles Britanniques, mais
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., 2019). Par exemple,
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si un génome de M. tuberculosis est utilisé comme référence pour les eétudes sur M. bovis, le
nombre de SNP détecté augmentera considérablement, ce qui peut entrainer des erreurs dans la
recherche de SNP (Dippenaar et al., 2017; Kohl et al., 2018; Walter et al., 2019). L utilisation
d’un génome complet proche des souches étudiées est donc un des parameétres importants pour
I’étude des SNP. Comme cela a été présenté précédemment, un autre génome de référence,
Mb3601, représentatif d’un génotype trés présent en France, le SB0120-Cote d’Or, a été
proposé récemment (Branger et al., 2020). L’obtention de ce génome va permettre d’améliorer
I’é¢tude des SNP sur les souches phylogénétiquement éloignées d’AF2122/97. D’autres
génomes complets, spécifiques d’autres clusters de M. bovis sont toutefois nécessaires pour

continuer ce travail.

1.4.2.2.3. Analyse pan-génomique

Les données de WGS peuvent également étre utilisées pour connaitre la diversité génétique de
M. bovis. En effet, en plus d’estimer la présence des SNP intragéniques, le WGS permet de
comprendre la composition du génome et sa diversité fonctionnelle. Le pan-génome est
constitué de I'ensemble du répertoire de genes d'une espéce donnée qui sont les génes de base,
partagés par toutes les souches, les genes accessoires, qui ne sont pas présents dans toutes les
souches, et les génes uniques, qui sont présents dans une souche unique (Vernikos et al., 2015).
Le génome accessoire ajoute de la diversité genétique a I'espéce et peut impliquer d'autres voies
métaboliques qui peuvent permettre 1’adaptation d’une souche a une niche écologique, la
colonisation de nouveaux hétes ou d'autres fonctions bénéfiques pour d'autres especes (Golby
et al., 2013; Vernikos et al., 2015). Des études multi-génomes et I’identification des mutations
génétiques sont centrales dans le domaine de I'épidémiologie des maladies pour mieux
comprendre les interactions héte-pathogene, la virulence et la transmission (Cheng et al., 2018;
Dong et al., 2017). Bien que le pan-génome de M. bovis soit encore mal connu, les génomes
MTBC évoluent de maniére clonale et ont des génomes accessoires SUpposeés petits par rapport
a la plupart des autres taxons (Ceres et al., 2022). L’effet combiné des indels ainsi que la
présence de SNP entre les membres contribuent aux différences dans les gammes 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 contigs (Ceres et al., 2022; Reis and Cunha, 2021).
L’obtention et I’utilisation de génomes complets et fermés permettront donc d’améliorer ce type

d’analyse en évitant les biais précédemment cités.
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2. Objectifs
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Dans la premiere partie de ce manuscrit, nous avons decrit comment ont évolué la détection de
I’infection et le diagnostic de la bTB ainsi que 1’utilisation de méthodes de typage de plus en
plus précises.

Nous avons également évoqué les nombreuses avancées en matiére de lutte contre la maladie
qui ont permis 1’obtention du statut d’indemne de tuberculose en 2001. Ce statut qui est treés
important pour la France est aujourd’hui menacé par la résurgence de la bTB. Nous avons
également mentionné que les foyers de bTB étaient présents dans des régions trés localisées et
avec des génotypes spécifiques et persistants. Une des raisons de la persistance pourrait étre
également liée a la génétique de 1’agent pathogene. Il est donc important de comprendre les
déterminants du succes épidémiologique de ces génotypes persistants.

Différentes applications épidémiologiques et génomiques du séquencage massif de génome de
M. bovis ont également été présentées. L’épidémiologie de terrain est trés importante pour
pouvoir déterminer les liens de transmission de M. bovis entre les animaux domestiques, les
animaux de la faune sauvage et I’environnement. Ces liens sont compliqués a établir dans des
régions partageant le méme génotype (défini par le profil de spoligotypage et MLVA), comme
c’est le cas pour les régions avec la plus forte prévalence de bTB en France. Le séquencage du
génome entier et la recherche de SNP par rapport a 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 tres présent dans les Tles
britanniques, mais est peu présent en France et dans d’autres pays européens. D’autres génomes
complets, plus proches des souches de terrain, sont donc nécessaires.

Un premier objectif de cette these est donc d’obtenir 10 nouveaux génomes complets
représentatifs des clusters précédemment décrits (Hauer et al., 2019). La description et la
comparaison de ces génomes permettront ainsi d’identifier les caractéristiques génétiques de
chacun d’entre eux et de mieux définir les groupes auxquels les génomes appartiennent en
proposant des listes de larges éveénements génétiques spécifiques. De plus, afin d’affiner nos
connaissances génomiques de M. bovis, 1’étude du pan-génome pourra étre réalisée a 1’aide de
ces génomes complets, ce qui permettra d’¢éliminer les biais engendrés par 1’utilisation de
génomes fragmentés. Le séquencage complet de Mb3601, qui représente un des génotypes
majoritairement retrouvés ces derniéres années (SB0120-CO), a montré un nombre important
de séquences d’insertion 1S6110. Cette séquence joue un rdle important dans la plasticité du
génome mycobactérien et pourrait aider la mycobactérie a s’adapter a un environnement hostile

(Gonzalo-Asensio et al., 2018). Le génome de M. bovis est considéré comme ayant une ou trés
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peu de copies, au contraire de Mb3601 qui a 11 copies et est représentatif d’un génotype trés
prévalent ces dernieres années.

Un deuxieme objectif de ce travail est donc d’étudier le nombre d’IS6110 parmi les différentes
souches francaises de M. bovis et I’implication génétique de leur position dans le génome.
L’évolution du nombre et de la position des copies d’IS6110 est également étudiée dans les
panels de souches de 3 génotypes majoritairement retrouvés en France afin d’évaluer si les
modifications générées par ces insertions contribuent a leur adaptation et a leur succes

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 génétigue de M. bovis en France

Le premier panel (Panel 1) constitué de 87 souches de M. bovis isolées entre 1983 et 2011,
représente la diversité francaise de M. bovis (Figure 19 et Annexe 1). Les souches proviennent
de 81 bovins, de 2 sangliers, d'1 cerf, d'1 ovin, d'l caprin et d’1 porc. Les génomes ont été
obtenus par séquencage en utilisant la technologie Illumina Hiseq (Hauer et al., 2019). Lors de
la comparaison avec les génomes complets obtenus dans cette étude, la souche A7 a éteé retirée
du panel, car elle correspond au génome complet de la souche Mb1101 (voir partie 0. 3.1.3.

Les génomes complets). Pour I’étude sur 1’'1S6110, un panel restreint de souches a été
utilise. Celui-ci exclut les souches (A8, D10, D8, F3, F7, H1 et H3) ayant moins de 10 SNP de

différence avec une autre souche pour éviter des analyses redondantes.

3.1.2. Génomes de souches sympatrigues

Afin d’étudier plus en détail les génotypes particulierement retrouvés en France ces derniéres
annees, 3 panels de souches de ces genotypes ont été également utilisés dans ce travail de these.

Ces panels ont été obtenus dans le cadre d’études épidémiologiques.

3.1.2.1. Génotype SB0120-CO
Le deuxieme panel (Panel 2) est constitué de 91 souches (dont le génome de référence Mb3601)
de génotype SB0120-CO (SB0120-554 3 11 4 5 6) isolées en Cote d’Or entre 2009 et 2014

(Michelet et al., 2018). Les souches ont été isolées de 51 bovins (Bos taurus), 38 blaireaux

(Meles meles), 2 sangliers (Sus scrofa) et 2 renards (Vulpes vulpes). Les génomes ont été
séquenceés en utilisant la technologie Illumina Hiseq (bases jumelées 2*250 bp) a Genoscreen

(Lille, France) a partir de lysats bactériens thermolyseés sans étape de purification.

3.1.2.2. Génotypes SB0821-F007 et SB0832-F015
Le troisieme panel (Panel 3) utilisé dans cette étude est constitué de 187 souches réparties en

deux génotypes appartenant 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 Pyrénées-Atlantiques et des Landes entre
2002 et 2017 (Annexe 2) (Duault et al., 2022) a partir de 150 bovins (Bos taurus), 27 blaireaux
(Meles meles), 8 sangliers (Sus scrofa), 1 porc et 1 humain. Les génomes ont été séquencés en
utilisant la technologie Illumina Hiseq (bases jumelées 2*150 bp) a I’ICM (Institut du cerveau
et de la moelle épiniére) (Paris, France) a partir lysats bactériens thermolysés sans étape de

purification.
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3.1.2.3 Génotype SB0120-DHV
Le dernier panel (Panel 4) est constitué de 227 souches de génotype SB0120-DHV (SB0120 —
53539456) isolées en Dordogne et en Haute-Vienne entre 2001 et 2017 (Annexe 3). Les

souches ont été isolées de 182 bovins (Bos taurus), 28 blaireaux (Meles meles), 11 sangliers
(Sus scrofa), 3 renards (Vulpes vulpes), 2 cerfs (Cervus elaphus) et 1 chevreuil (Capreolus

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

3.1.3. Les génomes complets

Deux genomes complets sont également utilisés dans ce travail de thése: AF2122/97
(LT708304.1), Mb3601 (NZ_LR699570.1) dont les séquences sont disponibles sur Genbank
(Branger et al., 2020; Garnier et al., 2003).

Les 10 souches a séquencer ont été sélectionnées afin de représenter tous les clusters
préalablement décrits en France et en particulier les génotypes majoritaires circulant
actuellement. Les caractéristiques des 10 souches sélectionnées sont décrites dans la Tableau 5.

- Mb0486 (SB0821 / F007,6 55 3 11 2 5s 4) et Mb0531 (SB0826 / FO05, 6 7 3 3 10 2 55
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 Pyrénées-Atlantiques (département 64), dans les Landes (40) et le Gers (32).
Mb0820 (SB0840 / FO01, 7 5 5 3 8 2 5s 4) est représentatif d’un troisiéme génotype du Cluster
A représentant 8% des souches identifiées entre 2015 et 2017 et est identifié en Corse (2A et
2B).

- Mb2269 (SB0134 / GB35-09,6 553 6 4 5 6) et Mb3602 (SB0134 / GB35-14, 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 Ariége (09) et celui de Mb3602, dans la forét de Brotonne
(76). Mb3602 représente le génotype de la premiére souche francaise identifié dans la faune
sauvage (Zanella et al., 2008).

- Mb2487 (SB0999 / SB0999, 6 4 52 8 2 4 7) est un génotype du complexe clonal Eu2
retrouvé en Dordogne (24) et dans le Lot (46). Ce complexe clonal est également trés présent
dans la peninsule Ibérique (Rodriguez-Campos et al., 2012).

- Mb2377 (SB0853 / F022,3 65 2 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
529346 SB0819) (Boschiroli et al., 2015; Michelet et al., 2020b).
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- Mb1855 (SB0120 / BCG-like, 535 3 94 5 6) est représentatif du géenotype SB0120-DHV
présent dans le complexe clonal Eu3, qui est le cluster le plus retrouvé en France. Ce génotype
est le plus présent ces derniéres années en France avec 35% des souches identifiées entre 2015
et 2017. De plus, il est endémique de la région Nouvelle Aquitaine et en particulier la Dordogne
(24), la Haute-Vienne (87), la Charente (16), la Charente-Maritime (17) et la Gironde (33).
Deux autres génotypes représentatifs du complexe clonal Eu3, sont sélectionnés. Le premier,
Mb3114 (SB0120 / BCG-like, 555 3 11 3 5 4), est représentatif d’un génotype autrefois trés
présent dans les Alpes et proches de ceux majoritairement retrouvé en Italie (Lombardi et al.,
2017). Le deuxieme est Mb1101 (SB0120 /BCG, 52 3 3 10 3 3 10). Il s’agit d’une souche de
terrain assez éloignée des autres souches du cluster, mais qui reste assez proche des souches

vaccinales.

3.2. Obtention des génomes complets

3.2.1. Obtention de ’ADN myvcobactérien

3.2.1.1. Culture bactérienne

Les génomes qui ont été séquencés dans cette étude proviennent de souches qui ont été
préalablement isolées de bovins et d’un cerf (Tableau 5) avant d’étre remises en culture par le
LNR et conservées a -80°C dans des cryotubes. Pour chacune des souches, 200 pL de solution
a éteé ajouté a 2 mL de Middlebrook 7H9 + ADC et mycobactine (Figure 21) afin de faciliter la
remise en culture des souches. Pour toutes les étapes d’incubation, les tubes ont été conservés
a I’incubateur a 37°C. Lorsque la solution était trouble, indiquant une concentration forte de
bactéries dans la solution, 100 pL ont été étalés sur du milieu solide Middlebrook 7H10 +
OADC. La croissance des bactéries sur le nouveau milieu permet 1’apparition de colonies. Une
seule colonie représentant un clone bactérien a été prélevée et ajoutée a 40 mL de Middlebrook
7H9 + ADC. Les tubes ont ensuite été laissés a I’incubateur pour permettre la croissance des

bactéries jusqu’a obtenir une solution dense.
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Tableau 5 : Présentation des 10 génomes de Mycobacterium bovis séquencés complétement dans ce travail de thése.

Nom Numéro d'analyse Hote Département Année d'isolement Spoligotype VNTR Groupe de M. bovis
Mb0486 1994-08372-00 Bovin |64 1994 SB0821 / FO07 6553112554 |Cluster A

Mb0531 1994-12268-00 Bovin |64 1994 SB0826 / F005 6733102558 |Cluster A

Mb0820 1997-05804-00 Bovin |20 1997 SB0840 / FO01 755382554 Cluster A

Mb2269 07-01791-01 Bovin |9 2007 SB0134/GB35-09 (65536456 Cluster C

Mb3602 01-01524-00 Cerf 76 2001 SB0134/GB35-14 |7453104510 |ClusterC

Mb2487 08-01322-00 Bovin |24 2008 SB0999 / SB0999 64528247 Complexe clonal Eu2
Mb2377 08-00705-00 Bovin |64 2008 SB0853 / F022 36529346 Cluster G

Mb1855 05-02950-00 Bovin (24 2005 SB0120/BCG-like (53539456 Complexe clonal Eu3
Mb3114 D-11-01217 Bovin |74 2011 SB0120 /BCG-like [555311354 |Complexe clonal Eu3
Mb1101 1999-04695-00 Bovin |59 1999 SB0120 / BCG-like [5233103310 |Complexe clonal Eu3
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Figure 21 : Représentation schématique du protocole de culture bactérienne jusqu’a I’extraction d’ADN
et son séquencage par les technologies Illumina et MinlON.

3.2.1.2. Extraction d’ADN génomique

Les clones bactériens ont été inactivés 1h a 80°C. Le tube contenant la solution a été centrifugé,
lavé une fois avec du tampon TE (tampon Tris-HCI a4 10 mM + EDTA & 1 mM) et ensuite remis
en suspension avec 1 mL de TE. Par la suite, 100 pL de 20 g/L de lysozyme ont été ajoutés et
le tube a été incubé a 37°C pendant une nuit avec agitation (Figure 21). Enfin, 100 puL de 10%
de SDS et 50 pL de protéinase K (Macherey-Nagel) ont été ajoutés et une incubation de 4 h a
56°C avec agitation réguliére a été effectuée.

200 pL de TE contenant 10% de CTAB et du NaCl ont été ajoutés a la solution et incubés 1 h
a 65°C. Apres une centrifugation, le surnageant a été retiré et 200 uL de TE ont été ajoutés. La
solution a été ensuite transférée dans un premier tube 5SPRIME Phase Look Gel Light de 2 mL
(Quantabio). Un volume égal de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (en proportion 25-24-
1) a été ajouté puis la solution a été agitée vigoureusement. Apres centrifugation, la phase
aqueuse a été transférée dans un nouveau tube SPRIME Phase Look Gel Light et I’étape de
traitement avec solution organique répétée.

La phase aqueuse a ensuite été transférée dans un nouveau Eppendorf Tubes® ou ont été ajoutes

de I’acétate de sodium 3M et 1 pL de glycogeéne (20 g/L) pour faire précipiter I’ADN avec de
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I’éthanol pur. La solution est ensuite centrifugée a 13 500 g a 4°C pendant 20min puis le
surnageant a été soigneusement eliminé. Le culot a été repris dans 100 pyL de TE, puis 1 pL de
RNAse A (10 g/L) a été ajouté et la solution a été incubée 30 min a 37°C afin d’éliminer I’ARN
contaminant.

L’ADN a ensuite été lavé trois fois avec de 1’éthanol 80% et des étapes de centrifugation, puis
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 de I’ADN et a sa quantification.

3.2.1.3. Controle qualité de PADN
La quantité et la qualité des produits d’extraction ont été évaluées par deux méthodes : avec le

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

En plus de cela, pour le séquencage Illumina, la plateforme Genoscreen (Lille, France) a
effectué un test SybrGreen (Thermofisher scientific) et par électrophorése sur gel d'agarose afin

de valider la qualité et la quantité d’ADN dans les échantillons envoyés.

3.2.2. Séguencage des génomes

3.2.2.1. Le séquencage lllumina

Le séquencage Illumina Miseq a été effectué par la plateforme de Genoscreen (Lille, France)
en 2*150 paires de bases. Afin de ne pas surreprésenter certains fragments lors de la préparation
de la bibliotheque, les fichiers fastq présents en paires ont été filtrés des séquences répliquées.
Cela permet de ne garder qu’une seule paire de séquences pour chaque ensemble de paires de

séquences répliqueées.

3.2.2.2. Le séquencage MinlON

Le séquencage MinlON a été réalisé apres une purification des échantillons sur billes AMPure

XP en suivant le protocole « Agencourt AMPure XP » de Beckman Coulter. Les échantillons
ont été ajustes & une concentration de 2 pg pour 50 pL.

La préparation des échantillons a ensuite été réalisée a I’aide du protocole de Nanopore “Native
barcoding genomic DNA (with EXP-NBD104, EXP-NBD114 and SQK-LSK109)” (Version :
NBE 9065 v109 revV_14Aug2019). La banque d’ADN final de 324 ng a été chargée sur une
cellule de flux (R9.4.1) et a été séquencée avec le séquenceur Oxford Nanoport MinlON
pendant 48h.
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3.2.3. Assemblage des génomes

3.2.3.1. Controle qualité

Les données de séquencage Illumina ont été recues de Genoscreen en format fastq.gz. Pour les
données de séquencage MinlON il a été effectue un appel de bases, permettant de transcrire les
courants éelectriques en bases. Un démultiplexage a également été effectué, permettant d’isoler
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 Illumina.

La qualité du séquencage a ensuite été évaluée (Figure 22) avec 1’outil FastQC (Version 0.11.9)
(Wingett and Andrews, 2018). Les séquences provenant des données de séquencage Illumina
ont été filtrées et les séquences ayant une qualité insuffisante (limite de Q20) ont été retirées
avec I’outil Sickle (https ://github.com/najoshi/sickle) (Guimaraes and Zimpel, 2020; Gurevich

etal., 2013; Wang et al., 2021; Wick and Holt, 2021). Les séquences provenant des donnees de
séquencage MinlON ont été filtrées avec 1’outil Nanoflit (version 1.1.0). Des séquences de
mauvaise qualité ou trop courtes (limite de Q8 et 500pb) ont ainsi pu étre retirées (Loman et
al., 2015).

Données de Données de
séquencage Illumina séquengage MinlON

Assemblages
Flye, Unicycler et
Raven
Consensus
ooy Trycycler Correction des
. séquences
seéquences
Medaka

Pilon
Génome
circularisation

Circlator Quast

Quast

Py

Figure 22 : Représentation schématique de la stratégie d’assemblage de novo des génomes complets en
partant des données de séquengage de technologies [llumina et MinION (en bleu) et en allant jusqu’aux
génomes finaux (en vert) en mentionnant les différents outils utilisés et étapes d’évaluation de la qualité
(en orange). Cette stratégie a été semi-automatisée (représenté par le « .py » en bas a droite de la figure).
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3.2.3.2. Assemblage de novo

Durant ce travail de thése, plusieurs stratégies pour assembler des génomes de M. bovis
complets ont été comparées afin de concevoir la stratégie utilisée et présentée dans ce manuscrit
(Figure 22). Cette stratégie a été semi-automatisée et est disponible sur github

https://github.com/CiriacC/Hybrid_bacterial genome_assembly (Figure 22).

La séparation en 12 parties des données de séquencage MinlON est réalisée avec 1’outil
Trycycler --subsample (version v0.5.0) (Wick et al., 2021). Les données genérées ont ensuite
¢été assemblées 4 fois a I’aide de trois assembleurs : Flye (version 2.8.3-b 1695) (Kolmogorov
at al., 2020), Raven (version 1.50) (Vaser et al., 2020) et Unicycler (version v0.4.9b) (Wick et
al., 2017). Le consensus des assemblages a ensuite été déterminé avec I’outil Trycycler (version
v0.5.0) (Wick et al., 2021). L’assemblage consensus a été poli avec I’outil Medaka (version

1.4.3, https://github.com/nanoporetech/medaka) qui permet de créer un consensus entre les

données de séquencage MinlON et I’assemblage obtenu avec Trycycler. Afin de corriger les
erreurs de séquencage MiInlON, les données de séquencage Illumina qui comportent moins
d’erreurs ont été utilisées avec ’outil Pilon (version 1.24) (Walker et al., 2014). Cet outil est
utilisé plusieurs fois pour ne plus avoir de corrections a faire entre 1’assemblage et les données
de séquencage Illumina. La circularisation finale et I’orientation du génome avec 1’utilisation
du géne dnaA comme position de départ (1’option —min_id 70 a été utilisée), ont été réalisées a
1’aide de I’outil Circlator (version 1.5.5) (Hunt et al., 2015).

3.2.3.3. L’assemblage de génomes avec des données de séquencage de

seconde génération

Les données de séquencage des génomes séquencés uniquement avec la technologie lllumina
ont été analysées et filtrées comme cela a été présenté précédemment. Les données ont ensuite
pu étre assemblées en utilisant 1’outil Spades (version 3.13.1) avec I’option --careful qui permet

de réduire le nombre de courts indels et les mésappariements (Bankevich et al., 2012).

3.2.3.4. Caractéristigues générales et annotation de génomes

Les statistiques d’assemblage ont été évaluées avec 1’outil Quast (version 5.0.2) (Gurevich et
al., 2013) (Figure 22) permettant d’indiquer, entre autres, le nombre de contigs, le %GC, la
taille du génome, le nombre d’ARNt (Acide ribonucléique de transfert) ou encore ARNr (Acide
ribonucléique ribosomique). L’annotation des génomes a été réalisée avec 1’outil Prokka

(version 1.14.6) (Seemann, 2014) avec I’option --prodigaltf permettant d’entrainer 1’outil a
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annoter en utilisant un génome de référence, Mb3601 dans ce travail (d’autres options ont été

utilisées comme --force, -- protein avec un génome de référence en format genbank et --prefix).

3.3. Analyses bio-informatiques

3.3.1. L’analyse pan-génomigque

L’analyse pan-génomique permet de donner des informations sur la diversité génomique de
M. bovis en étudiant les génes de bases (« core gene » en anglais) et accessoires (« accessory
gene » en anglais) d’un panel de génomes. Cela peut étre important pour observer pour
connaitre I’évolution du pan-génome et les possibles adaptations de certains groupes. L’analyse
pan-génomique a éte réalisée avec Panaroo (version 1.2.8) (Tonkin-Hill et al., 2020). L’outil a
été utilise en mode strict (option --clean-mode strict) ainsi qu’avec 1’option --merge_parlogus.
L’outil 1Q-Tree (v 1.6.9) (Nguyen et al., 2015) a été utiliseé pour inférer I'arbre phylogénétique
avec 100 bootstraps pseudo-répliqués. La sélection du modele d'évolution le mieux adapté a été
effectuée dans 1Q-Tree sur la base du critere d'information bayésien le plus bas. La carte
thermique permettant la visualisation graphique de la présence et 1’absence de geénes a été
réalisée avec le script roary_plot.py du pipeline Roary (Page et al., 2015).

L’évaluation et la visualisation du pan génomique, du génome de base et du nombre de
nouveaux genes en fonction du nombre de génomes utilises ont été réalisées avec un fichier de
sortie de Panaroo nommé « gene_presence_abscence.Rtab » et 1’outil PanGP (Zhao et al.,
2014). Cet outil a été utilisé avec les options « Distance guide », taille de 500 échantillons,

répétition de 100 échantillons et avec un coefficient d’amplification de 100.

3.3.2. ldentification des SNP
La recherche de SNP permet également de connaitre la variabilité génétique de M. bovis. Les

données provenant de cette analyse peuvent par exemple étre utiles pour classer les différentes
souches dans un arbre phylogénétique. L’analyse SNP a été réalisée de deux fagons :

- Lapremiere avec le module wgSNP du logiciel Bionumerics (version 7.6, AppliedMath,
Belgique) en utilisant les critéres stricts suivants : le SNP était soutenu par la présence minimum
de cing séquences de sens inverse et cing séquences de sens avant ; 10 bases devaient séparer
chaque SNP ; les SNP n’étaient pas dans des régions répétées du génome ; certains SNP
n’étaient pas non plus inclus comme les SNP ambigus avec au moins une base non fiable (« N »)
dans un des génomes, une délétion ou une base ambigiie (qui n’est pas A, T, C ou G) présente

dans au moins un des génomes.
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- La deuxiéme méthode par utilisation d’un script automatisé. Le script a d’abord aligné
sur le génome de référence Mb3601, les séquences de lecture provenant des données de
séquencage Illumina en utilisant samtools et BWA (Li et al., 2009; Li and Faucher, 2017). Les
fichiers vcf ont ensuite été produits en utilisant bcftools mpileup et Mb3601. La recherche des
SNP a ensuite été faite avec bcftools call (avec I’option --vm) (Danecek et al., 2021). Les
données produites ont été filtrées en utilisant vcffilter et les options -f QUAL > 150 -f DP > 20
-f MQ > 49. Tous les SNP détectés precédemment 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'option -m) uniquement sur ces positions pour avoir les mémes informations
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 été effectuée dans un deuxieme temps
en utilisant les variants filtrés, Mb3601 et bcftools mpileup puis bcftools call (avec l'option -
m). Les fichiers vcf ont ensuite été fusionnés 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. Les étapes finales de la sélection des variants ont été réalisées
avec les outils vcflib vcfsnps, veflib veffixup, veflib vefnumalt et veffilter (option -f NUMALT
=1") (Garrison et al., 2022). Les SNP qui étaient soutenus par moins de cing séquences de sens
inverse et cing séquences de sens avant ont eté filtrés. Les SNP séparés par moins de 10 bases
ont également éte retirés. Les SNP non fiables, indels et les SNP avec des bases ambiglies avec
au moins une base non reliable (« N ») dans un des génomes ont également été filtrées. Les
SNP présents dans les protéines de la famille PE/PPE et pks12 ont également été supprimés en
raison de la faible confiance et du taux d'erreur plus élevé de ces régions, en accord avec de
précédents travaux (Lorente-Leal et al., 2021; Marin et al., 2021; Meehan et al., 2019).

3.3.3. Analyses phylogénétigues

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

- Une premiére méthode a été appliquée pour les listes de SNP produits avec Bionumerics.
Les arbres phylogénétiques se basant sur ces listes ont été dessinés en utilisant Bionumerics et
la méthode de maximum de parcimonie.

- Une deuxieme approche a utilisé Mega (Kumar et al., 2016) et la méthode de maximum
de vraisemblance (modéle Hasegawa-Kishino-Yano) pour construire les arbres
phylogénetiques basés sur les SNP. Le traitement des fichiers de sortie de Mega a été réalisé
avec iITOL (version 6.5.6) (https://itol.embl.de/) (Letunic and Bork, 2007).
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3.3.4. Larecherche de différences génomiques structurelles

3.3.4.1. La recherche d’indel

L’organisation génomique structurelle a été observée avec le logiciel progressiveMauve
(version 2.4.0) (Darling et al., 2011) en utilisant les fichiers fasta obtenus aprés assemblage ou
les fichiers gbk obtenus aprés annotation des génomes avec 1’outil Prokka. Le logiciel a permis
de comparer la structure des génomes entre eux en les alignant pour y identifier des insertions
ou d¢létions. L’annotation des indels a été réalisée en se basant sur le génome de référence
utilisé dans la recherche des SNP. La comparaison des indels avec ceux déja connus a été
effectuée en se basant sur les travaux de Bespiatykh (Bespiatykh et al., 2021). La stratégie de
recherche d’indels a été validée par amplification de séquences cibles (présentées dans la partie
0.

™ Taill
, Longueur Séquence (5'->3') °C) Information I'ams;ici:?bp)

IS6110-1-F 18 TGAACCGCCCCGGCATGT 60,5

partie 3' de I'1S6110 695
1IS6110-1-R 18 CCCGGACAGGCCGAGTTT 60,5
IS6110-2-F 18 CAGATGCACCGTCGAACG 58,2

partie 5' de I'1S6110 706
1IS6110-2-R 18 TGAACCGCCCCGGTGAGT 60,5

partie 3' de I'IS6110

du Cluster G
1IS6110-F9-F 18 CCCGGGTCCATGCGGTTT 60,5 . 1016
(fonctionne avec
1S6110-2-R)
RDmbovis1- 20 CCTGTTCAAGGGCAGTTTCG | 59,4 o ,
Clusterl1-F Délétion partielle
RDmbovis1 de VapB46 10920u1750
oviS 20 GCTGCTTGAGTCGGGCATTA | 59,4 P
Clusterl1-R
RDmbovis2- 2 TGCAAGAGATGGCTGAGGAGT 60,3 Deletlc?n partielle 352 ou 250
lal.2-F T du géne hspR

3.4.2.2. La PCR en point final) et migration du produit PCR sur gel d’agarose.

3.3.4.2. Les catégories de fonction de génes

La recherche de mutations ou délétions qui peuvent étre présentes dans les ORF a permis
d’isoler plusieurs geénes. L’analyse de 1’ontologie génétique a été faite avec 1’annotation
fonctionnelle de ces génes en utilisant 1’outil eggnog 5.0 (Huerta-Cepas et al., 2019). Cette
analyse a permis de répartir les genes en catégories fonctionnelles de clusters de génes
orthologues (COG).

3.3.4.3. Assemblage de la région CRISPR-Cas

Comme cela a été vu dans la partie introductive, la région CRISPR-Cas est une région

polymorphique ciblée par le spoligotypage pour typer les membres du MTBC. La construction

de la région CRISPR-Cas a été réalisée a partir des fichiers SRA des génomes ainsi qu’en
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utilisant les outils tbannotator (https://github.com/cquyeux/TB-tools) et CRISPRbuilder-TB
(https://github.com/cquyeux/CRISPRbuilder-TB) (Guyeux et al., 2021). 1l s’agit de méthodes

automatisées de construction de contigs utilisant I'approche De Bruijn qui est capable de
reconstruire la région CRISPR-Cas. Cette reconstruction a permis d’observer la présence ou
non des genes cas et des spacers.

Pour une analyse approfondie, les génomes assemblés ont été utilisés pour rechercher les
contigs contenant la séquence DR et CRISPR-Cas avec 1’alignement blast (Altschul et al.,
1997). L'annotation des spacers a été faite selon I'étude de Van der Zanden (van der Zanden et
al., 2002).

3.4. Recherche de la séquence d’insertion 1S6110

3.4.1. 1SMapper

La recherche de séquence d’insertion dans des génomes fragmentés a été effectuée avec 1’outil
ISMapper (Version 2.0.1) (Hawkey et al., 2015). Pour obtenir la détection de 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.

Dans un premier temps, 1’outil a identifié les séquences correspondant a une séquence cible a
I’aide de BWA (Li and Durbin, 2009) (Figure 23). Ces séquences ont été sélectionnées a I’aide
de samtools et réparties dans deux groupes selon celles correspondant a la partie 3’ de la
séquence d’intérét ou 5 avant d’étre ré alignées sur un génome de référence (Li et al., 2009).
Pour chaque position la profondeur est déterminée avec bedtools pour sélectionner les positions
ou la profondeur de lecture est suffisante (au-dessus de 6) (Quinlan and Hall, 2010). Si deux
positions (correspondant au 3’ et au 5° de la séquence d’intérét) sont distantes de plus ou moins
15 bp, cela indique une nouvelle position de la séquence d’intérét. Si la distance correspond a
la taille de la séquence recherchée, alors cela indique que la position 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 ISMapper et en les observant
avec ’outil IGV (Integrative Genomics Viewer) (Robinson et al., 2017, 2011b; Thorvaldsdottir
et al., 2013). L’orientation de la séquence d’intérét (en sens avant ou sens arriére) ainsi que la
présence des genes aux abords des positions déterminées pourront étre egalement déterminées

par ISMapper (Figure 23).
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La recherche de séquence d’intérét dans un génome complet peut étre retrouvée par blast ou a

I’aide de I’outil Bionumerics (Altschul et al., 1997).

a Inputs

(i) sample reads (fastq) (i) IS query

(iii) reference genome or assembly

b Retrieval of Map reads to IS query (BWA) and retrieve flanking reads {SamTools)
reads flanking and soft clipped regions (Samblaster)
the IS e ——— | —
Leftflanking & 4
0 Right flanking
reads : IS query Toids
¢ Icfjenhﬂcanon Map flanking reads back to reference genome or assembly (BWA)
oi.sequences Remove low coverage regions and find close or intersecting regions (BedTools)
adjancent to
the IS Target site duplication
A Nowel
site Known
l x By
— .
Rendom e === =
alignments e — — ‘(_R o
,l ,,—‘_.3';, f?'. o e, a8
—— oy _,] ' A St
e — - S—
Reference Genome
|
d Outputs hit orientation x y gap calll%lo %Cov left gene strand distancc)
1 F 1805 1614 9  Novel geneA -1 +100
2 R 3080 3890 800 Known 99.5 100 geneX +1 -30

(Tabular + Genbank formats)

Figure 23 : Représentation schématique de la recherche de séquences d’insertion faite par ISMapper.
Les séquences sont alignées sur la séquence d’intérét afin de sélectionner les séquences s’alignant sur la
séquence d’intérét (b). Les séquences sélectionnées sont ensuite alignées sur un génome de référence
afin de déterminer leur position sur le génome et donc la position de la séquence d’intérét (c) (Hawkey
etal., 2015).

3.4.2. Confirmation de résultats in silico par ’amplification et le séquencage

de séquence d’intérét

Afin de confirmer la présence de 1’IS6110 dans certaines souches, mais aussi de confirmer la
délétion partielle ou les mutations présentes sur cette séquence, une recherche spécifique par

amplification de la sequence et un séquencage Sanger ont été réalisés.

3.4.2.1. Conception d’amorces

La recherche de séquences cibles dans un génome a été faite avec le logiciel Bionumerics en
utilisant les génomes déja disponibles dans la littérature ou les génomes séquencés durant ce

travail de these. Des amorces spécifiques encadrant la s€équence d’intérét ont ensuite été congues
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a I’aide du site internet d’Eurofins Genomics (Nantes, France). La liste des amorces congues au

cours de ce projet de these est disponible dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Listes des amorces congues et utilisées dans ce travail de thése. A I’extrémité du
nom, F indique une amorce sens et R une amorce dans le sens inverse.

™ Taill
, Longueur Séquence (5'->3') °C) Information I'ams;ici:?bp)

IS6110-1-F 18 TGAACCGCCCCGGCATGT 60,5

partie 3' de I'lS6110 695
1IS6110-1-R 18 CCCGGACAGGCCGAGTTT 60,5
IS6110-2-F 18 CAGATGCACCGTCGAACG 58,2

partie 5' de I'IS6110 706
1IS6110-2-R 18 TGAACCGCCCCGGTGAGT 60,5

partie 3' de I'IS6110

du Cluster G
1IS6110-F9-F 18 CCCGGGTCCATGCGGTTT 60,5 . 1016
(fonctionne avec
1S6110-2-R)
RDmbovis1- 20 CCTGTTCAAGGGCAGTTTCG | 59,4 o ,
Clusterl1-F Délétion partielle
RDmbovis1- de VapB46 1092 0u1750
20 GCTGCTTGAGTCGGGCATTA 59,4 p
Clusterl1-R
RDmbovis2- P TGCAAGAGATGGCTGAGGAGT 60,3 Deletlt?n partielle 352 ou 250
lal.2-F T du géne hspR

3.4.2.2. La PCR en point final

Un volume de 20 pL d’une solution aqueuse a été utilisé pour pouvoir amplifier une séquence
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 (HotStarTag DNA Polymerase
(Qiagen)), de 5 pL de tampon Q (HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen)), de 0,2 uM de Set
Dntp (Promega) et d’une unité de Taq polymérase (HotStarTaqg DNA Polymerase (Qiagen)).
Ensuite, 5 uL d’ADN ont été ajoutés a la solution. Le cycle PCR ¢était constitu¢ d’une premiere
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
a 94 °C, de 45s a 60°C et d’1min30 (pouvant varier selon la longueur de la séquence ciblée) a
72°C. Le cycle PCR se terminait par une elongation finale de 10min & 72°C. Le produit PCR a

¢été ensuite observable a I’aide d’une migration sur gel d’agarose.

3.4.2.3. Le séquencage Sanger

Un produit PCR pouvait ensuite étre envoyé a Eurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne) afin
d’étre séquence avec la technologie Sanger. Le résultat du séquencage était ensuite analysé avec

I’outil BioEdit (RRID:SCR_007361) (Frolov et al., 1997).
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4. Séquencage de nouveaux génomes complets
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Doctorale de I’ANSES 2022. Maisons-Alfort, France. Prix de la meilleure présentation.

Une publication :

C Charles, C Conde, F VVorimore, L Michelet, F M L Boschiroli. and F. Biet. 2022. Feature of
ten Mycobacterium bovis complete genomes of 5 different lineages. Microorganisms vol. 11,1
177. 11 Jan. 2023, doi:10.3390/microorganisms11010177.

Les récentes avancées dans les technologies de séquencage ont permis d’améliorer de facon
trés importante la compréhension de I’épidémiologie de la tuberculose notamment dans les liens
de transmission entre les bovins et la faune sauvage qui permettent le maintien de la tuberculose
dans certaines régions (Akhmetova et al., 2021; Duault et al., 2022; Price-Carter et al., 2018;
R.r et al.,, 2016). Comme cela a été présenté dans la partie introductive, le WGS a permis
d’améliorer considérablement les analyses phylogénomiques de la distribution des génomes de

M. bovis dans le monde (Zimpel et al., 2020). L’utilisation du génome de référence AF2122/97
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(Garnier et al., 2003) est adaptée pour 1’étude des souches du complexe clonal Eul, qui sont
largement représentées dans les études de WGS (Zimpel et al., 2020). Néanmoins, d’autres
génomes complets sont nécessaires afin d’avoir des références plus proches des souches de
terrain des pays ou le complexe clonal Eul n’est pas majoritaire.

En effet, comme cela a été décrit précédemment, Eu3 est le complexe clonal majoritaire en
France et en Italie tandis que Eu2 I’est pour I’Espagne et le Portugal (Figure 18) (Branger et al.,
2020; Delavenne et al., 2020; Michelet et al., 2020b; Rodriguez-Campos et al., 2014, 2012).
L’obtention de nouveaux génomes de référence est donc cruciale pour ces pays pour améliorer
I’épidémiologie de terrain (Guimaraes and Zimpel, 2020). Ils pourraient également permettre
de mieux décrire les clusters de M. bovis précédemment décrits en permettant 1’étude de
polymorphismes spécifiques qui ne sont pas retrouvés dans 1’étude des génomes fragmentés.
Un autre génome complet, Mb3601, a été récemment obtenu en combinant les technologies de
séquencage a lecture courte (Illumina) et a lecture longue (PacBio) (Branger et al., 2020). Ce
nouveau génome est spécifique d'un des génotypes les plus répandus en France ces dernieres
années, SB0120-CO (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020; Hauer et al., 2015). L'étude
de ce génome complet a mis en évidence la présence d'un nombre important de copies d'1S6110
et la présence de plusieurs indels dans son génome.

L’analyse et la description des génomes complets représentatifs des génotypes les plus
persistants en France permettront donc d’améliorer également nos connaissances sur ces
derniers et peut-étre de comprendre des déterminants de leur succes épidémiologique.
L’objectif de cette premicre partie de résultat est donc 1’obtention et la description de 10
nouveaux génomes complets qui représentent les lignées de M. bovis identifiées en France, et
qui ont été sélectionnés parmi les principaux génotypes responsables de la bTB ces dernieres
années. Ces génomes permettront d’affiner nos connaissances génomiques de M. bovis a I’aide
de lI'analyse du pan-génome et de fournir une meilleure résolution de la phylogénie nécessaire

a I'étude de I'épidémiologie, de la transmission et de I'évolution de cet agent pathogene 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. bovis). 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-specific genomic features.
In the context of TB, new genomic references based on complete genomes genetically close to field
strains are also essential to perform precise field molecular epidemiological studies. A total of
10 M. bovis strains representing each genetic lineage identified 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 IS6110. Characteristic genomic traits of each
lineage were identified through the discovery of specific indels. Altogether, these results provide new
genetic features that improve the description of M. bovis lineages. The availability of new complete
representative genomes of M. bovis will be useful to epidemiological studies and better understand
the transmission of this clonal-evolving pathogen.

Keywords: Mycobacterium bovis; mammalian tuberculosis (TB); complete de novo assembly;

transmission; pangenome

1. Introduction

Mammalian tuberculosis (TB) is a zoonotic disease mainly due to Mycobacterium bovis
(M. bovis). Within M. bovis, four major clonal complexes were defined by the lack of certain
specific 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 of M. bovis [5-10]. These
data are useful to propose M. bovis classification [7,10,11], such as that of Zwyer et al.
proposing to classify this species into eight sublineages named Lal.1 to Lal.8 [11]. The
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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 defined by specific 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. bovis clusters defined 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 field
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 fitted 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 [24]. Mb3601
was obtained by combining short-reads (Illumina) and long-read (PacBio) sequencing tech-
nologies. This new genome is specific 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 significant number of IS6110 copies 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 L

The aim of this work was to obtain new complete genomes that represent M. bovis
lineages identified in France selected among the main genotypes responsible for TB in
the last years to refine our genomic knowledge of M. bovis via 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. bovis lineages identified 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 Illumina 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 Scientific, Rodano, M, Italy) using the “dsDNA BR Assay” kit
(Thermo Fisher Scientific). For MinION sequencing, DNA qualities were checked with
Nanodrop and DNA integrity was checked with an Agilent 4200 Tapestation. For Illumina
sequencing, control quality was performed by Genoscreen (Lille, France) by SybrGreen
assay (Thermofisher scientific) and qualitatively controlled by agarose gel electrophoresis.
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Table 1. Information on the 10 M. bovis strains selected and sequenced in this study.

Name Mb2487 Mb3602 Mb2269 Mb0820 Mb0531 Mb0486 Mb2377 Mb1101 Mb1855 Mb3114
ANC;;?];Z? 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 profile * 64528247 7453104510 65536456 755382554 6733102558 6553112554 36529346 5233103310 53539456 555311354
Cluster F C C A A A G I I I
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
CDS 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
1S6110 Nb 3 1 3 2 4 3 1 truncated 1 12 1
1S1561 Nb 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1S1081 Nb 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: ETR A, ETR B, ETR C, ETR D, QUB 11a, QUB 11b, QUB 26, QUB 3232.
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2.4. MinlON Sequencing

Each DNA sample was purified with AMPure XP beads (Beckman coulter, Villepinte,
France). Samples were adjusted to 2 pg in 50 pL with Qubit (dAsDNA BR Assay) quantifi-
cation and diluted with DNAse, RNAse-free water. The MinION 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) flow cell and was sequenced with Oxford Nanopore
MinION 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 x 150 bases pairs (bp)
sequencing was performed using Illumina MiSeq technology by Genoscreen (Lille, France)
(Table S1). To avoid PCR overrepresented fragments during the library preparation, the
paired-end FASTQ files were filtered, 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:
/ /www.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 [28,29] and Nanoflit (ver-
sion 1.1.0) [30] with -q 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) [32], 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

IS6110, 1S1081, and IS1561 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 file 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 amplification coefficients. Acces-
sory genes were aligned with the reference genome (Mb3601) using blastn [44] to search for
events that could explain their affiliation to the accessory genome.

2.9. Whole Genome SNP Identification and Selection

Genome reads were aligned to Mb3601 using BWA mem and samtools [45,46]. Vcf
files were produced using bcftools mpileup and the SNP calling was made with bcftools
call (with —vm option) [47]. The product was filtered using vcffilter and —f QUAL > 150 —f
DP > 20 —f MQ > 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 beftools 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
final steps of variant calling were performed with vcflib vcfsnps, vcflib veffixup, veflib
vcfnumalt, and vcffilter (—f ‘'NUMALT = 1’ option) [48]. SNPs supported by less than
five reads forward and five reads reverse were filtered. Indel and SNPs with ambiguous
nucleotide present on at least one strain have also been filtered. SNPs present in PE/PPE
family protein and pks12 were also filtered because of the low confidence 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 IS1561 and six copies of IS1081, of which one is truncated (Table 1). According
to our previous study [53], the number of IS6110 is variable depending on the genotype.
With 12 copies, Mb1855, which belongs to the Eu3 clonal complex, presents the highest
IS6110 (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 156110 in the DR locus is absent. In Mb2377genome, representing Cluster G, there
is a large deletion in the DR region which encompasses a portion of IS6110 including orfA.
Almost all IS6110 except 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 IS6110 variable 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 confirmed 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).

10,000
3900
1000
n
Q
=
@
o
S 100 78
@
o
E 18
-4
10
1
Core Shell Cloud

Figure 1. Pan-genomic histogram of 12 complete genomes of M. bovis. The figure 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 IS6110 insertion in the CDS except for folp found in Mb3601 (Table S2).

Mb0486

Mb3114 Mb0531

Mb3601 N Mb0820

M Cluster A / F4 family

M Cluster C / SB0134 family
Mb2269 M Cluster D / Eul clonal complex

M Cluster F / Eu2 clonal complex

[CICluster G / F9 family

[ Cluster | / Eu3 clonal complex

Mb2377 AF2122/97

Mb2487

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-specific
genes of the 12 M. 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 156110 insertion
which interrupts CDS. For example, the rpfD_2 orthologous gene present in Mb3601 is due
to IS6110 insertion, 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.

— Pan-genome size

Core genome size

A

1 2 3

16

12 a=1.11

y=14,858.4xN%+-10,899.5

Re=q y=20.7683xN-1"

2=,
I y=76.36xN15+3889.62 [Re=084 |

4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

New Gene Cluster Number
(o]

4 I
0 I I I I E R EERERN
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Genome Number Genome Number

Figure 3. Pan-genome profile calculated with PanGP tool. (A) The figure 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) defines 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 Definition

Obtaining complete genomes was an opportunity to revisit the population structure
of French M. bouis strains 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. bovis genomes 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
La1.8.2 (cluster A+B+C). However, lineages 1.7 or 1.8 are not clearly identified in this figure.

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
1B Bl = - -
= = Cluster
E ] E j Cluster It
ot * Cluster/Eu3
c% e s ® Cluster H/ Other
E[-f F!' ' « Cluster G/F9 family
— i ®  Cluster B/ Other
E: i ! ' l e ClusterA/Eud
F ~=8 1 — ! - * Cluster C/SB0134 family
i g ® Cluster D/Eut
|__,=Es< " 1— e 2 ® Cluster F/Eu2
ﬂ W . T | I I § ® Cluster E/Other
— A H‘ . defta

T

l
| O
!

B ol i
nl—r-—-—-m——-l-!l "M —“-HN

Figure 4. M. bovis isolates separated into clusters. The heatmap illustrates pairwise SNP distance
between genomes belonging to each cluster. Both axes have a maximum-likelihood SNP-based tree
inferred on 98 genomes with leaf colored according to cluster defined 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 specific SNPs (Figure 5). Some groups have
few specific SNP such as Cluster C, and Eu3. Other groups have more than 60 specific
SNPs such as Eu2, Cluster A, or Cluster G.

M. bovis group Complete genome Specific SNPs{Specificindels Other specific genetic characteristic
Lal.8+Lal.7 108 8
6
Lal.7.X /unk4 5
Mb2487 77 missing spoligotype spacer 21
12 3
AF2122/97 47 RDEu1
Lal.8.2 / unk7 27 4
Cluster C / SB0134 family Mb3602 / Mb2269 4 1 missing spoligotype spacers 4 and 5
Cluster B / Other 47
Mb0820 / Mb0531 / Mb(0486 66 8 missing spoligotvpe spacer 33 and QUB26 truncated
Lal.2 / unk2 108 8
Mb2377 83 missing spoligotype spacers 1 to 17/ IS6110 truncated
Cluster H / Other 46
Cluster I/ Eu3 Mb1101 2
ClusterI1 Mb3601 / Mb3114 / Mb1855 53 3

Figure 5. List of specific genetic events of the different M. bovis groups (Table S4). The colors of the
M. bovis groups 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. bovis group 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 specific SNPs and 8 specific indels (Table S4). In comparison
to Mb3601, the deletions involve metk (MBS3601_RS07300) and a leuA (MBS3601_RS19090)
partial deletion. However, leuA was also partially deleted in the different and larger indel of
Mb2487 (cluster F). Two recurrent IS6110 insertions 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 defined 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-Mb(0486-49, Indel-Mb0531-56, Indel-Mb0820-44, Indel-
Mb3602-44, Indel-Mb2269-47, and Indel-Mb2487-50) which corresponds to RDBovis [39] is
common to genomes of cluster A, C, and F and allow to define the lineage Lal.7 + Lal.8.
This lineage is also defined 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 defined by 83 SNPs. As mentioned
before, this cluster is characterized by the truncated 156110 in the DR region and the lack of
spacer 1 to 17. These specific genetic characteristics are due to a large indel (Indel-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 defined by two SNPs. Indeed, Mb1101 is close to BCG vaccine strains and is separated
from other Eu3 strains (Figure 6).

Classification
- Zimpel et al., 2020 | Zwyer et al., 2021 | Hauer et al., 2019 and Branger et al., 2020 Use in this study
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Figure 6. Phylogenetic tree of 98 M. bovis genomes. 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 classification Hauer et al. 2019, Zwyer et al. 2021 and Guimares et al. 2020 [7,11,16]. The
colors of the M. bovis groups 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 define Cluster I1 which corresponds to Cluster I strains by removing
vaccine strains and Mb1101. Mb3114, Mb3601, and Mb1855 are present in this cluster,
which is defined 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. bovis clusters
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] confirmed
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 [15]. 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. tuberculosis [62,63].

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 156110 in Mb1855
represent an addition of 14,905 bp in comparison to genomes with only one copy of IS6110.
The complete genomes allowed us to confirm the presence of multiple copies of IS6110 in
certain M. bovis genotypes 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 IS6110. Multiple examples are present in literature and show the deletion of some genes
like cas genes in the CRISPR-Cas locus [65]. In our study, one of these examples is present
in Cluster G strains with the absence of Cas genes and the first 17 spoligotype spacers.
However, except for this example, all IS6110 have 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 IS6110.

Indels can also explain length differences among genomes. Some large deletions are
identified 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
present in 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
specific 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 [65] 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. bovis complete genome publication [24]. Further studies
on these indels are needed to better understand their role in bacterial evolution.

In this study, the selected M. bovis strains to obtain complete genomes, represent the
main genotypes responsible for TB outbreaks in France and are also representative of
M. bovis genotypes 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 IS6110. Mb3114
is representative of a common genotype in Italy with only one copy of IS6110 [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. bovis lineages may facilitate comparisons of WGS studies. Specific indels and SNPs
were described for complete genomes or M. bovis lineages. Some of these genetic events
such as guaA and other 68 SNPs specific to the Eu2 strains [10], already described in the
literature, were confirmed in this study. Nevertheless, the number of specific 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
specific events of the M. bovis lineage. Some indels were found to be specific to M. bovis
lineages, others appear to be specific 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. bouis.

TB cattle outbreaks in France are present in specific regions where M. bovis circulates
in wild and domestic communities of hosts [13,25] where the transmission links between
infected animals remain difficult to establish as M. bovis strains share spoligotype and a
multilocus variable number of tandem repeats analysis (MLVA) identical profiles [70-72].
WGS-SNP can be used to refine these studies but requires adapted reference genomes to
the field 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 field
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. bovis complete genomes were obtained in this study. These new complete
genomes cover the M. bovis French diversity but are also representative of M. bovis lineages
present in other countries. These genomes allow us to better describe M. bovis lineages. A
comparison of these complete genomes confirmed that the global genome organization of
M. bouis is 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 to M. bovis clusters, 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:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /microorganisms11010177/s1, Figure S1: Alignments of the
12 M. bovis complete genomes. Table S1: Sequencing metric of the 10 new genomes and obtained with
fastqc. A: Metric provide to Illumina metric. B: metric provide to MinION metric. Table S2: Pange-
nomic study performed on 12 M. bovis complete 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 98 M. bovis.
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Une précédente étude a montré une forte régionalisation de la bTB en France causee par des
génotypes de M. bovis dans différentes régions endémiques (Hauer et al., 2019). Au total, 80 %
des foyers de tuberculose en France au cours des derniéres années sont dus a 3 génotypes
majeurs de M. bovis (Delavenne et al., 2020) : le génotype SB0120-DHV (SB0120-VNTR 5 3
53945 6) trouvé dans les départements de la Dordogne et de la Haute-Vienne (région Nouvelle
Aquitaine) ; génotype SB0120-CO (SB0120-VNTR 554 3 11 4 5 6) trouvé dans le département
de la Céte-d'Or (région Bourgogne) ; génotypes de la famille Cluster A/ Famille F4 (Hauer et
al., 2019), notamment en raison des génotypes SB0821/F007 et SB0832/F015 dans le
département des Pyrénées Atlantiques (région Nouvelle Aquitaine) et au génotype
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 mesures de contr6le adaptées a chaque contexte
(Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020; Hauer et al., 2015).

Dans la partie précédente, il a été montré que le nombre de copies d’IS6110 pouvait varier chez
M. bovis. Cette séquence peut jouer un rdle dans la plasticité et I’évolution du génome des
mycobactéries tuberculeuses. En plus des évenements de transposition et de recombinaison
entre deux 1S6110 (Gonzalo-Asensio et al., 2018; Mendiola et al., 1992), cette séquence
contient également un promoteur constitutif fort qui dans certaines positions particuliéres peut
entrainer la surexpression d’un gene situé en aval de la séquence d’insertion (Beggs et al., 2000;
Safi et al., 2004; Sampson et al., 2003; Soto et al., 2004). Par exemple, I’insertion d’une IS6110
en amont du géne phoP de la souche B de M. bovis a provoqué une surexpression de ce géne
qui a rendu la bactérie plus transmissible pour I’homme et a conduit a un important foyer de
tuberculose humaine en Espagne (Gonzalo-Asensio et al., 2018; Lee et al., 2008; Soto et al.,
2004; Zheng et al., 2008).

Il a été montré précédemment pour Mb1855, qui est représentatif du génotype SB0120-DHV,
une présence de 12 copies d’1S6110. Ce résultat est appuyé par la présence de 11 copies dans
le génome de référence de Mb3601 qui est également représentatif d un génotype trés prévalent,
SB0120-CO. 1l est important de mieux connaitre I’impact de ce nombre de copies ¢levé dans le
génome de ces pathogénes pour évaluer si ceux-ci pourraient apporter, tout comme dans les
souches Beijing (17 copies) de M. tuberculosis, des changements phénotypiques leur conférant

un succés epidémiologique.
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Les objectifs de cette partie sont donc dans un premier temps d’¢tudier a l'aide d'une méthode
de WGS l'abondance de copie 1S6110 et leur distribution chromosomique dans 80 souches
représentatives de la diversité des génotypes francais de M. bovis. Dans un deuxiéme temps,
nous nous intéresserons a la stabilité de la sequence 1S6110 et son orthologie dans des panels

de souches des genotypes les plus prévalents en France évoluant dans des systéemes multi-hotes.

5.1. Travaux publiés dans Frontiers in Microbiology :
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IS6110 Copy Number in Multi-Host
Mycobacterium bovis Strains
Circulating in Bovine Tuberculosis
Endemic French Regions

Ciriac Charles™2, Cyril Conde?, Franck Biet?', Maria Laura Boschiroli't and
Lorraine Michelet*t

" ANSES, Animal Health Laboratory, National Reference Laboratory for Tuberculosis, Paris-Est University, Paris, France,
2 INRAE, ISR, Université de Tours, Nouzilly, France

IS67170 is an insertion sequence found in the Mycobacterium tuberculosis complex, 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 IS6770 on M. bovis
genomic data of French animal field strains were studied. A first analysis was performed
on a panel of 81 strains that reflect the national M. bovis population’s genetic diversity.
The results show that more than one-third of them are IS6770 multicopy and that 10%
have IS6770 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 IS6770 copy number of 10-12, showed stability
of IS6770 copy number and genome location over time and between host species.
The correlation between M. 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 IS6770 transposition.
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INTRODUCTION

IS6110 is a specific insertion sequence of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC)
historically used for genotyping techniques, mainly restriction fragment length polymorphism
(RFLP) IS6110, 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).
IS6110 is 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 IS6110 in the phoP promoter has been described as the cause of gene upregulation
and virulence increase of the Mycobacterium bovis (M. bovis) 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 of IS6110 in M. tuberculosis Beijing 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 et al., 2013). The
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number of IS6110 copies varies among MTBC members: strains
belonging to the M. tuberculosis Beijing lineage have the most
important number of IS6110 copies (15 on average), while M.
bovis strains present only one or few copies of IS6110 (Gonzalo-
Asensio et al., 2018). Nonetheless, the recent publication of a
new complete genome sequence of a French field strain, M. bovis
Mb3601, showed that this particular strain possess 11 1S6110
copies (Branger et al., 2020). This strain, which belongs to the
European 3 (Eu3) complex clonal, is found in an endemic bovine
tuberculosis (bTB) region (Cote d’Or in Burgundy, Central-East
France) and belongs to one of the most abundant genotypes in
France in the last years (Hauer et al., 2015).

Bovine tuberculosis is an old worldwide chronic zoonotic
disease due to M. bovis. The main maintenance host species of M.
bovis is domestic cattle but this bacterium can circulate in multi-
host systems that include not only domestic but also wild animals
and their environment, therefore, explaining the persistence of
the pathogen in some areas (Réveillaud et al,, 2018). France
obtained the officially bTB free (OTF) status in 2001 (Benet et al.,
2006). However, this OTF status is threatened by a steady rise
of bTB cattle outbreaks over the past 15 years, partly due to
more efficient surveillance in cattle and also due to the presence
of wildlife infection which contributes to the persistence of the
disease at regional levels.

A previous study shows a strong regionalization of bTB in
France caused by specific M. bovis genotypes in different endemic
regions (Hauer et al., 2015). Totally, 80% of bTB outbreaks in
France in the last years are due to 3 major M. bovis genotypes
(Delavenne et al., 2021): SB0120-DHYV genotype (SB0120-VNTR
5353945 6) found in Dordogne and Haute-Vienne
departments (Nouvelle Aquitaine region); SB0120-CO genotype
(SB0120-VNTR 554 3 11 4 5 6) found in Cdte d'Or department
(Burgundy region); Cluster A/F4 family genotypes (Hauer et al,,
2019), especially due to SB0821/F007 and SB0832/F015 genotypes
in the Atlantic Pyrenees department (Nouvelle Aquitaine region)
and SB0840/F001 genotype in Corsica.

The persistence of these main genotypes could be due to the
ability of the strains to adapt to the environment. In fact, these
strains seem to be maintained and expand geographically despite
the implementation of control measures adapted to each context
(Boschiroli et al., 2015; Hauer et al., 2015; Delavenne et al., 2021).

The objectives of this study were (i) to establish using a
whole-genome sequencing (WGS) approach the abundance of
IS6110 copy and their chromosomal distribution in 80 strains
representative of French M. bovis genotypes diversity and (ii)
to evaluate the level of the IS6110 sequence stability and their
orthology in a panel of 92 sympatric strains of SB0120-CO
genotype evolving in a multi-host system.

MATERIALS AND METHODS

Genomes of Mycobacterium bovis

French Strains

The first panel (panel 1) constituted genomes of 80 M. bovis
strains isolated from French bovine tuberculosis outbreaks
between 1983 and 2011 which were selected from a previous

study (Supplementary Figure 1 and Supplementary Table 1)
(Hauer et al., 2019). DNA from bacterial clones was extracted
using the phenol-chloroform method detailed in a previous
study and sequenced with Illumina HiSeq technology [paired-
end (2 x 100 bp)] (Hauer et al, 2019). The second panel
(panel 2) constituted 92 SB0120-CO strains that have been
selected from another study (Michelet et al., 2018). Bacterial
thermolysates without any further purification steps were used
as DNA sources. DNA sequencing was carried out with Illumina
HiSeq technology [paired-end (2 x 250 bp)] (Michelet et al.,
2018). These strains, isolated from the bTB endemic region in
Cote d’Or (Central East France), were obtained from different
animal hosts in the framework of the French bTB control
campaign between 2009 and 2014 (Supplementary Figure 1 and
Supplementary Table 1).

The short-read quality was evaluated using FastQC (version
0.11.9 with default parameters), and reads were trimmed with
Sickle' (version 1.33 with default parameters) using a quality
phred-score of Q20 (Xia et al., 2016; Wingett and Andrews,
2018). The SPAdes (version 3.15.2 with careful option) tool
was used to assemble short reads (Bankevich et al., 2012),
and Prokka (version 1.14.6 with default parameters) was
used on the genomes assemblies (Seemann, 2014) to check
the absence of contamination of the short-read sequencing.
Strains of panel 2 with more than 3 rRNA or with a size
between 4,200,000 and 4,600,000 base pairs were considered for
further analyses.

Phylogenetic Analysis

Single nucleotide polymorphisms were obtained using the
Bionumerics software, version 7.6 (AppliedMath, Belgium).
Identified SNPs were selected according to strict criteria of
the wgSNP module as follows: they had to be present on
at least five reads in both forward and reverse directions,
twelve base pairs had to separate them, they were not present
in repetitive regions of the genome, and ambiguous SNPs
[at least one unreliable (N) base, ambiguous (non-ATCG)
base, or gap] were not included. The evolutionary trees were
inferred on Mega (Kumar et al., 2016) using the maximum
likelihood method (Hasegawa-Kishino-Yano model) based on
concatenated and validated SNPs (panel 1, 8,981 SNPs for 81
genomes; panel 2, 124 SNPs for 93 genomes). The trees were
drawn to scale, with branch lengths measured in the number of
substitutions per site.

IS6110 Distribution Analysis

ISMapper (version 2.0.1) pipeline (Hawkey et al,, 2015) was
carried out in this study for IS6110 identification on genome
short-read sequences using Mb3601 reference genome (Branger
et al., 2020). The employed script is available on GitHub.” To
achieve 100% detection with high confidence, average genome-
wide read depths of < 75 x were excluded for panel 2 strains
(Hawkey et al., 2015). Only 93 genomes (with Mb3601 reference

Thttps://github.com/najoshi/sickle
Zhttps://github.com/jhawkey/IS_mapper
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strains) out of the initial 147 passed the quality selection
described in this and the previous section.

For uncertain IS6110 presence and/or localization (37 and 9
uncertain insertion sites in panel 1 and panel 2, respectively) due
to low read depth in the IS insertion site, IS6110 presence was
manually checked with Integrative Genomics Viewer (Robinson
etal., 2011) using the bam file generated by ISMapper.

Orthology Analysis

Genomic positions were deduced through ISMapper analysis.
Surrounding genes (other than IS6110) of these insertion
sites were identified based on Mb3601 reference to determine
orthologous genomic sites of the IS. Insertion sites present in the
same coding sequence (CDS) are grouped in a common locus.

IS6110 Site Gene Ontology Enrichment
Analysis

Gene ontology (GO) analysis was performed on the upstream
and downstream genes of IS6110 using their protein sequence.
Functional annotation was performed using eggnog 5.0 (Huerta-
Cepas et al, 2019). Specific colors were applied to the
gene according to their Cluster of Orthologous Gene (COG)
functional categories.

RESULTS

IS6110 Abundance in Mycobacterium

bovis French Diversity

Among the 81 M. bovis strains representing the French genotypic
diversity of panel 1, 65% (53/81) have only one IS6110 copy,
25% (20/81) are IS6110 low copy number (2-5 IS6110 copies),
and 10% (8/81) present a high copy number with more than
six copies (Figure 1 and Supplementary Table 1) (Fomukong
et al., 1998; Gonzalo-Asensio et al., 2018). Among the different
clusters described by Hauer and collaborators (Hauer et al., 2019),
strains of Cluster C (SB0134) and those of the European 1 clonal
complex (Smith et al, 2011) are mostly single copies, except
for one strain in each cluster with two and three copies (B7
and D6, respectively). F9 family/cluster G strains are all IS6110
single copies. The IS6110 copy number seems to be correlated
with the phylogenetic group (cluster or subcluster). All strains
in Cluster A/F4 family group are I1S6110 multicopy with three
common insertions, which are present in most of the strains
belonging to this cluster (8/10). Among the 14 strains that belong
to the European 2 (Eu2) clonal complex (Rodriguez-Campos
et al., 2012), 43% of them (6/14), which are localized on two
specific branches of the phylogenetic tree, possess more than one
IS6110 copy (3-5 copies). Notably, 31% of Eu3 clonal complex
strains (9/29), including the Mb3601, are 1S6110 multicopy. This
group includes the strain with the highest IS6110 copy number,
i.e., 16 copies, strain A5. Interestingly, these high copy number
strains (7-16 copies) are all present in a specific monophyletic
clade (8/8). Strains that have caused the majority of outbreaks
in France in the last 10 years belong to strain groups, which are
multicopy, with a low copy number of 2-5 copies for Cluster

A/F4 family and a high copy number of 11-13 copies for SB0120-
DHYV and SB0120-CO.

In the 81 strains of panel 1, 58 insertion sites
have been identified (insertion sites 1 to 58 related to
position on the genome Mb3601) and are summarized in
Supplementary Table 2. Almost 50% of these insertion sites
(28/58) are only observed in a unique strain. Almost all these
strains possess an IS6110 insertion in the Direct Repeat (DR)
locus (position 43). However, this insertion is absent in two
Cluster A/F4 family strains: D5, with an SB0840 spoligotype
and D12 with a SB0928 spoligotype. Strain D12 has an IS6110
insertion in position 42, also observed in strain D3 which is
phylogenetically close to strain D12. In addition to the number
of copies, which seems to be related to certain strain groups, the
localization of these insertions also seems to be conserved. For
instance, Cluster A/F4 family strains have 3 common IS6110
insertion sites (insertion sites 1, 33, and 43). Eight of these
insertion sites are shared between several M. bovis groups. For
example, insertion site 33 is common between Cluster A/F4
family (10 strains) and SB0120-CO genotype (2 strains), and
insertion sites 19 and 50 are both shared by 7 strains of three
different clonal groups.

SB0120-DHV genotype strains (strains H2 and C10) and
the SB0120-CO genotype (strains C12 and Mb3601) strains
have each 10 IS6110 conserved insertion sites, but only two
of them (insertion sites 43 and 50) are common to the four
strains. Strain A5, phylogenetically closely to SB0120-DHYV, has
also these ten IS6110 insertion sites but also shares a common
insertion site (insertion site 19) with strains belonging to the
monophyletic clade of IS6110 high multicopy strains (SB0120-
CO, F1, and B9 strains).

Longitudinal Study of IS6770 in

Sympatric Strains

To further study the IS6110 high copy number phenomenon
in M. bovis strains, IS6110 sites were searched in a panel of
multicopy strains of the SB0120-CO genotype. The studied panel,
panel 2, is composed of strains isolated over a period of 6 years
and from four different species [cattle, badger (Meles meles),
wild boar (Sus scrofa), and fox (Vulpes vulpes)]. SB0120-CO
strains possess between 10 and 12 IS6110 copies (Figure 2
and Supplementary Table 3). These insertion sites are stable
over time; in fact, ten of them are found in all SB0120-CO
strains of panel 1 and panel 2 (Figures 1, 2). Furthermore,
IS6110 genomic positions are also conserved independently of
the animal species from which the strains were isolated. Eight
other IS6110 genomic positions exist but are unique to a specific
strain. One of them is present in 3 very close SB0120-CO strains.
Besides, SB0120-CO strains with an additional insertion are
present on different branches of the tree. These insertions are
neither recurrent in our sampling nor conserved over time or
correlated to host adaptation.

Genetic Impact of the 1S671710 Insertions
The analysis of IS6110 genomic positions in the M. bovis French
diversity (panel 1) revealed 58 insertion loci and shows that

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

June 2022 | Volume 13 | Article 891902


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles

Charles et al.

IS6770 in French M. bovis Strains

Name 0|Mb 11y 2Mb  Genomicposition 3 fI® 4y _ 156110 copy number
80 A - e 1
100 [ G6 L] - 2
! AL0 . 1
ol Bi1 : :
E L] 1
100 G3 [ -u " [l 5
100 D4 -n L] [l a
C7 | ] - 3
99 100 H5 [l 1
Blo . 1
.
96 100 100 F12 L] :
AL2 . 1
100 100 AB L] L] - ] 4
G L] - a
100 Bl = = L] 3
100 D! - - 2
100/ Cl - - - - 4
100 C! - - - L] L] 5
B12 . . . ;
D: - - | ] a
100 D12 - L] [ 3
100! B - L] L] 3
97 100 100 D: - - L] 3
E: - . . 3
100 B4 - - L 3
Ci L] 1
100 _‘ — A4 L] 1
A . 1
8 : :
D . 1
w mu99 D11 L] 1
100 E6 L] 1
B . 1
100 Di . n 3
100 E . 1
C! . 1
100 g 1 . H
2
100 &10 " : 1
97 4 L] 1
98 - E12 [l 1
100 c2 L] 1
100 & . 1
w0 &l : h
0 &t : )
58 Cc3 [l 1
A7 . 1
F2 . 1
1
" i : :
il Wb3601 . . H " 1 |
100 . . . . .
SB0120-CO
Mycobacterium bovis groups *” 100, 8%2 ol : b ! . L H ! P »
F1 . . s . . 7
17
I cluster I /Eu3 clonal complex Jool 00 (i o = H® - : [ . 2 | 580120-DHV
O Cluster G /F9 family gilg - u W s ! = B
I Cluster C /SB0134 family F9 M 1
I Cluster D /Eul clonal complex 100 (EBBZ : :
[l Cluster A /F4 family 100 E1l = h
[ cluster F/Eu2 clonal complex 100 8;? i H
[ other oy F8 . 1
M E10 . 1
100 G5 L] 1
* Monophyletic clade of 156110 All . !
high copy number strains mggs E_r? : 1
100 F4 - 1
1S6110 copies G12 | | - " a
100 H4 - 1
=1 E7 . 1
L)
FIGURE 1 | IS6770 occurrence in Mycobacterium bovis French genetic diversity. Heatmap showing the presence and genomic position of IS6770 in 81 genomes
(80 genomes of Mycobacterium bovis representing 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 defined (Hauer et al., 2019).

62% of them are intragenic (36/58) (Supplementary Table 2).
Of the 36 intragenic insertions, 7 are present in Mb3601, and
their identities are confirmed with blast alignment on AF2122/97
reference genome (data not shown). However, the proportion of
intragenic IS6110 sites is different in several groups according to
different IS6110 copy numbers.

A schematic  representation of  insertion  sites
(Supplementary Table 4) shows that some IS6110 insertion
sites can be localized in different positions and orientations in
the same insertion region such as in the Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats CRISPR-associated
(CRISPR-Cas) region, near the MBS3601_RS09105 locus or near
the MBS3601_RS05055 locus.

The intragenic insertions are mostly found in Cluster A/F4
family, Cluster F/Eu2 clonal complex, and Cluster I/Eu3 clonal
complex strains which can be explained by the presence of several
copies of IS6110 in these groups (Supplementary Table 2).
Analyses of the genes interrupted by IS6110 in the 3 most
representative French M. bovis types defined previously, i.e.,

SB0120-CO, SB0120-DHYV, and Cluster A/F4 family, show
genes associated with 10 gene ontology pathways. Most genes
interrupted by IS6110 in Cluster A/F4 family and SB0120-CO
strains have unknown, and “Replication, recombination and
repair” functions but also “Coenzyme transport and metabolism,”
“Defense mechanisms,” “Energy production and conversion,” and
“Cell wall/membrane/envelope biogenesis” function in SB0120-
CO. These functions are not found in SB0120-DHYV, where genes
involved in “Cell motility” and “Transcription” functions are
those presenting the most interruptions. These insertion sites
in specific genes can be conserved in the same M. bovis cluster
such as rpfD, moeY, and casI for SB0120-CO, MB3601_RS02050
(hyaluronidase/chondrosulfatase) for Cluster A/F4 family, or
MBS3601_RS11780 (LysR family transcriptional regulator) and
MBS3601_RS16315 (PPE family protein) for SB0120-DHV.
Some other genes can be interrupted in several M. bovis
clusters such as radD (12 strains from 2 different clusters)
or pleD (7 strains from 3 different clusters). However, further
study on these insertion sites shows the difference in genomic
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FIGURE 2| IS6770 in M. bovis SB0120-CO over time and between different host species. Heatmap showing the presence or absence of IS6770 in 93 sympatric
SB0120-CO genomes. Black spots show the presence of IS6770 in a specific site. Nucleotide positions of each IS6770 site are described in
Supplementary Table 3. The tree is based on 124 whole-genome single nucleotide polymorphism.
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position and/or in IS orientation among M. bovis clusters
(Supplementary Tables 2, 4).

A total of 13 GO pathways present in upstream or downstream
of IS6110 insertion loci in SB0120-CO, SB0120-DHYV, and Cluster
A/F4 family could be highlighted (Figure 3). Most of these genes
are associated with an unknown function GO category. The
“Replication, recombination and repair” GO category is the most
frequently represented category with a determined function in
the three groups, with 38% (31/81) in Cluster A/F4 family, 26%
(12/46) in SB0120-CO, and 14% (8/58) SB0120-DHV.

DISCUSSION

Mpycobacterium bovis strains are commonly considered as
possessing one or few copies of IS6110 (Gonzalo-Asensio et al.,
2018), and only few strains were described as IS6110 multicopy
(Soto et al., 2004; Allix et al., 2006; Gonzalo-Asensio et al,,
2018; Branger et al., 2020). However, our study focusing on
French M. bovis diversity shows that more than one-third of
our samples are multicopy. Specifically, strains of Cluster A/F4
family, SB0120-CO and SB0120-DHV genotypes, which are
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those circulating in the most bTB prevalent regions in the past
10 years (Delavenne et al., 2021), are IS6110 multicopy. This
observation leads us to consider whether IS6110 transposition
could be partly responsible for their epidemiological success,
although other explanations could support this success, notably
the drop in strain diversity (Boschiroli et al, 2015; Hauer
et al, 2015; Delavenne et al, 2021) and the associated
bottleneck following the establishment of control programs.
Moreover, other genetic events can also contribute to the
success of these strains (indel, SNP). Further analyses are
needed to combine SNP and deletion events as well as IS6110
transposition events.

Strains with the highest IS6110 copy numbers belong
to the Eu3 clonal complex and in particular to a specific
monophyletic clade in the phylogenetic tree to which the
two monophyletic types SB0120-CO and SB0120-DHV belong.
In silico results describing the presence of IS6110 high copy
number strains in the same monophyletic clade are sustained
by the description of the 11 IS6110 copies in the Mb3601
complete genome (Branger et al., 2020) and that of strain F1
(7 1S6110 copies). F1 is characterized by spoligotype SB0162
(Supplementary Table 1) and found not only in France but
also in Belgium and previously described by IS6110 RFLP
analysis as presenting 8-11 copies, which is close to our results
(Allix et al., 2006).

According to the results on SB0120-CO sympatric strains,
IS6110 copy number and insertion site seem to be stable over
time among this type of strain, with an average of 10 copies
and recurrence in their genomic positions. Furthermore, a
specific host adaptation through IS6110-linked changes does
not seem to have taken place as suggested for highly epidemic
M. tuberculosis strains (Beijing lineage) (Gonzalo-Asensio et al.,
2018), given that no strain variability is observed, neither on

the copy number nor in IS6110 insertion site, independently
of the different animal hosts from which the strains were
isolated from. This high stability over time and independently
of the affected animal species demonstrates that M. bovis
strains do not seem to evolve via IS6110 transposition for
specific host adaptation as suggested by Gonzalo-Asensio
et al. (2018). Both this stability and independence of the
animal host were also confirmed in IS6110 multicopy SB0120-
DHYV and Cluster A/F4 family strains of SB0821 and SB0832
spoligotypes, and also in SB0134 single-copy strains infecting
livestock and wildlife in several regions in France (data not
shown). Furthermore, the stability of the 3 common IS6110
sites in Cluster A/F4 family strains suggests the evolution
of these strains from a common ancestor. However, if the
genotypes SB0120-CO and SB0120-DHV have each 10 conserved
insertion sites, only 2 are common between the two types. As
expected, one of them is present in the DR locus (insertion
43). The second one (insertion 50) is present in an IS6110
Preferential Locus (ipl) region which is described to be a
hotspot of IS6110 (Fang and Forbes, 1997; Roychowdhury
et al, 2015). In fact, this insertion is also present in
strains of the other groups such as Cluster A/F4 family and
Eu2 clonal complex.

As expected, almost all strains in our panel (79 out of
81) have the IS6110 in the DR locus. This insertion site
is common to most MTBC species and is defined as the
ancestral insertion of a common ancestor (Hermans et al., 1990;
Dale, 1995; Philipp et al.,, 1996; Thorne et al., 2011; Gonzalo-
Asensio et al., 2018). MTBC that lacks the DR IS6110 has
previously been described (Refrégier et al., 2020) and may be
explained by recombination events between two 1S6110 and IS
transpositions (Gonzalo-Asensio et al., 2018; Shitikov et al., 2019;
Refrégier et al., 2020).
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The specific insertion in several genes such as moeY in
SB0120-CO strains or radD in Cluster A/F4 family and SB0120-
DHV strains shows that their expression is not essential for
bacterial virulence and transmission given that these genotypes
are prevalent in France (Delavenne et al., 2021).

IS6110 is often inserted in the environment of genes implied
in “replication, recombination and repair’ “transcription,’
“cell wall/membrane/envelope biogenesis,” and “coenzyme
transport and metabolism pathways” GO categories according
to the literature (Reyes et al, 2012). These four categories
are also the most frequently identified in our analysis.
In fact, 21% (78/369) of genes around IS6110 insertion
sites of multicopy strains are involved in the “replication,
recombination and repair” GO category. This category
with a determined function is the most frequent in our
analysis. Genes encoding replication, recombination, and
DNA repair functions seem to play an important role in
the evolution of highly clonal bacteria such as M. bovis
(Vultos et al., 2008; Mestre et al., 2011; Reis et al., 2021).

Other frequent categories are “Intracellular trafficking,
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).
IS6110 insertions in or near these genes could play a role in M.
bovis genome plasticity.

New IS6110 insertion sites in M. bovis genomes have been
described in this study, especially in SB0120-CO, SB0120-DHY,
Cluster A/F4 family, and Cluster F/Eu2 clonal complexes such
as insertion site 15 interrupting cmr gene or insertion site
24 interrupting cypl44 gene. Some IS6110 insertion sites have
already been described in other MTBCs, suggesting that an ipl
region could be common to several MTBC species. For example,
the ancestral IS6110 is present in almost all MTBC strains, and
some other IS6110 can be found in the CRISPR-Cas region
(Hermans et al., 1990; Thorne et al., 2011; Refrégier et al., 2020).
Moreover, the 3 insertion sites highlighted in our study that
are common to several clusters have already been described
as ipl in previous studies: the plcD region (insertion site 19)
(Gordon et al., 1999; Sampson et al., 1999; Viana-Niero, 2006;
Roychowdhury et al., 2015), insertion site 33 around radD (Chen
et al., 2015), and insertion site 50 around 1S1547 (Fang et al,
1999) (Supplementary Table 2). The result gene regulation of
IS6110 insertion in these hot spots can be different depending
on the IS6110 orientations and/or insertion sites in the same
genomic region and can lead to gene interruption or expression
regulation (Sampson et al., 1999; Warren et al., 2000; Vera-
Cabrera et al., 2001; Soto et al., 2004; Kim et al., 2010).

As expected, given that our strains are issued from well-
established infected animals, IS6110 insertion sites were not
identified in genes previously described as essential for virulence
(Sassetti and Rubin, 2003; Forrellad et al., 2013). However, some
genes shown in our study as being interrupted by IS6110, such
as plcD, were described as conferring an increased virulence for
thoracic tuberculosis and a role in bacterial persistence within
macrophages (Raynaud et al., 2002; Kong et al., 2005; Forrellad
et al., 2013). Nonetheless, and in line with the fact that the strains
in our study were infectious to animals from which they were

isolated, other authors suggested that PLCs could play a less
important role in bacterial virulence (Le Chevalier et al., 2015).
However, genes such as plcD and rpfD have homologous genes,
and their inactivation could be overcome by other homolog genes
as reported by Kana and collaborators for rpf genes (Raynaud
et al.,, 2002; Kana et al., 2008; Shafipour et al., 2021).

IS6110 can also lead to gene regulation via its strong promoter
as observed in the B strain on phoP. This insertion upstream of
this essential gene for virulence probably led the strain to adapt to
the human host and provoked an important multidrug-resistant
(MDR) tuberculosis outbreak due to M. bovis (Soto et al., 2004).
No such IS6110 insertion leading to phoP regulation was found
in our study. Some studies suggest that IS6110 inserted no more
than 400 bp upstream of a gene and in the same transcriptional
orientation may upregulate its expression (Safi et al., 2004; Soto
et al., 2004; Alonso et al., 2013). Such type of insertions has
been detected in our analyses (data not shown). However, as
they deserve complementary in vivo or in vitro studies with the
corresponding strains, we cannot assess if they play any role on
virulence or other survival traits.

CONCLUSION

Contrary to what was expected from the literature, this study
shows that 35% of the strains representative of the French
diversity possess more than one 1S6110. In addition, 10% that
belong to a specific monophyletic clade of the Eu3 clonal complex
present a high 1S6110 copy number. These multicopy strains
are those circulating in French regions where bTB is most
prevalent. IS6110 insertion sites appear to be stable within specific
genotypes over time and between host species, suggesting that
IS6110 transposition is not an evolutionary driver for modern
French M. bovis strains at least over a 15-year period. Moreover,
the correlation between the epidemiological success of M. bovis
strains and multicopies of IS6110 leads us to consider whether it
could be the consequence of an increase in their fitness due to the
genetic changes originated by IS6110 transposition which could
have occurred during ancient evolutionary diversification events.
Any phenotypical consequence of IS6110 insertions should need
confirmation by in vitro or in vivo experiment.
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Des analyses complémentaires ont été réalisées sur deux autres panels de souches sympatriques
des génotypes SB0821/F007 - SB0832/F015 et du génotype SB0120-DHYV afin de confirmer
les observations faites sur le panel de SB0120-CO.

Une analyse plus précise de la région DR a également été réalisée sur le panel des 80 souches

(panel 1).

5.2. Etude complémentaire dans 2 panels de souches sympatrigues

Afin de confirmer le niveau de stabilité de la séquence d’IS6110, une étude de 1’évolution du
nombre et de leur position au cours du temps a été réalisée dans deux panels supplémentaires
de souches issues 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 en France : SB0821/F007 -
SB0832/F015 (panel 4) et SB1020-DHV (panel 3) (Delavenne et al., 2020; Duault et al., 2022).

5.2.1. Génotypes SB0821/F007 et SB0832/F015
Sur ce panel de 187 souches, 8 sites d’insertion d’IS6110 ont été identifiés dont 3 récurrents

dans toutes les souches (sites 1,2 et 5). Ces résultats montrent une forte stabilité des positions
et du nombre d’1S6110 indépendamment de 1I’hote chez lequel 1a souche a été isolée et du temps
sur une période longue de 16 années, mais également du génotype (Figure 24). Ces trois
positions semblent spécifiques de toutes les souches du Cluster A.

Les sites d’insertions récurrents retrouvés sont ceux qui avaient été décrits dans le panel 1. Cinq
autres sites d’insertion sont retrouvés dans les souches de notre échantillon. Trois d’entre eux
ne sont retrouvés qu’une seule fois dans le panel étudié et deux sites d’insertions sont retrouvés

2 et 3 fois (respectivement le site 3 et le site 47).
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Figure 24 : Représentation des sites d’insertion d’IS6110 retrouvés dans 187 souches de spoligotype SB0821 (F007) et SB0832 (FO15) (respectivement en
marron et en vert) avec 1’outil ISMapper et le génome de référence AF2122/97. Les sites d’insertion sont représentés par des carrés noirs et numérotés en
fonction de la position sur le génome de référence (Annexe 4). Les 187 génomes sont présentés chronologiquement de 2002 a 2017 avec le génome de référence
utilisé dans cette étude en premicre position. La derniére ligne permet de présenter 1’hdte chez lequel a été isolé la souche : en vert le bovin (Bos taurus), en bleu
le blaireau (Meles meles), en jaune le sanglier (Sus scrofa), en rose un porc et en gris un humain.
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5.2.2. Génotype SB0120-DHV
La recherche d’I1S6110 a aussi été faite sur un panel de 227 souches SB0120-DHV (panel 4)
isolées de plusieurs hétes incluant des bovins, mais aussi des animaux de la faune sauvage sur
une période de 17 ans (2000-2017).

Quarante-sept sites d’insertion différents ont été identifiés dans ce panel. Comme le suggéraient
les résultats du panel 1, ce génotype a en moyenne 12 copies d’IS6110 avec 11 sites d’insertion
présents dans presque toutes les souches du panel, qui semblent stable au cours du temps et
quelle que soit I’espéce hote chez laquelle elles ont été isolées (Figure 25).

Trois autres sites d’insertion sont récurrents : site 9 (41 souches, 18%), site 26 (23 souches,
10%) et site 46 (109 souches, 48%). Une analyse phylogénétique a permis d’observer des sous-
clusters au sein du panel SB0120-DHYV. En effet, les souches possédant 1’insertion au site 9, 26
ou 46 sont localisées sur 3 branches bien distinctes permettant de définir des sous-clusters de
ce génotype (Figure 26).

Ces groupes coincident avec des clades définis lors d’une étude d’épidémiologie moléculaire
réalisée sur le méme panel (Modenesi, 2019). Les souches ayant le site 9 correspondent aux
souches du clade 11 (Annexe 6). Les souches ayant le site 26 correspondent aux souches du
clade 6, principalement isolées autour de la commune de Saint-Saud-Lacoussiére. Le site
d’insertion 26 est identifi¢ pour la premiére fois dans une souche de 2004 puis en 2016, et est
surtout retrouvé 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.

La souche H2 du panel 1 fait partie du groupe avec le site d’insertion 9 tandis que la souche
C10 du panel 1 et le génome complet Mb1855 font partie du sous-groupe avec le site d’insertion
46.
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Figure 25 : Représentation des sites d’insertion d’IS6110 retrouvé dans 227 souches SB0120-DHV avec I’outil ISMapper et le génome de référence Mb3601.

Les sites d’in
en Annexe 5.

sertion sont représentés par des carrés noirs en fonction du site d’insertion ou ils ont été retrouvés. Les positions exactes des sites sont disponibles
Les 227 génomes sont présentés chronologiquement de 2001 a 2017 avec le génome de référence utilisé dans cette étude en premiére position. La

derniére ligne permet de présenter 1’hote ot a été isolé la souche avec en vert le bovin (Bos taurus), en bleu le blaireau (Meles meles), en jaune le sanglier (Sus

scrofa), en or

ange le renard (Vulpes vulpes), en rouge le cerf (Cervus elaphus) et en rouge fonceé le chevreuil (Capreolus capreolus).
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Figure 26 : Arbre du maximum de parcimonie de 227 génomes SB0120-DHYV sur la base de 320 SNP
déterminés en comparaison avec le génome de référence Mb3601. L analyse a été réalisée sur le logiciel
Bionumerics (version 7.6, AppliedMath, Belgique). Les souches portant les sites d’insertion 9, 26 et 46
sont colorées respectivement en vert, rouge et violet.

5.3. Variabilité de la séquence 1S6110

Les analyses bio-informatiques pour la recherche de 1’IS6110 avec ISMapper ont mis en
évidence plusieurs résultats inattendus : deux souches du cluster A qui ne possédent pas la copie
ancestrale localisée dans la région DR (D5 et D12), les souches du Cluster G qui ont nécessité

une vérification manuelle et I’identification de plusieurs polymorphismes.

5.3.1. 1S6110 dans la région DR

Afin de mieux comprendre 1’absence de 1’IS6110 dans la région DR pour les souches D5 et
D12 du cluster A, une analyse bio-informatique de cette région a été réalisée. Celle de la souche
D5 montre une délétion du 15°™ au 25°™ spacer (numéro utilisé en spoligotypage). Cette
délétion a donc entrainé la perte de 1’IS6110 qui est normalement toujours localisée entre le
spacer 24 et 25 des membres de MTBC. Néanmoins, sur le profil spoligotype, le spacer 25 est
toujours présent, car une duplication de cet spacer est localisée entre le 31°™ et 32°™ spacer.

Cette région n’étant pas affectée, il est donc normal de retrouver ce spacer.
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L’analyse de la région CRISPR-Cas de la souche D12 a mis en évidence une large délétion
impliquant les 27 premiers spacer et 4 genes cas (casl, cas2, csmé et csm5). Une fois encore,
le spacer 25 est retrouvé dans le spoligotype de D12 du fait de la duplication.

Dans le panel 1, il peut étre observé que la délétion de cas2 est associee a la delétion des 16
premiers spacer ou plus. Par ailleurs, d’autres sites d’insertion d’IS6110 sont présents dans les

génes cas comme il avait été montré précedemment.

5.3.2. Particularité du cluster G

Les résultats obtenus avec I’outil ISMapper ont nécessité une vérification pour les souches du
Cluster G, car aucune 1S6110 n’était identifiée pour ce cluster. L’étude de la région CRISPR-
Cas des souches du cluster G a montré qu’un évenement de délétion a entrainé la perte de casl,
cas2 et des 16 premiers spacers (Figure 27) ainsi que 1’absence des spacers 23 et 24. Le
séquencage de I’IS6110 et de son site d’insertion par la technologie Sanger a mis en évidence
une séquence tronquée de 1’IS6110 avec la perte de orfA et d’une partie de orfB (99 pb). La
séquence 1S6110 du cluster G mesure 887 pb au lieu de 1355 pb ce qui explique le probleme
de détection par I’outil ISMapper qui recherche le début et la fin de la séquence 1S6110.

5.3.3. Séquence d’IS6110 mutée

L’analyse des séquences d’1S6110 dans les génomes monocopies a montré deux mutations dans
1I’IS6110 ancestrale de souches du panel 1. Ces séquences mutées ont ensuite été confirmées
par séquencage Sanger. La premiére est présente chez la souche F3 (SB0120) et correspond a
un remplacement d’une guanine par une adénosine en position 377 de 1’0rfB ce qui induit un
changement de peptide (une arginine en histidine) dans 1’0rfB. La deuxiéme est présente chez
la souche E6 (SB0824) et correspond a un remplacement d’une cytosine par une adénosine en
position 273 de 1’orfB. Ce changement induit la production d’un codon stop dans orfB ce qui

va interrompre le CDS et empécher 1’expression compléte d’orfB.
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Figure 27 : Représentation du profil spoligotype et de la région CRISPR-Cas défini avec les outils bio-
informatiques CRISPRbuilder-TB (https ://github.com/cquyeux/CRISPRbuilder-TB) et TB-tools
(https ://github.com/cguyeux/TB-tools). L analyse a été réalisée sur les génomes du panel 1. La présence
d’un carré noir indique la présence d’un spacer. Les cases noires correspondent a la présence de géne
cas et les cases rouges indiquent la présence d’IS6110, en accord avec les résultats du travail précédent
sur leur recherche.
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5.4. Discussion
Notre étude portant sur la diversité de M. bovis en France a montré que plus d'un tiers de
souches représentatives de la diversité francaise sont multicopies, et en particulier les génotypes
SB0120-CO et SB0120-DHV. Ces génotypes ainsi que les souches du Cluster A qui ont elles
aussi plusieurs copies d’IS6110, sont celles qui circulent dans les régions avec les plus fortes
prévalences de bTB au cours des 10 dernieres années (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al.,
2020; Hauer et al., 2015). Cette observation nous améne a nous demander si la transposition de
I'1S6110 et les modifications génétiques qu’ils seraient en mesure de générer pourraient étre en
partie responsables de leur succés épidémiologique. Toute conséquence phénotypique des
insertions 1S6110 devrait étre confirmée par des expériences in vitro ou in vivo. D’autres
explications 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 contr6le (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020; Hauer et al., 2015).
Selon les résultats obtenus sur les 3 panels de souches sympatriques, le nombre de copies
d'1S6110 et le site d'insertion semblent plutdt stable dans le temps et avoir une récurrence dans
leurs positions génomiques. En outre, une adaptation spécifique a I'h6te par le biais de
modifications liées a 1S6110 ne semble pas avoir eu lieu comme cela avait été suggéré pour les
souches de M. tuberculosis de la lignée de Beijing (Gonzalo-Asensio et al., 2018) tout au moins
dans les périodes étudiées.
Néanmoins, 1’étude du génotype SB0120-DHV a permis d’identifier 3 sites d’insertion
récurrents, qui permettent de diviser le panel en sous-groupes ayant chacun un site d’insertion
conservé. Cette plus grande diversité dans les sites d’insertion de ce génotype par rapport aux
deux autres peut surement étre expliquée par la période plus grande étudiée en comparaison
avec le panel de souches SB0120-CO (6 années) et le nombre plus important de copies d’IS6110
en comparaison avec les souches du cluster A. En effet, une relation exponentielle a été montrée
entre le nombre de copies et I’expression d’ARNm (Acide ribonucléique messager) par copie
d’IS6110, ce qui augmente les probabilités de traduction d’une transposase fonctionnelle et qui
induit un évenement de transposition (Gonzalo-Asensio et al., 2018) Les différences observées
pourraient également étre liées au taux d’évolution des souches qui sont différentes pour les
trois panels. Le taux d’évolution des souches SB0120-DHV est de 0,56 SNP/genomes/an alors
que ceux des génotypes SB0120-CO et cluster A sont respectivement de 0,42 et 0,41 (Canini
et al., 2022; Duault et al., 2022).
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Les sites d’insertions sont néanmoins conservés dans le temps pour SB0120-DHV, puisque 11
copies sont retrouvées dans presque toutes les souches du panel étudié. De plus, il n’a pas été
montré de changement de sites d’insertion lors de changement d’hote pour ce groupe
également.

Le fait que des sites d’insertion intragéniques soient conserves au cours du temps suggererait
que ces évenements génétiques pourraient conférer un avantage sélectif aux souches par
exemple en s’adaptant a leur nouvel environnement (Gonzalo-Asensio et al., 2018). Par
exemple dans le groupe SB0120-DHYV, le géne glgc est interrompu par le site d’insertion 9
(présent dans 18% des souches de notre panel) est connu pour étre utile a la synthése du
glycogene (Carrieri et al., 2015; Cereijo et al., 2016). Le site d’insertion 46 des souches
SB0120-DHV (présent dans 48% des souches de notre panel) interrompt le géne csm5 qui fait
partie du systeme CRISPR-Cas et qui aurait une importance sur la survie intracellulaire. De
nombreux sites d’insertion ou délétion ont déja été décrits dans cette région chez les membres
du MTBC, en particulier sur les génes csm6, casl et cas2 (Refrégier et al., 2019). Notamment,
des délétions de csm5 et csm4 ont également été décrites chez M. tuberculosis Beijing
(Refrégier et al., 2019; Singh et al., 2021). Néanmoins, I’impact des sites d’insertions mis en
évidence dans cette étude sur le phénotype de M. bovis, est encore trés hypothétique et nécessite
d’autres études pour mieux comprendre leur role.

En dépit de la grande clonalit¢ de M. bovis, la région CRISPR-Cas est une région
polymorphique d’importance pour les études épidémiologiques avec 1’utilisation du
spoligotypage. L’évolution de cette région se fait par duplication du spacer ou de délétion
(Freidlin et al., 2017; Refrégier et al., 2019). Cette région est particulierement ciblée par les
sites d’insertion d’IS6110 avec notamment la présence de 1’IS6110 ancestrale, mais également
d’autres sites d'insertion possibles dans les génes cas comme celle présente dans les souches de
SB0120-CO (Branger et al., 2020). Dans certains cas, cela peut amener a une recombinaison
entre deux 1S6110 et donner de large délétion des premiers spacer comme il est observé pour
la souche F1 (SB0162) (Allix et al., 2006). Cet exemple montre encore une fois I’impact de
1’IS6110 dans 1’évolution de M. bovis.

L’IS6110 peut néanmoins étre mutée, absente ou tronquée. L’absence de 1’IS6110 ancestrale
dans deux souches spécifiques du Cluster A montre que sa délétion est possible. Il pourrait étre
alors possible d’imaginer qu’une souche monocopie perde cette copie et devienne une souche
sans 1S6110 comme il a déja été reporté pour M. tuberculosis (Howard et al., 1998; Huyen et
al., 2013; Lok et al., 2002) et pour une souche de M. bovis de spoligotype SB2402 (Steensels
etal., 2013).
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La présence de séquence 1S6110 mutée a également pu étre observée dans deux exemples
précédemment reportés dans la littérature (Comin et al., 2022; Hirano et al., 2004). Concernant
1I’IS6110 ancestrale tronquée dans les souches de la famille F9, deux 1S6110 sans orfA avaient
déja été trouvées au sein de la lignée L4 de M. tuberculosis (AP012340 et WBB1452 10-
01964-2) (Singh et al., 2021).

Ces derniers résultats montrent un certain polymorphisme de la séquence 1S6110, voire
I’absence partielle ou compléte de la séquence. Ceci souléve I"importance d’inclure d’autres
cibles génetiques telle que 1S1081 ou mpb70 (Lorente-Leal et al., 2019; Michelet et al., 2018b)
dans le diagnostic et la surveillance de la tuberculose bovine afin d’augmenter 1’efficacité des

programmes de surveillance.
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6. Discussion générale
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Les objectifs de ce travail de thése étaient d’obtenir de nouveaux génomes complets de

différents clusters de M. bovis et d’améliorer nos connaissances sur les principaux génotypes

circulant en France.

Dix génomes fermés et complets ont été obtenus qui, avec les génomes de référence déja

existants, permettent de bien représenter la diversité de M. bovis en France. En effet, notre étude

permet de proposer, en plus d’AF2122/97 et Mb3601, un génome complet pour chaque

principal cluster francais décrit précédemment (Figure 28). Représentatifs également des

principaux clusters présents dans d’autres pays, ils pourront ainsi étre utilisés comme des

références adaptées a ces groupes lors d’études d’épidémiologie génomique afin d’améliorer la

comprehension de la transmission de M. bovis entre autres dans des systémes multi-hétes

(Guimaraes and Zimpel, 2020).
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Figure 28 : Arbre phylogénétique circulaire de 98 génomes (Panel 1 et génomes complets) de M. bovis.
Les deux géenomes de référence, Mb3601 et AF2122/97 sont marqués en bleu. Les 10 nouveaux génomes
complets sont indiqués en rouge. L'arbre phylogénétique est basé sur 7023 polymorphismes

nucléotidiques simples du génome entier.
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Ces nouvelles données permettent également une meilleure compréhension de la diversité
génomique des souches de M. bovis en général. En effet, I’utilisation de génome complet lors
d’étude pan-génomique permet une meilleure annotation de ceux-ci et une définition plus fine
du génome accessoire qui peut €tre surestimé avec I’utilisation de génomes fragmentés et/ou
d’outils qui ne sont pas adaptés.

Notre travail a mis en évidence un pan-génome fermé avec un faible nombre de génes
accessoires. En accord avec de récents travaux (Ceres et al., 2022), notre étude a également
renforcé le fait que 1’évolution de M. bovis se fait par perte de génes ou pseudogeénisation plutét
que par acquisition de nouveaux génes. Ceci montre la décomposition génomique de 1’agent
pathogene et I’importance des indels comme les principaux acteurs son évolution (Soler-
Camargo et al., 2022). En effet ceux-ci peuvent amener une perte de fonction ou une variabilité
de fonction permettant une plasticité phénotypique.

Malgré la forte similarité entre les 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 comme speécifiques de certaines lignées (Hauer et al., 2019; Zwyer et al., 2021),
permettent de mieux décrire les clusters de M. bovis présents en France, mais aussi dans le
monde. Ce travail s’inscrit donc dans la continuité de récents travaux de classification de
M. bovis qui ont pour but de proposer une nomenclature opérationnelle pour aider les études
comparatives génomiques entre différents pays (Hauer et al., 2019; Zimpel et al., 2020; Zwyer
etal., 2021).

La différence de taille entre génomes s’explique en partie par le nombre variable de copies
d’1S6110. Douze copies ont été trouvées dans Mb1855, une de plus que ce qui avait été trouvé
dans Mb3601 (Branger et al., 2020). L’analyse des positions d’IS6110 dans les génomes
complets n’a pas permis de montrer d’évenement de recombinaison (sauf peut étre pour la copie
tronquée de Mb2377) méme si I’insertion de certaines copies dans des génes présente une
variabilité genétique.

La recherche de cette séquence sur un panel de souches plus large représentatif de la diversité
frangaise a permis de montrer que chez M. bovis I’'IS6110 n’était pas présente seulement en
monocopie ou avec un faible nombre de copies. En effet, plus d’un tiers des souches du panel
sont multi-copies et 10% des souches étudiées avaient un nombre important de copies (>6)
d’IS6110 (Fomukong et al., 1998). Celles-ci sont retrouveées dans un méme groupe
monophylétique. Néanmoins, le nombre de copies de cette séquence d’insertion et leur position

dans le génome ne sont pas conservés chez tous les membres de ce nceud. En effet, seulement
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un site d’insertion, autre que celui de la région DR qui est présent chez presque toutes les
souches du MTBC, est commun entre les génomes de génotypes SB0120-CO et SB0120-DHV,
qui ont évolué dans des zones géographiques différentes.

Dans ce travail, nous avons également montré une corrélation entre le nombre élevé de copies
d’IS6110 dans certaines souches et le fait qu’elles soient représentatives de certains génotypes
qui représentent depuis les 15 derniéres années 80% de foyers de tuberculose bovine en France
(Cluster A, SB0120-CO et SB0120-DHV) (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et al., 2020;
Hauer et al., 2015). Cela nous a conduits a nous poser la question sur le role de I’IS6110 dans
le succés de ces génotypes persistant dans des régions trés localisées ou la bTB circule

activement.

L’étude particuliere des souches de trois génotypes des zones de forte prévalence en France a
permis de voir une certaine stabilité du nombre et des sites d’insertion d’1S6110 au cours du
temps dans les périodes étudiées. L’étude du panel de souches de génotype SB0120-DHV a
cependant mis en évidence des sous-populations qui peuvent étre différenciées
phylogénétiquement et par des sites d’insertion spécifiques d’I1S6110. Bien que 11 sites
semblent étre tres conserveés dans ce génotype, les sous-groupes décrits dans cette étude ont
chacun un site d’insertion spécifique qui semble lui aussi étre retrouvé chez toutes les souches
de ces sous-groupes. Les souches SB0120-DHYV sont responsables d’un grand nombre de foyers
ces dernieres années dans une zone de plus en plus large qui s’étend maintenant a 4
départements. Le taux d’évolution plus élevé de ces souches ou I’apparition de nouveaux sites
d’insertion d’I1S6110 soulévent des 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 les souches Beijing 1S6110 multi-copies de
M. tuberculosis qui conduirait a 1’adaptation de la souche & un nouvel héte ne semblerait pas se
produire chez ces souches multi-copies de M. bovis (Gonzalo-Asensio et al., 2018). Nous ne
pouvons néeanmoins exclure que ce phénomene de transposition multiple, qui aurait pu conférer
a ces génotypes de M. bovis la possibilité de circuler dans un réservoir multi-hétes, ne soit pas
survenu bien avant la période de collecte de nos souches. En effet, bien que le premier
événement de découverte d’infection M. bovis dans la faune sauvage ait été réalisé en 2000 en
France (Zanella et al., 2008), 1’absence de toute surveillance de la TB dans la faune a
probablement empéché de mettre en évidence 1’existence de 1’infection chez des especes
sylvatiques. En effet, des récentes études de phylodynamie montrent que dans plusieurs régions

ou ces souches multi-copies circulent, les ancétres communs des souches étudiées, y compris
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issues d’animaux sauvages, remontent a plusieurs décennies, et ce depuis les années 80 (Canini
et al., 2022; Duault et al., 2022). En tout état de cause, ce ne sont pas seulement ces
transpositions multiples qui provoquent I’infection par M. bovis des espéces autres que les
bovins. En effet, des souches de génotypes GB35-14 / SB0134 (Cluster C) de la forét de
Brotonne dont le genome complet Mb3602 est représentatif sont des souches monocopies pour
1’1S6110 alors qu’il a ét¢ démontré depuis des longues années qu’elles circulent dans des
systemes multi-hétes bovins-sangliers-blaireaux-cervidés (Delavenne et al., 2020). Ainsi, ces
sites d’insertion multiples n’expliqueraient pas a eux seuls la persistance de génotypes
spécifiques en France ou la possibilité d’une adaptation a différents hotes animaux. D’autres
évenements génétiques en complément ou seuls pourraient également jouer un role dans la
pérennisation de ces souches.

La baisse de la diversité des souches de M. bovis, décrite dans la littérature a réduit
drastiqguement le nombre de génotypes présent en France (Hauer et al., 2015). Des goulots
d'étranglement ont certainement eu lieu dans le temps donnant lieu a la fixation de quelques
génotypes de M. bovis circulant en France aujourd'hui (Boschiroli et al., 2015; Delavenne et
al., 2020; Hauer et al., 2015). Ces souches persistantes a 1’heure actuelle, pourraient 1’étre a
cause du programme de contrdle national qui ne serait pas assez efficace pour les éradiquer
localement dans les régions ou elles existaient déja depuis longtemps (par exemple des mesures
mal adaptées aux facteurs de risque épidémiologiques locaux). On pourrait également supposer
qu'elles se sont pérennisées en raison d'une meilleure aptitude épidémiologique a un
environnement t de leur capacité a échapper aux mesures de contrdle et/ou a infecter leurs hotes
grace a des caractéristiques phénotypiques acquises aprés des modifications génétiques.

Nous avons observeé que la distribution des indels (dont les 1S6110) dans le génome ne semble
pas étre aléatoire. Les génes impliqués dans ces évenements génétiques sont principalement
ceux impliqués dans des fonctions de réplication, recombinaison et réparation de I’ADN ainsi
que dans la motilité cellulaire. Ces catégories de fonction ont des réles importants dans la
plasticité du génome mycobactérien (Fishbein et al., 2015; Vultos et al., 2008). Aucun gene
reconnu comme essentiel dans la virulence n’est interrompu ou potentiellement régulé par le

promoteur constitutif de 1’1S6110 selon nos résultats (Forrellad et al., 2013).
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7. Perspectives
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Au vu des résultats présentés dans ce travail de thése et des nouvelles avancées récentes dans
les connaissances sur M. bovis et son génome, plusieurs axes de recherche semblent importants
a développer. Il parait important de confirmer la spécificité des évenements génétiques trouves
pour des groupes de M. bovis dans cette étude. Les SNPs ou les indels pourront étre recherchés
in vitro (par PCR par exemple) ou in silico sur des panels de souches plus larges. En effet notre
étude portant sur la diversité francaise de M. bovis a été réalisee sur un panel de 80 souches,
mais il a ét€¢ montré un nombre plus important de génotypes (498) circulant en France lors d’une
étude se basant sur 4 654 souches (Hauer et al., 2015). Cela indique donc une plus grande
diversite que celle sur laquelle nous nous sommes fondés qui pourrait amener des
polymorphismes supplémentaires dans les régions génomiques que nous avons selectionnées.
Ce travail permettra également de décrire plus finement la classification de M. bovis en
définissant des sous-groupes partageant des caractéristiques génétiques communes.

Les génomes complets vont permettre d’affiner les études d’épidémiologie moléculaire. En
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 r6le de chaque espece dans les systemes multi-
hotes. Les études déja en cours sur les génotypes SB0120-CO, SB0120-DHV, SB0821/F007 et
SB0832/F015 vont se poursuivre sur les derniéres années et s’étendre a 1’ensemble de la zone
infectée. Les autres génotypes (SB0134-GB35 de I’ Ariége ou de la forét de Brotonne, SB0999)
vont également étre étudiés et permettront une analyse de ces autres clusters. Le développement
du WGS va permettre d’améliorer la surveillance en permettant ponctuellement de trouver des
pistes pour comprendre 1’origine de I’infection, établir un lien entre différents cheptels ou avec
la faune sauvage.

La description des génomes complets a permis d’identifier de nombreux genes mutés,
partiellement tronqués ou absents. Certains de ces polymorphismes ont un role sur I’expression
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 différences phénotypiques engendrées par ces modifications
génotypiques, des tests in vitro et/ou in vivo devront étre réalisés. La surexpression ou
I’inactivation d’un géne serait capable par exemple de montrer son impact sur la croissance
bactérienne dans différentes conditions ou la réponse a un stress appliqué a la mycobactérie
(stress acide) (Garcia et al., 2021; Schwarz et al., 2021). Il serait par exemple intéressant
d’étudier I’'impact du gene rpfD, interrompu par une 1S6110 dans les souches de SB0120-CO,

dans ’initiation de la croissance dans différentes conditions et la résistance au stress.
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En effet, la réactivation de la croissance métabolique de la mycobactérie (phénoméne appelé
ressuscitation) est favorisée par les facteurs rpf (Resuscitation-promoting factors) (Arroyo et
al., 2016; Kana et al., 2008; Mir et al., 2011). Ces expériences pourraient étre réalisees in vitro
dans des milieux de culture classique pour les mycobactéries ou bien avec un pH de 5.6-5.7
pour mimer le pH intraphagosomal acide (Garcia et al., 2021). Plusieurs modéles d’infection
cellulaire pourraient étre utilisés comme celui des cellules pulmonaires bovines mononucléées
du sang périphérique (PBMC), le modéle de tranche de poumon découpé avec précision (PCLS)
ou le modéle amibe (Butler et al., 2020; Remot et al., 2021; Waters et al., 2001). Une étude
récente a analysé I’impact de I’inactivation de nombreuses séquences codantes sur le
développement de I’infection de M. bovis en condition in vivo chez les bovins (Gibson et al.,
2022). La comparaison de nos résultats (CDS muté ou tronqué) avec ceux de cette étude pourrait
permettre de faire un premier tri dans le choix des cibles moléculaires d’intérét.

A ce jour, nous ne savons pas si la transmissibilité, la virulence ou la persistance d’un génotype
est réellement plus importante pour ceux qui sont prédominants que vis-a-vis des autres plus
rares ou qui ne sont plus présents en France a ’heure actuelle. Pour cela, il serait intéressant
d’avoir acces aux données cliniques des animaux afin d’avoir une idée de la pathogénicité des
souches infectieuses isolées en France pour estimer si elles provoquent des cadres cliniques
plus sévéres. Une étude réalisée en Irlande du Nord dans ce but n’avait pas mis en évidence de
différence systématique dans la taille et la répartition des lésions en lien avec les différents
génotypes trouvés dans cette région (Wright et al., 2013). Au contraire, d’autres études ont
montré la présence d’une virulence variable de différents génotypes de M. bovis chez le bovins
et la faune sauvage (Abdelaal et al., 2019; Garbaccio et al., 2014; Gormley and Corner, 2018;
Vargas-Romero et al., 2016). Dans une récente étude, il avait été montré que la souche Mb3601
(génotype SB0120-CO), avait induit une signature inflammatoire plus forte dans le poumon
que la souche AF2122/97 (Remot et al., 2021). Ces informations sur les génotypes francais
pourraient donc peut-étre permettre d’émettre des hypothéses sur le succés épidémiologique de
certains parmi elles. Il a également été suggéré une différence de sensibilité des races bovines
lors de I’infection d’une souche particuliere de M. bovis (Ameni et al., 2007; Remot et al., 2021,
McHenry et al., 2020). Néanmoins, des corrélations entre marqueur de sensibilité et de
résistance entre les bovins individuellement indépendamment de la race, sont désormais
identifiées (Driscoll et al., 2011). Il serait alors également intéressant d’étudier la sensibilité des
races/genétique de bovins aux différents génotypes de M. bovis circulant en France afin
d’évaluer s’il existe une corrélation entre les deux pouvant ouvrir des perspectives d’association

de contr6le de bTB et de sélection génétique bovine.
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Annexe 1 : Tableau présentant les informations des génomes de Mycobacterium bovis utilisés
dans cette étude dans le panel 1 Les 87 génomes proviennent d’un travail précédent (Hauer et
al., 2019). Le nom des génomes est surligné d’une couleur permettant de les distinguer a
I’intérieur d’un groupe de M. bovis précédemment défini. En Jaune le Cluster 1/Complexe
clonal Eu3. En orange le Cluster G/Famille F9. En marron le Cluster C/Famille SB0134. En
violet le Cluster D/Complexe clonal Eul. En rose le Cluster A/Famille F4. En bleu le Cluster
F/Complexe clonal Eu2. En gris, les autres.

https://zenodo.org/record/7060222

Annexe 2 : Tableau présentant les informations des génomes de Mycobacterium bovis utilisés
dans cette etude dans le panel 3. Les 187 génomes sont de génotypes F7 et F15 (respectivement
SB0821 et SB0832) qui sont deux génotypes tres proches. Ces génomes avaient déja été
séquenceés avant le debut du travail de thése. Certains ont été publiés avec le travail de Duault
et collaborateur et d’autres ne I’ont pas encore été (not¢ NA) (Duault et al., 2022).
https://zenodo.org/record/7060222

Annexe 3 : Tableau présentant les informations des génomes de Mycobacterium bovis utilisés
dans cette étude dans le panel 4. Les 227 génomes sont de génotypes SB0120-DHV. Ces
génomes avaient déja été séquencés avant le début du travail de thése, mais ne sont actuellement
pas publiés (noté NA dans les colonnes "Date de dépot" et "Bio-échantillon Genbank™).
https://zenodo.org/record/7060222

Annexe 4 : Position des sites d’insertions IS6110 dans le panel de souche de
Mycobacterium bovis de Pyrénées-Atlantiques (SB0821 et SB0832). Position du début et de la
fin de I’IS6110 sont déterminés avec 1’outil ISMapper et le génome de référence AF2122/97.
https://zenodo.org/record/7060222

Annexe 5 : Position des sites d’insertions IS6110 dans le panel de souche de Mycobacterium
bovis de SB0120-DHV. Position du début et de la fin de I’IS6110 sont déterminés avec 1’outil
ISMapper et le génome de référence Mb3601.

https://zenodo.org/record/7060222

Annexe 6 : Cette figure provenant du rapport de stage de Modenesi représente un arbre
phylogénétique consensus circulaire de 300 souches de SB0120-DHV (Modenesi 2019). Les
souches du panel 3 font parties de ces 300 souches et ont été sélectionné selon la qualité de
séquencage de celle-ci ce qui explique le nombre plus petit de souches retenues (227). Cet arbre
est divisé en 11 clades de couleur différente. Les valeurs de probabilité postérieures (qui
correspondent a la probabilité que ces clades soient vrais) déterminées avec Beast (Drummond
and Rambaut, 2007) sont représentées a I’intérieur de I’arbre.
https://zenodo.org/record/7060222
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