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Chapitre 1

Introduction

La tuberculose demeure un probléme de santé publique majeur a I’échelle mondiale.
Selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS), en 2022, la tuberculose était la deuxiéme
cause de déces dans le monde due a un seul agent infectieux, apres le COVID-19, et causait
presque deux fois plus de déces que le VIH. Plus de 10 millions de personnes continuent
de contracter la tuberculose chaque année. En 2022, le nombre total de déces causés par
la tuberculose (y compris ceux chez les personnes vivant avec le VIH) dans le monde était
de 1,30 million [205].

De plus, I’émergence de formes de tuberculose résistantes aux médicaments est une
préoccupation croissante, car certaines souches sont beaucoup plus difficiles a traiter et
peuvent entrainer des taux de mortalité plus élevés. Etudier la diversité mondiale de cet
agent infectieux est crucial pour comprendre la maladie, développer de nouveaux traite-
ments, et tenter de controler et éliminer la menace que constitue la tuberculose pour la
santé publique.

Depuis plus d’'une décennie, I’étude de cette maladie peut également se faire par I’ana-
lyse des génomes obtenus de nombreuses souches de tuberculose. Disposer de nombreux
génomes diversifiés est intéressant pour plusieurs raisons. D’une part, cela permet une
compréhension de la diversité génétique de la tuberculose. Il existe plusieurs sous-especes
avec des adaptations écologiques variées que l’on retrouve sous forme d’information gé-
nomique. Il est ainsi possible d’identifier les variations génétiques spécifiques qui existent
au sein des populations. Cela fournit des informations sur I’évolution et la propagation
de la tuberculose, ainsi que sur son adaptation a différents environnements hotes. D’autre
part, I’étude du génome de la tuberculose aide a la compréhension de I’émergence et de la
propagation des souches de tuberculose résistantes aux médicaments, qui sont aujourd’hui
un probléme majeur dans la lutte contre la maladie. Il est possible, pas comparaison entre
de multiples génomes, de déterminer les caractéristiques génomiques responsables de la
sensibilité ou de la résistance aux médicaments. Cela permet I’étude de nouvelles straté-
gies de traitement & grande échelle mais aussi la personnalisation des traitements pour
une infection donnée. La compréhension du génome aide aussi a identifier les génes et pro-
téines qui peuvent étre ciblés par des vaccins et ainsi augmenter les chances de développer
un vaccin efficace sur des souches diverses de tuberculose. Une meilleure compréhension
génomique permet aussi d’aider au développement de diagnostics plus précis et permettre
ainsi une identification plus précise des souches.

Problematique

Avec le développement des méthodes de séquencage et la réduction de leur coit, on
compte actuellement plus de 160 000 séquences de génomes disponibles publiquement et
collectées sur la plateforme du National Center for Biotechnology Information. Il s’agit
d’une source de données d’une grande richesse mais qui reste une source de données brute,
qu’il reste a analyser. Il s’agit 1a d’un défi majeur reconnu, de par I'absence de standardi-
sation des pipelines d’analyse et le manque de bases de données pour partager et étudier
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12 CHAPITRE 1. INTRODUCTION

les données analysées & un niveau mondial [180]. Exploiter toute la donnée génomique
brute requiert l'intégration de connaissances et de techniques treés variées. D’une part, il
est nécessaire de regrouper la connaissance génomique issue d’années d’études dans la lit-
térature scientifique, et donc d’avoir la participation de scientifiques experts du domaine.
D’autre part, il est nécessaire ensuite de développer des algorithmes et pipelines bioinfor-
matiques pour extraire les marqueurs génomiques d’intérét parmi la quantité de données
brutes. Si des outils existent pour étudier des caractéristiques spécifiques des génomes,
ils montrent leurs premieres limites quand il s’agit d’analyser l'intégralité des caractéris-
tiques génomiques. Cela s’explique pas la diversité des méthodes utilisées et le manque de
standardisation autour de ces méthodes. Enfin, quand il s’agit de 'analyse de I'intégralité
des génomes disponibles, les contraintes techniques se multiplient. L’assemblage d’outils
spécifiques n’est pas compatible avec la charge de données, il est nécessaire de repenser
les outils dans leur globalité. La masse de données impose aussi de concevoir des outils
d’analyse adaptés, avec la mise en place d’infrastructures de serveurs, de pipeline d’inges-
tion de données, de base de données avec des capacités d’analyses avancées sur une masse
d’informations tres importante.

La prise en compte des contraintes techniques évoquées précédemment est essentielle,
mais bien souvent la question de ’accessibilité des outils est ignorée. De tels outils peuvent
étre utilisés aussi bien par des bioinformaticiens que par des biologistes, et ce pour une
grande variété d’études qui va de la phylogénie a la résistance aux médicaments. Concevoir
des outils complexes a exploiter et nécessitant des compétences techniques avancées im-
plique de se priver de toute une partie des acteurs de la recherche sur la tuberculose. C’est
pour cela que les nouveaux outils se doivent d’étre facilement accessibles sans nécessiter
de matériel spécifique ou de connaissances bioinformatiques avancées.

Objectifs

Ce travail propose une approche globale et a grande échelle pour I’étude et ’exploita-
tion de la donnée génomique brute disponible sur la tuberculose, et ce dans son ensemble
et sa finesse. Il s’agit de proposer une résolution dans I’étude de marqueurs génétiques qui
soit similaire & des outils spécifiques, mais en plus de réaliser ce travail sur l'intégralité de
la donnée disponible.

Cette approche globale nécessite plusieurs étapes. Dans un premier temps, il s’agit de
répertorier toute la connaissance sur les caractéristiques du génome de la tuberculose que
I'on peut trouver dans des décennies de littérature scientifique. Ensuite, a partir de ces
éléments, de développer de nouveaux outils d’analyse génomique in-silico compatibles avec
une approche globale. Enfin, de développer et rendre accessible des systémes d’analyse de
ces données aussi bien statistiques que phylogéniques.

Présentation du plan

Ce travail étant situé au croisement de I'informatique et de la biologie, une premiere
partie introduit les pré-requis en termes de biologie et de génomique. Une attention par-
ticuliere a été apportée a ces éléments dans le but de synthétiser la connaissance acquise
sur le sujet durant cette theése, mais aussi de fournir une introduction compléte pour la
compréhension de la suite du travail. Il est abordé les bases de la génomique, et il sera fait
une description des principales variations génétiques et les différentes méthodes d’analyses
du génome. Un niveau de détail important est parfois donné car il permet de comprendre
certaines caractéristiques génomiques que 'on peut retrouver plus tard au sein des ana-
lyses bioinformatiques. On introduit ensuite la turberculose, son histoire et 1’état de la
lutte contre la maladie dans le monde. La troisieme moitié de cette partie est consacrée au
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) qui est le groupe de mycobactéries causant
la tuberculose. Nous présenterons en détails les caractéristiques génomiques du MTBC
connues. Enfin nous présenterons les outils et méthodes de bioinformatique couramment
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utilisés pour I’étude du génome de la tuberculose.

La deuxiéme partie est consacrée a la présentation de la plateforme d’analyse TB-
Annotator, principale contribution de cette these, qui se divise en deux travaux principaux.
D’une part, le pipeline d’analyse, qui est I’ensemble de programmes et d’outils permettant
la transformation des données génomiques brutes en caractéristiques génomiques spéci-
fiques aux génomes de la tuberculose. Nous présenterons toutes les nouvelles méthodes et
nouveaux algorithmes développés a cette occasion. Nous verrons en quoi ce pipeline est
suffisasamment performant pour permettre 'analyse de données massives et tres diversifiées.
D’autre part, nous présenterons la plate-forme d’analyse web complémentaire au pipeline.
Il sera abordé les capacités de calculs de la plateforme sur I’ensemble des marqueurs gé-
nomiques collectés par le pipeline, ainsi que la capacité d’analyse phylogénétique. Enfin
nous terminerons avec une comparaison de divers outils existants.

La troisieme partie présente trois études qui correspondent a trois apports pour la
taxonomie du MTBC, en se basant sur le travail réalisé avec TB-Annotator. La premiére
étude relate la découverte d’une sous-lignée de la lignée 2 du MTBC. La seconde étude
propose différents nouveaux marqueurs phylogénétiques pour la lignée 4, la lignée 6 et la
lignée 7. Enfin, la troisieme étude relate une découverte importante pour la phylogénie du
MTBC avec l'identification d’une nouvelle lignée rare, la lignée 10. Dans ces trois études,
TB-Annotator a permis de dépasser 1’état de la recherche de par son approche globale et
I’échelle des analyses effectuées.

La quatriéme partie conclut ce travail en proposant une vision du futur de TB-
Annotator, sur deux axes. D’une part, sur les possibilités d’amélioration et d’extension
de la plateforme. Et d’autre part, sur les possibilités d’exploitation de la masse de données
encore sous exploitée que constitue I’ensemble de la littérature scientifique sur le sujet.
Incorporer une part plus importante de cette littérature dans la plateforme pourrait ou-
vrir la voie a de nombreuses autres avancées, notamment dans la compréhension de la
résistance aux médicaments.
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Chapitre 2

Eléments de génomique et de
bio-informatique

2.1 Génomique

2.1.1 Le génome

Le génome est constitué de I’ensemble des informations génétiques d’un organisme. Ces
informations sont codées par de longues séquences d’acide désoxyribonucléique (ADN), a
I'exception de certains virus dont le génome est constitué d’acide ribonucléique (ARN).

Le génome est majoritairement formé de chromosomes, dont le nombre varie en fonction
de l'espece. Chaque chromosome est composé d’une unique molécule d’ADN, qui est de
forme linéaire chez les eucaryotes et habituellement circulaire chez les procaryotes. Chez
la plupart des bactéries, et notamment chez Mycobacterium tuberculosis, le chromosome
est unique et circulaire.

Mis a part PADN chromosomique, le génome est aussi formé de ’ADN des plasmides
et de 'ADN présent dans les organites chez les eucaryotes (comme les mitochondries et
les chloroplastes)[152].

Les premiéres preuves que le génome est fait d’ADN furent obtenues entre 1945 et
1952, mais c’est en 1953, avec la découverte de la structure en double-hélice par Watson et
Crick, que les biologistes furent convaincus que ’ADN était bien le matériel génétique [27].

2.1.2 L’ADN

L’acide désoxyribonucléique est un polymere, linéaire et sans branche, ou chaque mo-
nomere est appelé nucléotide. Chaque molécule d’ADN est constituée de deux polynucléo-
tides liés ensemble par paires de nucléotides (appelées paires de bases) avec des liaisons
hydrogene, et formant ainsi une double hélice (figure 2.1). La longueur de cette chaine peut
aller de quelques centaines de paires a plusieurs millions de paires de bases. Le diameétre
de la double hélice est de 20 angstrom. Les liaisons hydrogene sont dites faibles, ce qui
peut permettre la séparation des brins.

Chaque nucléotide est constitué de 3 composants :

— Une molécule de désoxyribose qui est un pentose, un sucre composé de 5 atomes

de carbone. Les atomes de carbone sont numérotés de 1’ & 5" (a lire «1 prime & 5
primey).

— Une base azotée (ou base nucléique) qui peut étre cytosine, adénine, thymine ou
guanine. Cette base est attachée au carbone 1’ du désoxyribose.

— Un groupe phosphate avec entre une et trois molécules de phosphate (monophos-
phate, diphosphate, triphosphate). Le groupe est attaché au carbone 5" du désoxy-
ribose.

Les nucléotides individuels sont reliés entre eux par des liaisons phosphodiester entre

leurs carbones 5 et 3'. Le polynucléotide a donc une direction chimique, exprimée 5 —

15
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Chaine
désoxyribose—phosphate

Base nucléique

FIGURE 2.1 — Structure de ’ADN

3/ sur une des chaines, et 3’ — 5 sur la chaine opposée. L’ADN polymérase, qui est une
enzyme qui synthétise 'ADN] le fait toujours dans la direction 5" — 3’ [27]. Par convention
on écrit les séquences d’ADN dans le sens 5 — 3.

I’adénine et la guanine sont des purines, la cytosine et la thymine sont des pyrimidines.
La thymine forme une paire de bases avec ’adénine, et la cytosine forme une paire de bases
avec la guanine (figure 2.2). Cela a pour conséquence que si la séquence des bases est connue
sur 'une des chaines, alors la séquence sur 'autre peut étre déterminée [296].

Phosphate Liaison hydrogéne Liaison hydrogéne
oA A hﬁ/@ w ------
Pentose ==

FIGURE 2.2 — Les deux paires de bases de '’ADN

2.1.3 Expression du génome

Le génome ne participe pas activement au développement d’un organisme, il est seule-
ment porteur de I'information génétique et n’est pas capable de le transmettre aux cellules.
Par une série d’interactions complexes, appelées expression génétique, ressortent deux pro-
duits du génome que sont le transcriptome et le protéome [27].

Transcriptome

Le transcriptome est ’ensemble des molécules d’ARN dérivé du génome, et maintenu
par un processus appelé transcription. Des enzymes appelées ARN polymérase sont res-
ponsables de la transcription des séquences d’ADN, appelées geénes, en ARN [27, 152].

Structurellement, ’ARN est un polynucléotide similaire & ’ADN, & la différence que le
sucre est le ribose et que ’ARN possede, a la place de la thymine, I'uracile. Les molécules
d’ARN font rarement plus de quelques milliers de nucléotides de longueur et la majorité
est sous la forme d’un simple brin, contrairement a I’ADN.

La transcription s’effectue a partir ’ADN servant de modele pour la séquence d’ARN
synthétisée. L’ADN est lu dans la direction 3’ — 5') et PARN est synthétisé dans le sens
5" — 3’ avec les bases nucléiques complémentaires a celles de PADN lu.

L’ARN contenu dans une cellule peut occuper différentes fonctions. On distingue d’une
part ’ARN codant de '’ARN non-codant.
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Une seule classe de molécules constitue I’ARN codant, I’acide ribonucléique messager
(ARNm). La transcription des genes dont ils sont issus sert d’intermédiaire dans la se-
conde phase de I'expression du génome, o ARNm sera traduit en protéines constituantes
du protéome. L’ARNm constitue rarement plus de 4% de ’ARN total et a une durée de vie
trés courte. Par exemple, celui des bactéries a une demi-vie de seulement quelques minutes.

L’ARN non-codant, lui, n’est pas traduit en protéines. On en distingue plusieurs types,

dont deux particulierement importants.

— L’acide ribonucléique ribosomique (ARNr) qui est le plus abondant et qui constitue
plus de 80% de ’ARN total. Ce sont des composants des ribosomes ou la syntheése
des protéines a lieu.

— L’acide ribonucléique de transfert (ARNt) participe aussi a la synthése des pro-
téines. Il a pour réle d’approvisionner les ribosomes en acides aminés et de s’assurer
que ces acides aminés sont liés dans 'ordre spécifié par la séquence d’ARNm qui
est traduite [27].

Protéome

Le protéome est I’ensemble des protéines de la cellule qui sont synthétisées par un pro-
cessus appelé traduction. Ces protéines définissent les réactions biochimiques possibles au
sein de la cellule, ou peuvent aussi avoir un role structurel. Les protéines sont synthétisées
par la traduction des molécules d’ARNm du transcriptome en polypeptides.

Les polypeptides sont des polymeres constitués d’une chaine linéaire, sans branche,
d’acides aminés liés par des liaisons dites «peptidiquesy», qui sont des liaisons covalentes.
Leur longueur dépasse rarement les 2000 acides aminés.

On peut décrire la structure d’une protéine selon 4 niveaux hiérarchiques :

— La structure primaire de la protéine qui est constituée par la chaine d’acides

aminés formant le polypeptide.

— La structure secondaire qui correspond aux différentes dispositions dans I’espace
que peut adopter le polypeptide. Les deux configurations les plus communes sont
les hélices a et les feuillets 8. Pour les hélices «, la chaine polypeptidique est de
forme hélicoidale, et pour les feuillets 5 la chaine forme un plan plissé (similaire
a un accordéon). Ces structures sont stabilisées principalement du fait des liaisons
hydrogeéne qui se forment entre les acides aminés de la chaine.

— La structure tertiaire correspond au repliement dans ’espace en 3 dimensions
de la chaine polypeptidique. Cette structure est stabilisée par de multiples forces
chimiques (liaisons hydrogene, liaisons ioniques, interactions hydrophobes, liaisons
de Van der Waals et parfois des liaisons covalentes)

— La structure quaternaire est ’association de plusieurs polypeptides, ou sous-
unités, qui forment une protéine multimérique (qui signifie qu’elle possede plusieurs
sous-unités). Ces structures quaternaires peuvent étre stables grace a des liaisons
fortes (pont disulfure), alors que d’autres moins bien stabilisées (interactions hy-
drophobes, liaisons hydrogéne) peuvent avoir des changements de sous-unités ou
revenir a leur forme polypeptidique.

Au final, des séquences différentes d’acides aminés entrainent des combinaisons variées
de réactivités chimiques et ainsi une diversité fonctionnelle des protéines. Ces combinaisons
ne déterminent pas seulement la structure globale de la protéine résultante, mais également
le positionnement des groupes réactifs a la surface de la structure, lesquels établissent les
propriétés chimiques de la protéine.

Code génétique

C’est le code génétique qui spécifie la correspondance entre la séquence d’ARNm et
la séquence d’acides aminés qui constitue la protéine. Un triplet de nucléotides d’ARNm,
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Acide aminé Code 3 lettres Code 1 lettre Codons

Alanine Ala A GCU, GCC, GCA, GCG

Arginine Arg R CGU, CGC, CGA, CGG; AGA, AGG
Asparagine Asn N AAU, AAC

Acide aspartique  Asp D GAU, GAC

Cystéine Cys C UGU, UGC

Glutamine GIn Q CAA, CAG

Acide glutamique Glu E GAA, GAG

Glycine Gly G GGU, GGC, GGA, GGG

Histidine His H CAU, CAC

Isoleucine Ile I AUU, AUC, AUA

Leucine Leu L UUA, UUG; CUU, CUC, CUA, CUG
Lysine Lys K AAA, AAG

Méthionine Met M AUG

Phénylalanine Phe F UuU, UUC

Proline Pro P CCU, CCC, CCA, CCG

Serine Ser S UCU, UCC, UCA, UCG; AGU, AGC
Threonine Thr T ACU, ACC, ACA, ACG

Tryptophan Trp W UGG

Tyrosine Tyr Y UAU, UAC

Valine Val A% GUU, GUC, GUA, GUG

TABLE 2.1 — Liste des 20 acides aminés et leurs codons dans le code génétique

appelé codon, est associé a un acide aminé parmi les 20 différents existants (tableau 2.1).
Plusieurs codons peuvent désigner le méme acide aminé, on parle alors de codons syno-
nymes. Le code a des codons spécifiques pour signifier le point de départ dans ’ARNm
ou la traduction commence et se termine. Le codon d’initiation est en général AUG qui
correspond aussi a la méthionine, d’autres codons peuvent étre utilisés comme UUG no-
tamment dans les bactéries. Les codons de terminaison sont eux UAG, UAA et UGA. Il est
important de noter que le code génétique n’est pas universel et qu’il existe des exceptions.

Lors de la traduction, les nucléotides sont lus 3 par 3, sans chevauchement. Pour toute
séquence de nucléotides, il existe 3 manieres différentes de lire la séquence en fonction du
point de départ, on parle de différents cadres de lecture. Chaque séquence a donc 3 cadres
de lecture possibles avec 3 séquences de codons qui spécifient des séquences d’acides aminés
différentes. On parle de cadre de lecture ouvert pour le cadre de lecture commencant par
un codon d’initiation, se terminant par un codon de terminaison et encodant une séquence
d’acides aminés relativement longue (> 50 codons). On parle de cadre de lecture fermé
quand la séquence ne peut étre traduite en polypeptide.

Bien que les séquences d’ARNm soient traduites en protéines, elles ne représentent pas
a elles seules la diversité des protéines. Par exemple, deux acides aminés rares, la séléno-
cystéine et la pyrrolysine, peuvent parfois étre insérés lors de la synthese des protéines.
Les protéines sont donc spécifiées par le génome, mais aussi par des variations qui peuvent
se produire lors de la synthese [27].

2.2 Variation génétique

2.2.1 Réplication de ’ADN

Afin de maintenir 'information génétique d’un organisme, il est crucial que ’ADN
puisse se répliquer, et ce de maniere exacte. Lors de la réplication, une molécule d’ADN
parent se transforme en deux molécules d’ADN filles. Chaque molécule d’ADN enfant est
constituée d’un polynucléotide provenant du parent et d’un polynucléotide complémentaire
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nouvellement synthétisé. Ce type de réplication est appelé réplication semi-conservative.

La réplication débute a un point de ’ADN appelé «Origine de réplication». Ce point
est unique chez les bactéries mais de multiples points peuvent exister chez les eucaryotes.
La protéine DnaA reconnait l'origine de réplication et promeut la séparation (appelée
dénaturation) des deux brins d’ADN. Une hélicase sépare les deux brins en rompant les
liaisons hydrogene, cela crée ainsi deux fourches de réplication. Cette séparation est tem-
poraire car, en parallele, une renaturation est opérée par I’ADN polymérase au niveau des
deux fourches de réplications. L’ADN polymérase procede a la synthese de ’ADN sur les
deux brins et dans des directions opposées (figure 2.3).

Origine de Fourche de
réplication Polymérase réplication

Fin de la

FIGURE 2.3 — Réplication de ’ADN

I’ADN polymérase possede des limitations qui complexifient la réplication. Une des
principales limitations est causée par le fait que la syntheése s’effectue toujours dans le
sens 5 — 3'. Cela a pour conséquence que, pour un des deux brins, ’ADN polymérase
synthétise ’ADN de maniére continue, ce brin étant appelé «brin direct». Pour Iautre
brin, la syntheése doit s’effectuer par fragments (appelés fragments d’Okazaki) dans le sens
5" — 3/, ce brin est appelé «brin indirect».

Une autre limitation dans le processus de réplication de 'ADN est liée au fait que
I’ADN polymérase ne peut pas entamer la réplication en se basant uniquement sur un brin
d’ADN comme modeéle. Pour démarrer la syntheése, cette enzyme nécessite une «amorcey.
La primase est l’enzyme responsable de la synthése de courts segments d’ARN (10 a 12
nucléotides de longueur) qui servent d’amorces pour PADN polymérase (figure 2.4). Cet
ARN amorce sera ensuite supprimé par une enzyme une fois la syntheése débutée.

Le processus d’amorgage ne doit se produire qu’'une seule fois sur le brin direct, au sein
de Dorigine de réplication, car une fois amorcée, la copie du brin direct est synthétisée de
maniére continue jusqu’a 'achévement de la réplication. En revanche, sur le brin indirect,
I’amorgage est un processus répété qui doit avoir lieu chaque fois qu’un nouveau fragment
d’Okazaki est initié.

2.2.2 Mutations

Bien que la réplication de P’ADN soit un processus particulierement fiable, il peut arri-
ver que des erreurs de réplication se produisent, et alterent ainsi ’ADN. Des modifications
de 'ADN peuvent aussi étre causées par des mutagenes, qui sont des agents qui changent
le génome (comme les radiations ou certains composés chimiques). On appelle «mutation»
les changements de séquence de nucléotides d’une petite région de la molécule d’ADN. On
parle de mutations spontanées lorsqu’elles apparaissent dans des conditions normales (par
exemple lors de la réplication), et de mutations induites lorsqu’elles sont causées par des
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Amorce ARN

l Primase
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Nouveau brin 1

d'’ADN
Polymerase

o
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FIGURE 2.4 — Amorce lors de la synthése de ’ADN

facteurs extérieurs, comme par des mutagenes.

SNV et SNP

Le single-nucleotide variant (SNV) est la mutation la plus simple, il s’agit du chan-
gement d’un unique nucléotide dans la séquence d’ADN. Les single-nucleotide polymor-
phisms (SNPs) (& lire «snip») sont un sous-type des SNV. Pour étre considéré comme
SNP, un SNV doit étre présent dans au moins 1% de la population, bien qu’il n’y ait pas
de consensus autour de ce chiffre. On utilise souvent ces termes de maniere interchangeable
en pratique. On peut classer ces mutations en deux catégories :

— Les transitions qui sont de purine vers purine, ou de pyrimidine vers pyrimidine
A—-G G—-AC—->T,ouT— C).
— Les transversions qui sont de purine vers pyrimidine, ou de pyrimidine vers purine

A—-CA-T,G-C,G-T,CoAC>G,T—-AorT— G).

Certaines de ces mutations sont spontanées, lors de la réplication de ’ADN par exemple.
Il en existe plusieurs causes, mais nous pouvons illustrer le phénomeéne avec la rare tau-
tomérisation des bases nucléiques. Par exemple, la thymine existe en deux tautomeres,
qui sont des variations dans ’enchalnement des atomes de thymine. Un de ces tauto-
meres, sous forme d’énol, peut former une paire avec la guanine au lieu de I’adénine. Lors
des réplications suivantes, ce rare tautomere disparaitra, mais une SNV aura été créée
(figure 2.5).

Indels

Le second type de mutations regroupe les courtes insertions et délétions (abrégé «in-
delsy). Cela correspond a l'insertion d’une ou de plusieurs paires de nucléotides. Les in-
dels peuvent survenir spontanément lors de la réplication de ’ADN. Ils sont causés, par
exemple, par un phénomeéne appelé glissement réplicatif. Lors de la réplication, un des
brins de nucléotides peut former une boucle, et la réplication peut continuer apres la
boucle. Si la boucle se situe sur le brin parent, une délétion se produit. Au contraire, si la
boucle se situe sur le brin enfant, une insertion se produit (figure 2.6).
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ACTTAGAAA
/////'TGAATCTTT
ACTTAGAAA
TGAATCTTT
\\\\\‘ACTTAGAAA
ACTTAGAAA TGAATCTTT
TGAATCTTT ACTTAGAAA
/////'TGAATCTTT
ACTTAGAAA
TGAGTCTTT Mutation
\\\\\‘ACTCAGAAA
Erreur TGAGTCTTT

FIGURE 2.5 — Mutation lors de la réplication de TADN

ACACACACA
TGTGTGTGT

ACACACACA
TGTGTGTGT

/\

ACACACACA

ACACACACA TGTGTGTGT

TGTGTGTGT ACACACACACA
TGTGTGTGTGT
A-C
ACACACACA
TGTGTGTGT Insertion

ACACACACA
TGTGTGTGT

/

FIGURE 2.6 — Insertion par glissement lors de la réplication de ’ADN
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Conséquences des mutations

Les conséquences d’une mutation dépendent tout d’abord de la partie du génome ou
se situe la mutation. Dans le cas ou la mutation se produit dans une région codante
du génome, les protéines produites peuvent étre affectées. Dans les régions codantes, on
distingue deux familles de mutations :

— Les mutations synonymes, ou la mutation de la séquence d’ADN ne modifie pas la
séquence d’acides aminés. Cela est dii au fait que plusieurs codons peuvent désigner
le méme acide aminé, on parle d’ailleurs aussi de codons synonymes.

— Les mutations non synonymes, ou la mutation de la séquence d’ADN entraine
aussi une modification de la séquence d’acides aminés. On distingue plusieurs sous
catégories :

— Les mutations faux-sens qui sont des changements dans la séquence d’acide
aminé

— Les mutations non-sens qui correspondent a l'introduction de codons de
terminaison qui terminent la traduction et réduisent ainsi la taille de la protéine,
pouvant la rendre non fonctionnelle.

— Les mutations non-stop qui correspondent & une mutation du codon de ter-
minaison (par exemple son remplacement pas un acide aminé), ce qui a pour
effet une traduction continuant au-dela du codon de terminaison, et causant
une traduction d’une protéine plus longue qu’initialement prévu.

On peut aussi catégoriser les mutations selon leur effet sur 'organisme. Une mutation
silencieuse est une mutation qui n’a pas effet sur le phénotype de l'organisme (c’est-a-
dire 'ensemble de ses caractéristiques observables). Une mutation synonyme peut étre
silencieuse, mais elle peut aussi dans certains cas affecter le phénotype [101].

Une mutation peut aussi entrainer 'inactivation totale d’un gene, si le phénotype n’est
pas impacté on peut conclure que le géne n’est pas essentiel. Certains geénes sont en effet
dupliqués ou leur fonction est dupliquée sur un autre geéne.

Concernant les indels, ils peuvent aboutir & un décalage du cadre de lecture. Par
exemple 'insertion d’une paire de bases entraine le décalage de tous les codons (figure 2.7),
une séquence d’acides aminés completement différente et altere le codon de terminaison.
Cela peut entrainer un polypeptide anormalement court ou anormalement long, et peut
inactiver le géne.

 AEMRRN SRR

v v v v v
Protéine  (_ MET W s W _PHE X 6LY ) @

(a) Etat initial

nselion U
 AEMEARKE s ARRAR
e

Protéine MET @

(b) Etat aprés insertion

FIGURE 2.7 — Décalage du cadre de lecture
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2.2.3 variations structurales

Les variations structurales correspondent a des modifications larges du génome. Les
répétitions dans les génomes constituent des points chauds pour les variations structurales,
a savoir les inversions, les délétions, les duplications et les translocations. En général, les
répétitions directes stimulent les délétions, les duplications et les translocations, tandis
que les répétitions inversées stimulent les inversions [248].

Recombinaison homologue

La recombinaison homologue constitue un mécanisme moléculaire fondamental, essen-
tiel a la fois pour la diversification génétique et la maintenance de I'intégrité génomique.
Ce processus implique I’échange de séquences d’ADN entre deux molécules d’ADN qui
présentent une homologie de séquence étendue. La recombinaison homologue est égale-
ment reconnue pour son role prépondérant dans la réparation des cassures double-brin de
I’ADN, un type de lésion particulierement préjudiciable.

Les modeles de Holliday et Meselson-Radding, élaborés dans les années 1960 et 1970,
ont fourni les premieéres représentations conceptuelles de la recombinaison homologue, met-
tant en lumiere la formation de structures intermédiaires hétéroduplexes. Les structures
hétéroduplexes correspondent & des molécules d’ADN partiellement double brin, ol une
section ne forme pas de paire de bases. Ces modeles ont été complétés et raffinés par la
suite, notamment avec l'introduction du modele de cassure double-brin, qui propose que
la recombinaison homologue soit initiée par une rupture compléte des deux brins d’ADN,
suivie d'une série d’étapes enzymatiques orchestrant la réparation et ’échange génétique.

Elément transposable

La transposition résulte en le déplacement d’une séquence d’ADN (appelée «trans-
posony) d’une position & une autre dans le génome. On en distingue deux catégories
(figure 2.8) :

— Les transposons qui ont une transposition réplicative. Le transposon reste en place

et est copié ailleurs dans le génome, c’est un mécanisme de copier-coller.

— Les transposons qui ont une transposition conservative. Le transposon se retire de

sa position initiale pour se déplacer ailleurs dans le génome, c’est un mécanisme de
couper-coller.

IO
Transposition réplicative Transposition conservative
ST T LTV

FIGURE 2.8 — Transposition réplicative et conservative

Les éléments transposables les plus simples des bactéries sont les séquences d’insertion
(ISs) (figure 2.9). Il s’agit d’une courte séquence d’ADN (entre 750 et 1600 paires de base),
encadrée des deux cotés par des répétitions inversées (IRs), et qui contient le géne codant
une enzyme requise pour la mobilité de I'IS, la transposase (figure 2.10). Cette protéine
reconnait les IRs qui représentent le début et la fin de IS et permet sa transposition.
Par la facon dont la séquence est insérée, des répétitions directes sont créées de part et
d’autre de la séquence d’insertion. L’insertion consiste a faire des coupures décalées dans
I’ADN cible, & joindre le transposon aux extrémités simple brin saillantes, et & combler
les nucléotides manquants. Le comblement des extrémités décalées expliquent ’apparition
des répétitions directes de ’ADN cible au site d’insertion. Le décalage entre les coupures
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sur les deux brins détermine la longueur des répétitions directes. Ainsi, la répétition cible
caractéristique de chaque transposon reflete la géométrie de ’enzyme impliquée dans la
coupure de ’ADN cible [152].

Ref ————— >

IS

F1GURE 2.9 — Insertion d’un IS dans le génome

L’insertion cause donc I'introduction d’une séquence d’ADN & un endroit du génome.
Cette insertion peut interrompre un gene et causer des changements dans son expression,
voire son inactivation. Par ailleurs, ’excision incorrecte de I'IS peut laisser une partie de
la séquence en place, ce qui résulte en une insertion, ou a l’inverse supprimer une partie
de 'ADN, ce qui résulte en une délétion [305].

Types de variations structurales

Délétions Une délétion correspond & la perte d’une section du génome (figure 2.11).
Les délétions au sens de variations structurales correspondent a de larges suppressions de
sections de génome. La taille des régions supprimées peut aller de quelques centaines de
paires de bases a plusieurs milliers. Les délétions larges peuvent étre causées par exemple
par recombinaison ou lors de la réparation incorrecte d’une cassure.

Inversions Les inversions correspondent a une variation structurale de la séquence
d’ADN ou une section du génome remplace la section initiale, mais dont I'ordre des nu-
cléotides est inversé (figure 2.12).

Duplications Les duplications correspondent & une variation structurale de la séquence
ol une section du génome se duplique. Quand le segment dupliqué est adjacent au segment
original, on parle de duplication en tandem, a mettre en opposition aux duplications
déplacées qui sont a une certaine distance du segment d’origine. Le segment dupliqué peut
étre inversé par rapport au segment original, dans ce cas on parle de duplication inverse
ou en miroir.

Comme exemple de duplication, on trouve les répétitions directes créées par les sé-
quences d’insertions, ou les répétitions inversées qui les entourent. Les duplications peuvent
aussi étre tres larges, on a par exemple chez Mycobacterium tuberculosis variant bovis une
duplication de 100 000 nucléotides[26].

Translocation La translocation correspond au déplacement d’une région du génome a
une autre position dans le génome (figure 2.13).

2.3 Meéthodes d’étude des génomes

Afin d’étudier la séquence d’ADN d’un génome, il est nécessaire de déterminer sa
séquence de nucléotides, ou au moins des fragments de cette séquence. Pour cela, on
utilise différentes méthodes de biologie moléculaire. Chaque méthode offre un niveau de
visibilité différent sur le génome, et est plus ou moins applicable a large échelle. La ou
I’étude in-silico des génomes se fait majoritairement a ’aide de données de Séquencage
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de nouvelle génération (NGS), de nombreuses données présentes dans la littérature sont
issues d’autres méthodes.

2.3.1 PCR

Le principe de réaction en chaine par polymérase (PCR) a été inventé par Kary Mullis
en 1983. Il permet 'amplification in wvitro de 'ADN, c’est-a-dire la synthése rapide de
milliards de copies d’un fragment d’ADN précis depuis un ensemble complexe d’ADN. La
PCR est ainsi utile pour, par exemple, aider a la détection de fragments d’ADN spécifiques.

f
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(a) Etat initial (b) Dénaturation de ’ADN
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(c¢) Hybridation (d) Extension

FIGURE 2.14 — Réaction en chaine par polymérase

La préparation de la PCR commence par la synthése chimique d’oligonucléotides, des
chaines simples de nucléotides complémentaires des séquences encadrant la séquence a
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amplifier. Les oligonucléotides sont produits avec un synthétiseur et leur taille est généra-
lement comprise entre 15 et 30 nucléotides. Elles vont servir d’amorce pour la synthese de
I’ADN lors de la PCR.

Le milieu réactionnel comprend ainsi les oligonucléotides servant d’amorces, ’ADN
contenant la séquence a amplifier, une ADN polymérase thermostable (c’est-a-dire étant
stable & haute température, par exemple la Taq polymérase est souvent utilisée) et les
4 désoxyribonucléosides triphosphates (appelés dNTPs regroupant dATP, dCTP, dGTP,
dTTp). Une succession de réactions répétées, appelées cycles, sont exécutées par un thermocycleur[298].
Chaque cycle comprend trois étapes.

— La premiére est la dénaturation (figure 2.14b) de PADN contenant la séquence a

amplifier, ¢’est-a-dire la séparation de ’ADN en deux simples brins par la rupture
des liaisons hydrogene. Cette étape est réalisée en augmentant la température a
95°.

— Dans la seconde étape, la température est abaissée entre 50 et 68°C ce qui permet
aux amorces de se lier sur chaque brin autour de la séquence visée par le fait que
leur séquence est complémentaire. Ce processus est appelé hybridation ou annelage
(annealing en anglais) (figure 2.14c).

— Dans la derniére étape, la température est relevée entre 68 et 72°C, ce qui permet
a ’ADN polymérase d’étendre les amorces et synthétiser la copie de la séquence
d’ADN & amplifier. Ce processus est appelé extension (figure 2.14d). A noter que
les températures sont indicatives et varient en fonction des protocoles.

A chaque cycle ces étapes sont répétées, la séquence d’ADN visée est ainsi copiée de

maniere exponentielle. Ces copies sont appelées amplicons.

La méthode la plus commune pour visualiser le produit de la PCR est 1’électrophorese
sur gel de polyacrylamide ou d’agarose, suivie d’'une coloration. Quand des molécules
d’ADN sont placées au pole négatif d’'un champ électrique, elles migrent vers le pdle
positif. La migration se fait en fonction de la masse moléculaire des fragments (plus la
masse est faible, plus le déplacement est rapide) et de la concentration en gel [304].

Quand la PCR est utilisée pour détecter la présence ou ’absence d’un produit spécifique
on parle de PCR qualitative. La PCR quantitative (aussi appelée temps réel ou réaction en
chaine par polymérase en temps réel (qRT-PCR)) va plus loin en donnant une estimation
de la quantité originale de la séquence amplifiée. On mesure la quantité de produit formée
apres les cycles, avec un marqueur fluorescent ou des sondes. [154]

2.3.2 Séquencgage par la méthode de Sanger

La technique du séquencage est utilisée pour identifier 'ordre des nucléotides dans
’ADN. A partir d’un échantillon d’ADN, on peut ainsi déterminer la séquence de nucléo-
tides qui le compose. La méthode de Sanger, aussi connue sous le nom de séquencage par
terminaison de chaine, est une procédure développée en 1977 par Frederick Sanger et son
équipe. Bien qu’elle puisse étre effectuée manuellement, elle est souvent automatisée grace
a 'utilisation d’un séquenceur.

Ce séquencage repose sur le principe qu’une molécule d’ADN simple brin, dont la taille
differe ne serait-ce que d’une seule nucléotide, peut étre séparée des modeles d’autre taille
par électrophorese sur gel de polyacrylamide. Par exemple, lorsqu’on réalise 1’électropho-
rese dans un tube capillaire mesurant entre 50 et 80 cm de long et ayant un diameétre
interne de 0,1 mm, il devient possible de séparer un ensemble de molécules de différentes
tailles, allant jusqu’a 1500 nucléotides. Dans ce processus, les molécules simple brin sont
réparties successivement d’une extrémité a l'autre du tube capillaire [27].

De maniere similaire a la PCR, le milieu réactionnel comprend les oligonucléotides
servant d’amorces, ’ADN contenant la séquence a séquencer, un ADN polymérase ther-
mostable (par exemple la Taq polymérase) et les 4 désoxyribonucléosides triphosphates
(appelés ANTPs regroupant dATP, dCTP, dGTP, dTTp). La réaction de synthese devrait
normalement produire des séquences de milliers de nucléotiques, mais ce n’est pas le cas ici.
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En effet, on introduit en plus de petites quantités des quatre triphosphates de didésoxynu-
cléotides (ddNTPs : ddATP, ddCTP, ddGTP et ddTTP). Chacun de ces didésoxynucléo-
tides est marqué par un marqueur fluorescent distinct (figure 2.15a). La particularité de
ces ddNTPs est qu’ils bloquent I’élongation du brin d’ADN, car il leur manque le groupe
hydroxyle en position 3’ nécessaire pour établir une liaison avec le nucléotide suivant. La
proportion faible de ddN'T'Ps par rapport aux dNTPs fait que I’élongation peut se faire sur
une partie des brins avant d’étre stoppée. L’extension étant toujours de 5 — 3/, les brins
produits commencent de ’amorce jusqu’a étre arrétés par les ddNTPs. En résumé, on suit
le méme mécanisme que la PCR ou la séquence est amplifiée, sauf que lors de I’extension
(figure 2.15b) la polymérase est parfois bloquée dans son action (figure 2.15¢).

Au final, on obtient un ensemble de molécules d’ADN simple brin, qui correspondent
a Dextension progressive, a partir de ’amorce, de la molécule d’ADN & séquencer (fi-
gure 2.15d). L’électrophorese sur gel permet ensuite de séparer les molécules en fonction
de leur taille, de la plus courte a la plus longue. Suite a leur séparation, les molécules sont
analysées par un détecteur de fluorescence capable de distinguer les marqueurs liés aux
didésoxynucléotides. Ainsi, le détecteur est en mesure d’identifier si chaque molécule se
termine par A, C, G, ou T. La séquence obtenue est sauvegardée sous forme de fichier, ce
qui permet de réaliser des analyses in silico dessus (figure 2.15f).

2.3.3 Séquencgage NGS (Illumina)

La méthode de Sanger présente des limitations significatives, notamment sa capacité
a séquencer uniquement un fragment d’ADN a la fois. Cette contrainte limite considé-
rablement le volume de séquencage et rend ’analyse de grands génomes ou de multiples
échantillons & la fois coliteuse et chronophage. Face a ces limitations, les technologies de
Séquencgage de nouvelle génération (NGS) ont émergé, dont la plateforme commerciale
Ilumina. Contrairement a la méthode de Sanger, le NGS permet le séquencage parallele
massif de millions de fragments d’ADN simultanément par exécution.

Dans une premiére phase appelée «préparation de la librairie» (figure 2.16a), la mo-
lécule d’ADN a séquencer est fragmentée en courtes sections appelées «inserts». L’insert
fait en général quelques centaines de bases. Lors de la préparation, des morceaux d’ADN
appelés «adaptateurs» sont attachés aux deux extrémités de chaque insert. La molécule
d’ADN ainsi formée, comprenant l'insert et les deux adaptateurs, est appelée «fragmenty.
Il y a deux types d’adaptateurs, I'un se place au début des séquences (5') et 'autre a la
fin (3'). A la fin de la premiére phase, les fragments sont dénaturés. Les deux brins ’ADN
se séparent en deux polynucléotides.

La seconde étape, dite d’«hybridation», consiste a fixer ces fragments sur une lame
de verre appelée «flow cell» (figure 2.16b). En réalité les fragments ne sont pas fixés
mais copiés sur la flow cell. La flow cell contient des oligonucléotides complémentaires
aux adaptateurs. Une fois 'adaptateur fixé a l’oligonucléotide complémentaire, ’ADN
polymérase crée le complément du fragment hybridisé. Il s’ensuit une dénaturation et le
fragment ayant servi de modele est ainsi supprimé. A la fin de cette seconde étape, tous
les fragments sont donc fixés a la flow cell.

A ce stade, la flow cell contient des fragments dispersés sur une fraction de ses oli-
gonucléotides. Ces fragments sont difficilement détectables, donc une amplification est
nécessaire. La troisieme étape est une amplification par PCR en «pont» (figure 2.16b).
L’adaptateur resté non fixé a la flow cell dans ’étape précédente crée un pont avec un
oligonucléotide complémentaire proche sur la flow cell. L’ADN polymérase crée le com-
plément du fragment hybridisé et il s’en suit une dénaturation, le fragment ayant servi de
modele est ainsi supprimé. Les fragments hybridisés sur un des deux types d’oligonucléo-
tides sont ensuite détachés, laissant ainsi tous les fragments de la flow cell orientés dans le
méme sens. A la fin de cette étape, des clusters de fragments, tous orientés dans le méme
sens, sont ainsi formés.

La derniere étape est le séquencage (figure 2.16¢). Des amorces se lient aux adapteurs.
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L’ADN polymérase ajoute ensuite un nucléotide marqué par un marqueur fluorescent pour
créer le complément du fragment. Les marqueurs sont excités par un laser sur la flow cell,
ce qui permet de visualiser quel nucléotide s’est attaché au fragment dans chaque cluster.
Le marqueur est ensuite supprimé. Le cycle se répete ainsi de nombreuses fois dans un
processus massivement paralléle.

Le séquencage single-end et le séquencgage paired-end sont deux méthodes utilisées
dans les systémes de séquencage Illumina, chacune ayant des avantages et des applications
distincts. Le séquencgage single-end lit PADN a partir d’une seule extrémité du fragment
d’ADN, offrant une approche simple et économique. Cette méthode fournit rapidement de
grandes quantités de données, mais peut limiter la capacité a détecter certaines caracté-
ristiques génomiques telles que les indels ou les réarrangements complexes. En revanche,
le séquencage paired-end lit les deux extrémités du fragment d’ADN, doublant efficace-
ment la quantité de données obtenues a partir de la méme quantité d’ADN utilisée dans le
séquencage single-end. Cette approche, non seulement améliore la qualité, mais améliore
également la détection des réarrangements génomiques et des éléments répétitifs.

Hybridation

Nl

Clusters de Amplification
fragments en pont

"~

Librairie

(a) Préparation de la librairie (b) Amplification en pont

marqueurs fluorescents
® 606 0 o0

an

Séquencage

"

l

lecture

(c) Cycles de séquencage

FIGURE 2.16 — Séquengage NGS (Illumina)
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2.3.4 Séquencage de troisieme génération

Les séquences issues de la seconde génération de séquencage étaient plus courtes par
rapport au séquencage de Sanger, ce qui empéchait de séquencer précisément des répéti-
tions plus longues que la taille d’insert.

Au cours de la derniére décennie, une troisieme génération de technologies de séquen-
cage, «long read sequencing», incluant les technologies de Pacific Biosciences (PacBio) et
d’Oxford Nanopore Technologies (ONT), a permis aux chercheurs de générer des séquences
de haute qualité, sans fragmentation des reads. Les technologies long read sequencing
peuvent produire des lectures allant jusqu’a des dizaines de milliers de paires de bases.
Par exemple, les lectures continues longues obtenues avec une machine PacBio Sequel 11
peuvent atteindre une longueur N50 brute de 30 & 60 kb et une précision de 87 & 92%. N50
étant la longueur du plus court contig pour lequel les contigs de longueur supérieure ou
égale couvrent au moins 50 % du génome. Les séquenceurs ONT Minlon/GridION peuvent
produire de longues et ultra-longues lectures avec un N50 de 10 a 60 et de 100 a 200 kb,
respectivement, avec une précision de 87 a 98% [222]. Ce type de technologie présentant
un taux d’erreur important, un séquencage de seconde génération est donc parfois utilisé
en complément.

La technologie PacBio fonctionne a 'aide d’un guide d’ondes en mode zéro, qui est
un dispositif optique permettant d’observer la copie d’une unique molécule d’ADN. Cette
technologie ne nécessite pas d’interruption entre chaque lecture comme sur la technologie
Illumina, la lecture s’effectue en continu, d’ou le terme parfois utilisé de séquengage en
temps réel [27].

La technologie Nanopore fonctionne avec le passage de la molécule d’ADN a travers des
nanopores (trou avec un diametre de I'ordre du nanometre). Un courant électrique traverse
le nanopore lorsque ce dernier est obstrué par un nucléotide de la molécule d’ADN. La
quantité de courant qui peut passer dans le nanopore différe en fonction du nucléotide (T,
A, G ou C) ce qui permet de déterminer la séquence (figure 2.17).

courant

_I—I ‘ \ Variation du

Protéine
moteur

FIGURE 2.17 — Séquencage avec la technologie nanopore

2.4 La tuberculose

Un pathogene est défini comme un organisme causant une maladie a son hote, appelée
maladie infectieuse. La gravité des symptdémes de la maladie est appelée virulence. Les pa-
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thogenes sont tres divers et comprennent des virus et des bactéries, ainsi que des eucaryotes
unicellulaires et multicellulaires. Chaque organisme vivant est affecté par des pathogenes,
y compris les bactéries, qui sont ciblées par des virus spécialisés appelés phages. Les patho-
genes peuvent causer des maladies de nombreuses manieres. Bien souvent cela passe par
la production de toxines qui causent des dommages aux tissus ou aux cellules de I’héte.
Les toxines bactériennes figurent parmi les poisons les plus mortels connus et comprennent
par exemples le tétanos, ’anthrax ou la toxine botulique [12].

Depuis les années 1960, les progrés en matiére d’analyse génomique et génétique ont
permis d’importantes avancées quant a la classification des micro-organismes. Les travaux
de comparaison de 'ARN ribosomique commencés par Carl Woese dans les années 1970
ont été décisifs dans la démonstration de I'existence de deux domaines distincts que sont
les bactéries et archées, 1a ou se trouvaient les cellules prokaryotes [304]. C’est en 1977
que Woese et Fox montrérent [306], par la comparaison de la séquence nucléotidique de
I’ARN ribosomique 16S de différentes cellules procaryotes, une relation d’évolution parmi
des organismes tres différents. [227]

Parmi les agents infectieux, les bactéries sont les plus petits organismes capables d’exis-
ter de maniére indépendante [229]. Elles sont morphologiquement tres diverses, mais sont
majoritairement des bacilles (forme allongée en batonnet) ou des cocci (forme sphérique).
Elles peuvent exister seules ou étre assemblées dans des arrangements caractéristiques
utiles pour leur identification [304]. Leur cytoplasme contient des ribosomes ainsi qu’en
général un unique chromosome. Bien qu’elles n’aient pas de noyau, tous les éléments chi-
miques de I’acide nucléique et pour la synthése protéique sont présents [229].

La tuberculose est une maladie infectieuse causée par des bactéries membres du com-
plexe Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC), un groupe de bacilles étroitement liés
(avec une séquence d’ADN commune a plus de 99 %). La tuberculose affecte la popula-
tion mondiale depuis I'antiquité, et a eu un impact majeur sur la population mondiale,
se propageant par la méconnaissance de la maladie, la pauvreté et le manque d’hygiéne.
L’homme reste le principal porteur, méme si un certain nombre d’animaux peuvent étre
infectés. La transmission est majoritairement due a l'inhalation de gouttelettes contenant
la mycobactérie. Mais elle peut, dans des cas plus rares, étre transmise par voie gastro-
intestinale apres ingestion de lait contaminé (peu probable de par la pasteurisation du
lait), ou par une plaie sur la peau [229].

Le terme «tuberculose» a été introduit pour la premiere fois par Johann Lukas Schon-
lein en 1839. Ce terme dérive de «tubercule», qui désigne la lésion caractéristique de
cette maladie. Utilisé depuis le 17e siecle, «tubercule» vient du latin «tuber», qui signifie
«excroissance.

2.4.1 Histoire

Préhistoire Actuellement, il n’existe pas de consensus sur I’Age du plus récent ancétre
commun du MTBC [92]. Une étude a estimé que cet ancétre commun vivait il y a environ
70 000 ans [48]. En revanche, deux autres recherches, utilisant de ’ADN ancien du MTBC
extrait de momies hongroises vieilles d’environ 200 ans et de restes humains péruviens
datant d’environ 1 000 ans, ont proposé une estimation de moins de 6 000 ans [146, 20].

Ces estimations plus récentes sont en contradiction avec les preuves trouvées dans
des restes humains vieux d’environ 11 000 ans en Syrie [11] et d’environ 9 000 ans en
Israél [116], ainsi que dans les restes d’'un bison au Wyoming datés d’environ 17 000
ans [158]. Cependant, I'authenticité de certaines de ces découvertes antérieures a été mise
en question.

Antiquité On retrouve des preuves de I'existence de la maladie a I’époque de 'antiquité
par I'analyse des ossements. Des momies égyptiennes datant de 2400 av. J.-C. montrent
des déformations du squelette typiques de la tuberculose [14], observations confirmées
par analyses microscopiques [316]. Le texte juridique le plus ancien du monde, écrit par
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le monarque babylonien Hammurabi entre 1948 et 1905 av. J.-C. et gravé sur une stele
de pierre, mentionne une maladie pulmonaire chronique, qui était tres probablement la
tuberculose [117]. D’autres documents écrits sont associés a I’hébraisme. Le mot hébreu
ancien schachepheth est utilisé dans les livres bibliques du Deutéronome et du Lévitique
pour décrire la tuberculose [14].

Au temps du médecin et philosophe Hippocrate, apparait dans la littérature grecque
le terme de «phtisie», ou consomption (affaiblissement et maigreur extrémes). Hippocrate
a détaillé les symptomes de la consomption dans son livre 1 de «Epidemiai», caractérisée
par des fievres continues avec des frissons, des sueurs, des membres froids, et des troubles
intestinaux. Il décrit que les patients présentaient également des urines anormales, des
crachats difficiles a expulser, et des gorges douloureuses avec inflammation. Cette maladie
entrainait une détérioration rapide, une perte d’appétit et, souvent, un état délirant avant
la mort [119].

Les patients atteints de la maladie étaient traités dans les temples avec de la nourriture
saine, du lait et de ’exercice physique. Hippocrate a été le premier a observer des lésions
semblables a des tubercules dans les tissus de divers animaux, mais rien de semblable n’a
été décrit chez ’homme & cette époque car les autopsies humaines n’étaient pas réalisées.
L’école hippocratique pensait que la phtisie pulmonaire était héréditaire plutot qu’infec-
tieuse. En revanche, Aristote (384 a 322 av. J.-C) croyait que la phtisie était contagieuse,
contrairement a I'opinion populaire de I’époque qui la considérait comme héréditaire. Aris-
tote a aussi décrit le scrofule sur la peau chez les porcs ayant la phtisie, qui sont des fistules
purulentes localisées sur les ganglions lymphatiques du cou [117].

Claude Galien, un médecin grec au temps de ’empereur romain Marc Auréle en 174
apres J.-C., a décrit la phtisie comme accompagnée de fievre, de sueurs et de toux de
crachats teintés de sang, et a trouvé les tubercules dans les poumons phtisiques qu’il
appelait phima. Il considérait cela comme infectieux et mettait en garde contre le contact
étroit avec les personnes atteintes de la maladie [89].

Renaissance En 1679, Sylvius de la Boé a été probablement le premier a utiliser le terme
"tubercules" pour désigner une affection pulmonaire, qu’il nommait "tubercula glandulosa",
et a observé leur évolution vers des complications graves. Il a également fait le lien entre
la phtisie et le scrofule. Plus tard, I'association entre la phtisie, les tubercules pulmonaires
et la scrofule a été également discutée par Richard Morton, qui a émis I’hypothese que la
phtisie pouvait étre héréditaire, et potentiellement transmissible par contact proche [89].
Quelques années plus tard, Jean-Jacques Manget, un médecin genevois, observa lors
d’une autopsie de multiples petits nodules phtisiques dans les poumons et les organes qui
ressemblaient & des graines de millet, plus tard appelés "tuberculose miliaire" [89].

Epoque moderne Le terme de consomption a été utilisé par les non-initiés pour décrire
la phtisie aux XVIle et XVIlle siecles, et les deux termes étaient utilisés jusqu’au milieu
du XIXe siecle, lorsque le terme tuberculose a été inventé par Johann Lukas Schoénlein et
plus tard utilisé par Hermann Brehmer, Jean Antoine Villemin et Robert Koch.

René Laennec, fut 'un des médecins les plus importants a se consacrer a la maladie
dont il décédera a I’dge de 45 ans, victime de la tuberculose qu’il avait contractée lors de
ses recherches sur des patients contagieux et des corps infectés [280]. Au cours de 1’année
1816, pendant qu’il exercait a I’Hopital Necker a Paris, il a congu le premier stéthoscope
en improvisant avec son carnet roulé, avant de fabriquer un modeéle plus abouti sous la
forme d’un cylindre en bois creux.Il rédigea des descriptions précises de diverses patho-
logies thoraciques telles que la bronchiectasie, la pneumonie, la pleurésie, I’emphyséme
et la tuberculose. Grace & son stéthoscope, Laennec a pu détecter chez les patients at-
teints de tuberculose des anomalies telles que la consolidation, la pleurésie et la cavitation
pulmonaire.

Laennec caractérisa avec précision les tubercules pulmonaires et extrapulmonaires,
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révélant leur role initial dans le développement de la phtisie. Il décrivit 1’évolution des
tubercules, depuis leur apparition initiale dans le poumon sous une forme granulaire,
comparée a celle de graines de millet, jusqu’a leur transformation en structures plus vo-
lumineuses renfermant une substance caseuse, leur rupture en pus, et enfin la formation
d’abces et d’empyeémes. De plus, Laennec décrivit les manifestations de la tuberculose
hors des poumons, dans des organes tels que les intestins, le foie, les méninges, ainsi que
dans les vertébres. Il a mis en lumiére I'infection tuberculeuse vertébrale provoquant 1’ef-
fondrement des vertebres et la paralysie de la moelle épiniere, pathologie préalablement
décrite par Percivall Pott, chirurgien britannique en 1779, connue sous le nom de maladie
de Pott [89].

En 1869, Jean Antoine Villemin démontra que la maladie était contagieuse, en menant
une expérience dans laquelle une petite quantité de liquide purulent provenant d’une cavité
tuberculeuse prélevé sur un cadavre humain était injectée dans des lapins de laboratoire,
qui devenaient alors infectés. Du sang ou des crachats de lapins tuberculeux, injectés
dans d’autres animaux de laboratoire produisaient une tuberculose, alors que le transfert
analogue de tissu cancéreux ou fibrotique n’a eu aucun effet. Il a alors postulé pour la
premieére fois que la maladie est causée par un micro-organisme spécifique, qui doit étre
présent dans l'air [117, 14].

Laennec et Villemin, considéraient la tuberculose comme completement incurable.
Laennec dit "Presque tous les hommes de ’art pensent aujourd’hui que l'affection tu-
berculeuse est, comme les affections cancéreuses, absolument incurable.” [117].

L’histoire de la tuberculose a connu un tournant décisif le 24 mars 1882, lorsque Her-
mann Heinrich Robert Koch, éleve de Henle, a révélé au monde sa découverte majeure
lors de sa présentation intitulée "Die Atiologie der Tuberkulose" devant la Société de Phy-
siologie & I’hopital de Charité a Berlin. Au cours de cette conférence, Koch a démontré,
pour la premiere fois, ’existence du bacille responsable de la tuberculose, Mycobacterium
tuberculosis. Grace a des techniques de coloration, il a réussi a mettre en évidence des
bacilles tuberculeux au sein de tissus tuberculeux. Il parvint aussi & cultiver la bactérie
pour l'inoculer a des animaux de laboratoire, et ainsi démontrer que Mycobacterium tu-
berculosis était bien ’agent étiologique. En plus de cette découverte fondamentale, Koch
présenta ses postulats, qui définissent encore aujourd’hui les standards pour démontrer
I’étiologie des maladies infectieuses. Ces postulats sont parfois mieux connus sous le nom
de postulats Koch-Henle [68, 117].

En 1890, Koch développa la tuberculine, un extrait a la glycérine de bacilles tubercu-
leux morts. La tuberculine fut présentée comme un remede efficace, et a suscité un intérét
mondial poussant d’innombrables patients atteints de tuberculose a se rendre & Berlin dans
I’espoir de trouver un traitement. Cependant, il s’est finalement avéré que la tuberculine
était inefficace. La tubuculine servira cependant de base pour le développement d’un test
de diagnostic de la tuberculose avec le travail de Clemens von Pirquet en 1907 et Charles
Mantoux en 1908.

Un vaccin fut développé par Albert Calmette et Camille Guérin, et fut testé pour
la premiere fois en 1921. Cependant ce vaccin a une efficacité limitée malgré avoir été
administré a plus de 3.5 milliards de personnes [80].

2.4.2 Infection et transmission

Comme la plupart des infections respiratoires, la tuberculose est principalement trans-
mise par voie aérienne, depuis des sources humaines ou animales, par I'inhalation de fines
particules aéroportées. Ces gouttelettes sont de petites particules infectieuses (<6 pm) de
sécrétions respiratoires qui sont aérosolisées en toussant, éternuant, parlant ou chantant.
On estime que la taille des gouttelettes portant les bacilles de la tuberculose se situe entre
1 et 5 pm [40].

En fonction de la qualité de I’air, ces particules peuvent rester en suspension plusieurs
heures. Lorsqu’inhalées par autrui, elles peuvent engendrer une nouvelle contamination.
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Le risque de transmission dépend de plusieurs facteurs : le degré de contagiosité du pa-
tient, I'environnement dans lequel la transmission a lieu, la durée de l'exposition et la
vulnérabilité du nouvel hote face au pathogene.

Etre infecté par le bacille de la tuberculose, M. tuberculosis, ne signifie pas systémati-
quement développer la maladie sous sa forme dite active, qui est contagieuse. En effet, seul
un individu immunocompétent sur dix portant le bacille passe a une phase active de la
maladie. Le risque est donc beaucoup plus élevé chez les personnes présentant une immu-
nodépression ou infectées par le VIH. Environ 90 % des porteurs ne verront donc jamais
la maladie se manifester activement et ne constitueront pas un vecteur de contagion [32].

Quand la tuberculose n’est pas active, on parle de tuberculose latente. L’infection
latente est définie par 1’Organisation mondiale de la santé comme «Un état de réponse
immunitaire persistante a la stimulation par les antigenes de Mycobacterium tuberculosis
sans preuve d’'une tuberculose active cliniquement manifeste.». Comme il n’existe pas de
test de référence pour la tuberculose latente, on ne connait pas avec certitude la part de la
population mondiale infectée. On estime cependant que jusqu’a un quart [39] de la popu-
lation mondiale est infectée par M. tuberculosis, et la grande majorité ne présente aucun
signe ni symptome de la maladie. En moyenne, 5 & 10 % des personnes infectées déve-
lopperont la tuberculose active au cours de leur vie, généralement dans les cinq premiéres
années suivant U'infection initiale [276].

Le passage d’une infection latente & une maladie active peut étre rapide ou prendre
des années, selon les cas. Ce processus est influencé par plusieurs variables personnelles
comme ’état immunologique, I’état de santé général du sujet, le moment de 'infection
originelle, la présence de certaines pathologies (telles que le diabeéte ou le cancer) et le
recours a des thérapies immunosuppressives [32].

Il existe d’autres vecteurs d’infection bien qu'’ils soient plus rares. L’infection peut faire
suite a une introduction directe de Mycobacterium tuberculosis dans la peau ou les mu-
queuses d’un individu sensible suite & un traumatisme ou une blessure. La contamination
peut aussi se faire par ingestion de lait contaminé pour le variant bovis de Mycobacterium
tuberculosis.

2.4.3 La maladie

La tuberculose a la capacité d’affecter diverses régions du corps, toutefois, elle est prin-
cipalement rencontrée dans les poumons, situation désignée sous le terme de tuberculose
pulmonaire. Lorsque la maladie se développe autre part que dans les poumons, on parle
de tuberculose extrapulmonaire, laquelle peut se présenter simultanément avec la forme
pulmonaire de la maladie.

Tuberculose pulmonaire La tuberculose pulmonaire est définie comme la tuberculose
du parenchyme pulmonaire et de ’arbre bronchique uniquement. Les caractéristiques cli-
niques de la tuberculose pulmonaire incluent la toux chronique, la production de crachats,
la perte d’appétit, la perte de poids, la fievre, les sueurs nocturnes et '’hémoptysie (toux
ramenant du sang en provenance des voies respiratoires) [168].

On peut distinguer la tuberculose pulmonaire primaire, il s’agit de la premiére ma-
nifestation de la tuberculose apres une infection. Dans les pays ou la prévalence de la
tuberculose est élevée, la tuberculose pulmonaire primaire survient généralement dans
I’enfance, mais la ou la tuberculose est moins endémique, elle survient également assez
souvent chez les adultes. Elle se caractérise par une inflammation granulomateuse locale,
généralement en périphérie du poumon (appelée foyer de Ghon), et peut étre accompagnée
d’une atteinte des ganglions lymphatiques, appelée le complexe de Ghon. L’infection est
généralement asymptomatique mais peut se présenter sous la forme d’une infection aigué
des voies respiratoires inférieures. La tuberculose peut ensuite devenir latente chez une
personne immunocompétente.
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Une tuberculose post-primaire, ou réactivation, peut suivre la tuberculose primaire.
Chez les personnes généralement immunocompétentes, il existe une chance a vie de ré-
activation de la tuberculose dormante de 5 % & 10 %. Une autre cause de tuberculose
post-primaire est la réinfection de la personne [168].

Tuberculose extra-pulmonaire La tuberculose extra-pulmonaire est définie comme
étant une tuberculose affectant tout autre endroit que les poumons. Une atteinte extra-
pulmonaire peut étre observée chez plus de 50 % des patients atteints simultanément du
SIDA et de la tuberculose. En effet, le risque de tuberculose extrapulmonaire augmente
avec I’avancement de I'immunosuppression [99].

La lymphadénite (infection aigué d’un ou de plusieurs ganglions lymphatiques) est
la forme de tuberculose extrapulmonaire la plus couramment rencontrée. L’adénopathie
cervicale (gonflement de ganglions du cou) est la plus commune, mais des atteintes ingui-
nales, axillaires (a laisselle), mésentériques (au niveau de l'intestin), médiastinales (entre
les poumons et le coeur) et intramammaires ont également été décrites.

La tuberculose pleurale (ou pleurésie tuberculeuse) survient chez jusqu’a 30 % des
patients atteints de tuberculose [84]. Cela correspond & un épanchement pleural liquidien,
qui est la présence de liquide dans la cavité pleurale, ¢’est-a-dire le feuillet viscéral adhérant
au poumon et le feuillet pariétal adhérant a la cage thoracique.

La tuberculose osseuse (ou maladie de Pott) peut représenter jusqu’a 35 % des cas de
tuberculose extrapulmonaire. La tuberculose osseuse implique le plus souvent la colonne
vertébrale, suivie par 'arthrite tuberculeuse dans les articulations portantes et I’ostéomyé-
lite tuberculeuse extraspinale (en dehors de la colonne vertébrale).

La tuberculose du systéme nerveux central comprend la méningite tuberculeuse (la pré-
sentation la plus courante), les tuberculomes intracraniens et I’arachnoidite tuberculeuse
spinale (inflammation chronique d’une fine enveloppe qui entoure le cerveau). Cette forme
se distingue par une période initiale caractérisée par un sentiment général de malaise, de
céphalées, de fievre ou d’altérations de la personnalité. Elle est généralement suivie, apres
deux a trois semaines, par des céphalées persistantes, des symptdémes de méningisme, des
nausées entralnant des vomissements, une confusion mentale. Sans traitement approprié,
le déclin de I’état mental peut mener au coma. Des convulsions peuvent avoir lieu a tous
les stades de la maladie [99].

La tuberculose abdominale peut toucher le tractus gastro-intestinal, le péritoine, les
ganglions lymphatiques mésentériques. D’autres organes (par exemple, le foie, la rate, les
glandes surrénales) sont généralement affectés a la suite d’une tuberculose miliaire.

Enfin, la tuberculose miliaire fait référence a toute forme progressive et disséminée de
tuberculose. Elle résulte d’'une dissémination par le sang des bacilles de Mycobacterium
tuberculosis et est caractérisée par de petits tubercules ressemblants en taille et en appa-
rence a des graines de millet. La pandémie mondiale de VIH et I'utilisation généralisée
de médicaments immunosuppresseurs ont modifié 1’épidémiologie de la tuberculose mi-
liaire. Considérée principalement comme une maladie des nourrissons et des enfants a ’ére
préantibiotique, la tuberculose miliaire est de plus en plus rencontrée également chez les
adultes [242]. La maladie peut survenir lors de la dissémination d’une infection primaire
ou apres des années de tuberculose non traitée. La tuberculose miliaire est observée chez
10 % des patients ayant le SIDA et une tuberculose pulmonaire, et chez 38 % de ceux qui
ont le SIDA et une tuberculose extra-pulmonaire.

2.4.4 Vaccin BCG

Le seul vaccin homologué actuellement disponible contre la tuberculose est le vaccin
Bacille Calmette-Guérin (BCG). Un vaccin, M72/AS01E, actuellement en phase II, semble
prometteur. Un second, MTBVAC, est actuellement en phrase III [1]. La vaccination des
enfants avec le BCG peut conférer une protection, notamment contre les formes graves de
tuberculose chez les enfants [307].
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Histoire Dans les années 1900, Albert Calmette et Camille Guérin entament des re-
cherches sur la tuberculose a I'institut Pasteur de Lille. Leur travail incluait la culture de
souches virulentes du bacille de la tuberculose et le test de différents milieux de culture. En
1902, Edmond Nocard leur fournit une culture de Mycobacterium bovis isolée d’une vache
tuberculeuse. Calmette et Guérin remarquent qu'un mélange de glycérine-bile-pomme de
terre permettait de faire croitre des bacilles qui semblaient moins virulents. II ont alors
essayé de déterminer si la culture répétée pourrait produire une souche suffisamment atté-
nuée pour étre envisagée comme vaccin. En 1919, apres environ 230 cultures réalisées au
cours des 11 années précédentes, ils avaient un bacille tuberculeux qui ne produisait pas
de tuberculose lorsqu’il était injecté dans des cochons d’Inde, des lapins, du bétail ou des
chevaux. Au départ nommé Bacille Bilié Calmette-Guérin, ils ont omis "Bilié" pour laisser
Bacille Calmette-Guérin.

En 1921, Calmette décida que le moment était venu pour un essai du vaccin sur
I’homme. La premiere administration humaine du BCG a été réalisée a 'Hopital de la
Charité, a Paris. Une femme était décédée de la tuberculose quelques heures apres avoir
donné naissance a un nourrisson en bonne santé. Le 18 juillet 1921, il a été administré
une dose de BCG par voie orale au nourrisson. Il n’y a pas eu d’effet indésirable. La voie
orale a été choisie puisque Calmette considérait le tube digestif comme la voie habituelle
d’infection par le bacille tuberculeux. A partir de 1924 plusieurs campagnes de vaccination
furent lancées sur des enfants, sans complications sérieuses [170].

Efficacité Bien que le BCG ait démontré une efficacité significative dans plusieurs popu-
lations, la protection n’a pas été constante contre toutes les formes de tuberculose et dans
tous les groupes d’age. En effet, il est montré que le BCG offre une protection constante et
appréciable contre la méningite tuberculeuse et la maladie miliaire. Cependant, 'efficacité
est variable sur la tuberculose pulmonaire chez les adultes, et il n’existe aucune preuve de
son efficacité lorsque le BCG est utilisé comme prophylaxie post-exposition [300, 204].

Il existe plusieurs pistes concernant les raisons de l'inefficacité. Cela peut étre expliqué
par des différences entre les vaccins BCG. 1l est en effet reconnu que les souches produites
par différents fabricants different en propriétés génétiques. D’autre part, la plupart des
populations dans le monde sont exposées a diverses mycobactéries "environnementales", et
cette exposition peut offrir un certain degré de protection contre une infection ultérieure
par les bacilles de la tuberculose que le BCG ne pourrait pas grandement améliorer [170].

Le vaccin n’est pas administrable a toutes les populations. Une administration a un
individu immunodéprimé, tel qu’un nourrisson souffrant de déficience immunitaire grave,
ou une infection par le VIH, peut entrainer une Bécégite disséminée. De maniére générale,
la Bécégite disséminée peut survenir entre 1,56 et 4,29 cas par million de doses et présente
un taux de létalité élevé [300].

Utilisation actuelle La vaccination par le BCG est recommandée dans les pays ou
régions ou la tuberculose est tres répandue ou ou la lépre est un probléme majeur. On
peut également envisager la vaccination par le BCG dans les zones ou sévit 1'ulcere de
Buruli (infection nécrosante de la peau). Ces vaccins sont considérés comme efficaces,
surtout pour prévenir la méningite tuberculeuse chez les enfants et la tuberculose miliaire.
Dans les pays ou l'incidence de la tuberculose est faible, il reste possible de vacciner les
nouveau-nés dans les groupes de population a haut risque pour la tuberculose. La mise au
point de nouveaux vaccins représente une priorité capitale. Il est impératif de concevoir
des vaccins offrant une protection supérieure a celle procurée par le BCG, capables de
prévenir efficacement toutes les variantes de la tuberculose, y compris celles résistantes
aux traitements, ainsi que d’empécher la réactivation de la maladie. Ces vaccins devraient
également se montrer efficaces chez tous les individus, indépendamment de leur dge ou de
leur statut sérologique vis-a-vis du VIH, et garantir une performance homogene au sein
de diverses populations [300].
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2.4.5 Traitements

Il y a trois objectifs dans le traitement de la tuberculose :

— Eliminer rapidement la tuberculose pour produire une amélioration rapide de 1’état
de santé, réduire la mortalité et éviter une transmission supplémentaire.

— Prévenir I’émergence ou 'aggravation de la résistance aux médicaments.

— Stériliser les lésions pour prévenir les rechutes et permettre une guérison durable.

217, 137]

Le traitement médicamenteux pour la tuberculose se déroule en deux phases : la phase
intensive et la phase de consolidation. Durant la phase intensive, 3 ou 4 médicaments
efficaces sont utilisés en combinaison pour tuer rapidement les bacilles de la tuberculose
et prévenir la sélection de bacilles résistants aux médicaments. La phase intensive dure 2
mois et pendant cette période les médicaments sont administrés quotidiennement. Dans la
phase de consolidation, un minimum de 2 médicaments efficaces sont utilisés, et la durée
du traitement varie en fonction du régime médicamenteux, de I’adhérence (participation
du patient) et du risque de rechute [137].

Les patients atteints de la tuberculose présentent en général un tres grand nombre de
bacilles (jusqu’a 1019 dans le cas de la tuberculose pulmonaire). A cette concentration, des
mutations se produisent spontanément et & un taux faible mais constant. Ces mutations
peuvent entrainer des résistances a certains médicaments. Ainsi une résistance spontanée
a un médicament est tres probable, mais moins probable a plusieurs médicaments.

L’isoniazide (INH), la rifampine (RMP), le pyrazinamide (PZA) et I’éthambutol (EMB)
sont des antibiotiques couramment utilisés en premiere ligne. L’isoniazide est un médica-
ment clé avec une forte activité bactéricide initiale, causant fréquemment une augmen-
tation asymptomatique des enzymes hépatiques, une hépatite clinique, une neuropathie
(douleurs chroniques dues & une lésion nerveuse) périphérique, parmi d’autres effets se-
condaires. La rifampicine est un médicament essentiel, connu pour prévenir la résistance
aux médicaments et la rechute, mais nécessite une gestion minutieuse en raison de ses in-
teractions médicamenteuses et d’effets secondaires potentiels comme I’hépatotoxicité. La
pyrazinamide (PZA) améliore les effets de stérilisation dans la phase de traitement initiale
mais est liée a I’hépatotoxicité et a d’autres effets indésirables, sans affecter les taux de
rechute lorsqu’elle est utilisée dans les phases ultérieures. L’éthambutol (EMB) est utilisé
principalement pour prévenir la résistance aux médicaments dans le traitement de la tu-
berculose, le principal probleme étant de causer une neuropathie optique parmi d’autres
effets secondaires moins courants [137].

La streptomycine (SM) a été le premier médicament utilisé pour le traitement de la
tuberculose en 1948. La streptomycine tue les bacilles tuberculeux en croissance active,
mais elle est inactive contre les bacilles non croissants ou intracellulaires. L’ototoxicité et
la néphrotoxicité sont associées a I’administration de streptomycine.

La tuberculose résistante aux médicaments continue de constituer une menace pour
la santé publique (figure 2.19). La résistance a la rifampicine, le médicament de premiere
ligne le plus efficace, est particulierement préoccupante. La tuberculose résistante a la ri-
fampicine et a l'isoniazide est définie comme une tuberculose multirésistante (MDR-TB).
Tant la MDR-TB que la tuberculose résistante a la rifampicine (RR-TB) nécessitent un
traitement avec des médicaments de deuxieme ligne [205]. Différentes catégories de résis-
tances ont été déterminées en fonction de la résistance a un ou plusieurs médicaments
(tableau 2.2). Les derniéres directives de ’OMS donnent la priorité a un nouveau régime
de 6 mois composé de bédaquiline (B), prétomanide (Pa), linézolide (L) et moxifloxacine
(M), appelé BPaLM. Pour les personnes atteintes de tuberculose pré-résistante aux médi-
caments de deuxiéme ligne (pré-XDR-TB, définie comme une tuberculose résistante a la
R et a toute fluoroquinolone), le régime peut étre utilisé sans moxifloxacine (BPaL) [205].
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Résistance Catégorie
Pre-XDR-TB et un groupe A ® hors fluoroquinolone ®  XDR-TB
MDR-TB ou RR-TB et au moins un fluoroquinolone Pre-XDR-TB
isoniazide, rifampicine MDR-TB
isoniazide Hr-TB
rifampicine RR-TB

TABLE 2.2 — Catégorie de résistance des souches selon les marqueurs de résistance [303,
301].

(a) lévofloxacine, moxifloxacin, bédaquiline, linézolide (b) lévofloxacine, moxifloxacin

2.4.6 Epidémiologie

Bien que la tuberculose est parfois percue comme une maladie ancienne, ce n’est pas
le cas. En 2022, on estime que la tuberculose a causé 1.3 millions de morts dans le monde.
On estime par ailleurs que la maladie s’est développée chez 10.6 millions de personnes.

Géographie En 2022, la majorité des personnes ayant développé la tuberculose se trou-
vaient dans les régions de 1’Asie du Sud-Est (46 %), de I’Afrique (23 %) et du Pacifique
occidental (18 %), avec des proportions plus faibles dans la région de la Méditerranée
orientale (8,1 %), des Amériques (3,1 %) et de 'Europe (2,2 %). Trente pays représentent
87 % des cas de tuberculose dans le monde et les deux tiers du total mondial sont dans
huit pays : I'Inde (27 %), I'Indonésie (10 %), la Chine (7,1 %), les Philippines (7,0 %), le
Pakistan (5,7 %), le Nigeria (4,5 %), le Bangladesh (3,6 %) et la République démocratique
du Congo (3,0 %).

La gravité des épidémies nationales de tuberculose, en termes de nombre de cas inci-
dents de tuberculose pour 100 000 habitants par an, varie considérablement d’un pays a
I’autre, allant de moins de 10 a plus de 500 nouveaux cas et cas de rechute pour 100 000
habitants par an (figure 2.18).

Répartition sociale La répartition en termes de sexe est inégale, en 2022, 55 % des
personnes ayant développé la tuberculose étaient des hommes et 33 % étaient des femmes,
et 12 % sont des enfants de moins de 14 ans. Environ 50 % des patients atteints de tuber-
culose font face a des cofits totaux (dépenses médicales directes, dépenses non médicales et
colits indirects tels que les pertes de revenus) qui sont supérieurs a 20 % du revenu annuel
du ménage. Parmi tous les cas de tuberculose en 2022, 6,3 % étaient des personnes vivant
avec le VIH. La proportion de personnes ayant le VIH et étant nouvellement touché par
la tuberculose était la plus élevée dans les pays d’Afrique, dépassant 50 % dans certaines
parties de ’Afrique australe.

2.5 Complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC)

La tuberculose chez les humains et chez les animaux est causée par un groupe de
mycobactéries appelé Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC). Les différentes lignées
du MTBC sont similaires a 99.9% au niveau nucléotidique, avec une distance génétique
maximale entre deux souches d’environ 2500 SNP [48].

Le MTBC comprend 7 lignées pour lesquelles 'humain est le seul héte connu. Ces
lignées comprennent Mycobacterium tuberculosis sensu strictu (lignées 1-4 et 7), ainsi que
Mycobacterium africanum (lignées 5 et 6). La distribution géographique de ses lignées
differe, avec certaines lignées présentes globalement dans le monde et d’autres seulement
dans certaines régions géographiques.
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FIGURE 2.18 — Taux d’incidence estimé de la tuberculose en 2022 [205]
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FIGURE 2.19 — Nombre estimé de personnes ayant développé une tuberculose multirésis-
tante ou résistante a la rifampicine (cas incidents) en 2022, pour les pays comptant au
moins 1000 cas incidents. Les huit pays classés par ordre décroissant du nombre total de
cas incidents de tuberculose résistante aux médicaments (RR-TB) en 2022 sont I'Inde, les
Philippines, la Fédération de Russie, 'Indonésie, la Chine, le Pakistan, le Myanmar et le
Nigeria [205].
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FIGURE 2.20 — Arbre phylogénétique du MTBC et répartition géograpique [92]

2.5.1 Muycobacterium tuberculosis sensu strictu

Mycobacterium tuberculosis sensu strictu comprend au total 5 lignées.

— Les lignées 2 (lignée d’Asie de 'Est) et 4 (lignée Euro-Americaine) sont présentes
dans le monde entier.

— La lignée 3 (Souche d’Asie centrale ou CAS) est dominante dans des parties de
I’Afrique de ’Est, en Asie Centrale et au nord de I’Asie du Sud.

— La lignée 1 (lignée Indo-Océanique ou EAI) est principalement présente autour de
locéan indien et en Afrique de 'Est (principalement au Mozambique et & Mada-
gascar).

— La lignée 7 est originaire d’Ethiopie, ol elle a été identifiée originalement dans la
région Woldiya [201].

Les lignées 2, 3 et 4 sont qualifiées de modernes et les autres sont qualifiées d’ances-
trales [24]. Malgré leur connotation temporelle, ces termes font référence a I’absence ou a
la présence de la région ThD1 dans leur génome, et a une classification utilisée en 1997
par Sreevatsan et al. [257]. Les lignées modernes sont responsables des épidémies globales
alors que les autres ont tendance a étre restreintes a des régions spécifiques [21].

2.5.2 Muycobacterium africanum

Mycobacterium africanum est principalement présente en Afrique de I’Ouest ou elle
cause la moitié des morts de la tuberculose.
— On y distingue une premiére lignée, West African 1 ou MAF1 (lignée 5) principa-
lement présente autour du Golfe de Guinée
— Et une seconde, West African 2 ou MAF2 (lignée 6) principalement présente a
I’Ouest de I’Afrique de ’Ouest.
— Plus récemment, la lignée 9 a été trouvée uniquement a Djibouti et en Somalie [61].
Auparavant il y avait deux lignées M. africanum type I et II. M. africanum type II a été
reclassée récemment en M. tuberculosis sensu stricto (une sous-division appelée Uganda)
par les avancées dans les techniques de génotypage. Et MAF1 et MAF2 sont des sous-
divisions de M. africanum type I [70].
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2.5.3 Autres lignées

Le MTBC comprend aussi une lignée plus distante des autres, connue comme M. canet-
tii, et autres smooth tuberculosis bacilli (STB). Ils sont caractérisés par leur morphologie
de colonie lisse [57].

Récemment, deux nouvelles lignées ont été proposées. La lignée 8, rare et réduite aux
Grands Lacs d’Afrique [202] et la lignée 9 déterminée par des différences importantes avec
les autres lignées a partir de souches prélevées sur des patients en Afrique [59]. Enfin, la
lignée 10, dont la découverte est issue du travail décrit dans ce manuscrit [110].

On distingue aussi d’autres lignées adaptées a différentes especes comme M. microti
(mulot sylvestre, campagnols), M. pinnipedii (mammiféres marins), M. caprae (associé aux
chevres et cerfs), M. bovis (bétail), M. orygis (Oryx) [249], M. suricattae (suricate) [210]
ou encore le chimpanzé [58].

Une partie de ces lignées est, dans de rares cas, la cause de tuberculose chez I’humain.
Par exemple M. orygis [286], M. bovis via du lait contaminé ou un contact [195], M.
caprae [195], et M. microti dans de tres rares cas [123].

2.6 Marqueurs génétiques et génotypage du MTBC

2.6.1 Séquences d’insertion

Les souches du MTBC comptent de nombreuses séquences d’insertion. Par exemple, la
souche de référence HsyRv contient 16 copies de la séquence d’insertion IS6110, 6 copies
de IS1081 ainsi que 32 autres IS distinctes [41].

L’IS6110 est particulierement intéressante car il a été découvert qu’elle est spécifique
au MTBC. Elle permet ainsi d’étre utilisée dans la détection du MTBC via PCR pour un
diagnostic rapide [278]. Cependant, il a été découvert par la suite que certaines souches,
démontrées comme étant du MTBC par séquengage de la séquence ARNr 16S ou d’autres
méthodes, ne possedent pas cette IS [288, 169]. On fait souvent référence aux séquences
IS987 et 1S986 par la désignation IS6110 car ces séquences sont identiques a quelques
nucléotides pres [284]. On note aussi que 1'IS6110 est presque systématiquement présente
dans le locus CRISPR [102].

En général, le nombre de copies d’IS6710 varie de 0 a 25 et dépend de la fréquence de
la transposition, qui est largement conditionnée par la nature de la région génomique ou
se produit la transposition [134]. Bien que 'IS6110 puisse s’insérer & n’importe quel point
du génome, il existe des régions ou la fréquence de transposition est plus élevée. Les zones
d’intégration privilégiées, appelées "hot spots", sont généralement situées dans les régions
codantes. La variation en nombre et en position dans le génome de I'IS6110, ainsi que le fait
que leur transposition soit un événement rare [287], permet la discrimination de différentes
souches du MTBC, ce qui a conduit la mise au point d’'une méthode de fingerprinting
polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) [284]. Cette méthode
pose cependant probléme dans le cas de populations ayant un faible nombre de copies de
I'IS6110, comme c’est le cas dans certaines parties de ’Asie comme en Inde [69]. Dans ce
cas une méthode de typage secondaire est parfois utilisée, comme le polymorphisme des
séquences répétitives riches en GC (PGRS)[226] appelé PGRS-RFLP. Le typage RFLP est
techniquement exigeant et requiert une quantité importante d’ADN, nécessitant la culture
de la bactérie. Cela est a comparer avec le spoligotyping (section 2.6.3) qui présente de
nombreux avantages, méme s’il a été constaté que le niveau de différenciation apporté par
le spoligotyping était parfois plus faible que pour la méthode RFLP [176].

2.6.2 Régions de différence

Les analyses comparatives du génome ont montré de large variations structurales parmi
les souches MTBC. Ces régions sont couramment appelées regions of difference (RDs). La
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suppression de ces régions se comporte parfois comme un unique event polymorphism
(UEP) [120], un événement de mutation unique et donc probablement conservé parmi les
souches. Ces RDs ont par conséquent été utilisées comme marqueurs phylogénétiques [24].

— La nomenclature a été initiée par Mahairas et al. [172] avec le travail sur le vaccin
BCG, dérivé de M. bowvis. Cela a conduit a la découverte de trois régions supprimées
des souches BCG (RD1-RD3) mais présentes dans M. tuberculosis et M.bovis. RD1
fait partie du locus ESX-1 qui code un systeme de sécrétion de type VII, impli-
qué dans la virulence et la pathogenése de la tuberculose [211]. La suppression de
RD2 s’est produite entre 1927 et 1931 a I'Institut Pasteur [16], et est connue pour
conduire & une immunogénicité accrue [151].

— RD4 découvert par Brosch et al. [25] est absent dans les souches communes de
M.bovis et de BCG et joue un réle dans la virulence mycobactérienne [228].

— RD5-RD10 correspondent & la nomenclature de Gordon et al. [100]. RD5 et RD6
sont des séquences d’insertion IS6110 et IS1532 respectivement. RD7-RD10 sont
tous présents dans M. tuberculosis. RD9 est supprimé dans M. africanum et les
lignées animales. RD7, RD8, RD10 sont supprimées des souches animales et de la
lignée 6 [24].

— RD11-14 ont été décrites par Behr [16]. RD11 correspond & un élément génétique
mobile, et RD12-14 sont reconnus comme marqueurs phylogénétiques pour les sous-
lignées de M. bovis [24].

Un certain nombre d’études ont complété cette liste et identifié plus de 200 Régions
de Différence (tableau B.1), certaines d’entre elles se sont avérées étre des marqueurs
génétiques fiables pour identifier précisément les sous-lignées MTBC. Constituer une liste
précise de toutes les RD implique d’adapter les positions décrites dans les différents articles
a la souche de référence utilisée. Dans certains cas (par exemple Mahairas et al. [172]) une
jonction PCR est donnée afin de situer précisément la zone supprimée du génome. Deux
amorces de chaque c6té de la zone supprimée sont utilisées afin d’amplifier la séquence
située entre les deux amorces. Apres séquengage nous pouvons constater ou non la présence
de la délétion. Et nous pouvons utiliser ces séquences jonction afin de trouver les positions
précises des délétions dans des souches de référence (figure 2.21).

PCR junction sequence

Reference genome Deleted region

| |

L Precise position

Ficure 2.21 — Utilisation de la séquence de jonction pour déterminer les positions exactes
des RD dans le génome

2.6.3 CRISPR

En 1987, des séquences répétitives non formalisées a cette date ont été découvertes
dans la souche K12 de Escherichia coli [198], et plus tard dans d’autres bactéries. Cest
seulement récemment que ces séquences furent reconnues comme une famille & part en-
tiere [186]. Les auteurs nommant cette famille sous des noms différents, et entrainant
une nomenclature confuse, il a été ensuite décidé de nommer cette famille clustered re-
gularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)[135]. Quelques années plus tard,
des analyses in silico ont révélé que l'on trouve un CRISPR dans pres de 40% des gé-
nomes de bactéries séquencés. On retrouve des genes souvent associés au CRISPR, dits
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CRISPR-associated (CAS).

D’un point de vue moléculaire, les CRISPR sont des répétitions directes dispersées,
mais leur particularité est que les répétitions sont espacées par des séquences non répéti-
tives (appelées spacers) qui ont une taille similaire aux répétitions. La taille des répétitions
directes observées peut varier de 21pb (Salmonella typhimurium) a 37pb (Streptococcus
pyogenes), et les CRISPR peuvent se trouver a un ou plusieurs loci dans un génome.

En 2007, Barrangou et al. [15] ont démontré expérimentalement que le CRISPR agissait
comme systéme de défense anti-phages. Les bactériophages, abrégé phages, étant des virus
qui n’infectent que des bactéries. En réponse a I'infection d’un phage, la bactérie integre
de nouveaux spacers dérivés de la séquence du génome du phage. Il a été découvert que
lorsqu’un spacer avait une séquence identique a celle d’'un phage, la bactérie devenait
résistante a ce phage. Le systéme CRISPR-Cas est donc adaptatif dans le sens ou il a la
capacité d’acquérir une nouvelle immunité suite a 'infection. Cette adaptation est permise
par les protéines Casl et Cas2. [256, 9, 173]

Les souches du MTBC contiennent une région chromosomique unique CRISPR initia-
lement identifiée par Hermans et al. [114] dans la souche vaccinale M. bovis BCG P3. Elle
est caractérisée par de multiples direct repeat (DR) de 36pb espacées par des séquences
uniques de 35pb a 41pb. Il a été constaté que les souches du MTBC n’acquiérent plus de
nouveaux spacers, ce qui est en adéquation avec le fait que Casl et Cas2 n’ont pas été dé-
tectés dans le protéome de M. tuberculosis. Aussi, il n’est pas démontré que M. tuberculosis
acquiert une résistance aux phages via le systéme CRISPR [314].

DVR-PCR

En 1993, la région CRISPR du MTBC, alors appelée locus direct repeat (DR), a été
utilisée pour la premiére fois pour la différentiation des souches[102] de par son poly-
morphisme, lui déja connu depuis 1991[114]. La méthode appelée direct variable repeat
polymer chain reaction (DVR-PCR), dérivée de la méthode minisatellite variant repeat
polymer chain reaction (MVR-PCR) [136], permet le typage de souches en une seule PCR.

Cependant cette méthode n’était pas adaptée a une utilisation dans un laboratoire de
biologie médicale de par sa difficulté technique.

Spoligotyping

En 1997, est présentée une nouvelle méthode de PCR et d’hybridation appelée spoli-
gotyping (pour spacer oligotyping)[138]. Cette méthode permet de détecter la présence ou
I’absence d’un ensemble de 43 spacers.

Dans une premiére phase d’amplification par PCR (figure 2.23), deux oligonucléotides
DRa et Drb (tableau 2.3), basés sur le DR constant (figure 2.22), sont utilisés comme
amorces. L’amorce DRa est biotinylée pour permettre ensuite une visualisation immuno-
histochimique.

Amorce | Séquence
DRa GGTTTTGGGTCTGACGAC (5 biotinylée)
DRb CCGAGAGGGGACGGAAAC

TABLE 2.3 — Séquences des amorces DRa et DRb utilisées pour le spoligotyping

Dans une seconde phase, le produit de la PCR est ensuite hybridé avec 43 oligonucléo-
tides correspondant a 43 spacers uniques du CRISPR. Ces 43 spacers ont été déterminés
a partir de la souche HzyRv (M. tuberculosis) et BCG P3 (M. bovis).

Pour cela, les oligonucléotides des 43 spacers ont été liés de maniere covalente et li-
néairement a une membrane. Un MiniBlotter est ensuite placé perpendiculairement aux
lignes de la membrane. Chaque sillon est ensuite rempli avec le produit PCR, préalable-
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FIGURE 2.23 — PCR avec les amorces DRa (biotinylée) et DRb

ment dénaturé, d’une souche (figure 2.24b). Cela permet de réaliser le spoligotyping de 45
échantillons en méme temps dans le cas d’un MiniBlotter 45 [128].

Il s’ensuit 'hybridation du produit de la PCR avec les oligonucléotides de la mem-
brane. Si un spacer est présent dans le produit de la PCR, il viendra se lier a la ligne
correspondante de la membrane.

En utilisant le marquage a la biotine, on peut ensuite relever la présence des spacers a
I'intersection des lignes par chimiluminescence, qui est la production de lumiere & la suite
d’une réaction chimique (figure 2.24a).

De par sa forme, le résultat du spolygotyping (appelé spoligotype) est facilement repré-
sentable. Sous forme binaire par exemple, avec une suite de 43 bits, 1 codant la présence
d’un spacer et 0 son absence. Ainsi en 1999, est publiée une premieére base de données
«SPOLDBI1» regroupant 610 spoligotypes [251], suivie de plusieurs autres bases de don-
nées dont «SITVITWEB»[72] et «SITVIT2»[63] comprenant les spoligotypes de plus de
110 000 isolats.

Il a été démontré que les spacers utilisés dans le spolygotyping présentent de ’homo-
plasie (des mutations indépendantes qui résultent en la perte du méme spacer), ce qui rend
le spolygotyping un outil potentiellement moins fiable pour les analyses phylogénétiques
formelles. L’homoplasie dans les spacers pourrait conduire les spoligotypes de souches non
apparentées a converger vers des motifs identiques [145]. D’autre part, le spolygotyping ne
permet pas une résolution au niveau de la souche, mais fournit plutét des informations au
niveau de la sous-lignée ou de la lignée. Pour exemple, la plupart des souches de la lignée
de Beijing, une lignée importante avec une large distribution géographique, partagent un
unique spoligotype composé des neuf derniers spacers [180].
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FIGURE 2.24 — Visualisation de la méthode de spoligotyping

(a) Visualisation du résultat du spoligotyping par ECL sur Hyperfilm ECL[138]

(b) Dépot du produit de la PCR sur la membrane, perpendiculairement aux oligonucléotides des

43 spacers
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2.6.4 VNTR

Un variable number tandem repeat (VNTR) est un emplacement dans un génome
ou une courte séquence de nucléotides est organisée sous forme de répétition en tandem
(figure 2.25).

Ref —__ >

FIGURE 2.25 — Répétition en tandem
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FIGURE 2.26 — IS6110 RFLP, spoligotype, et MIRU-VNTR d’isolats de M. tuberculo-
sis [271]

Méthode de génotypage

Le principe des systeme de génotypage basés sur les VNTR est basé sur 'amplification
des loci VNTR par PCR. La PCR est effectuée en utilisant des amorces complémentaires
aux régions entourant les loci VNTR. Le produit de la PCR est ensuite visualisé par
électrophorese sur gel qui permet d’estimer la taille des amplicons. La comparaison de
cette taille par rapport a la taille connue d’une répétition permet de déterminer le nombre
de répétitions. Le résultat est ensuite exprimé dans un format numérique simple, dans
lequel chaque chiffre représente le nombre de copies associé a un locus particulier [134].

MPRT et ETR

Le premier VNTR décrit fut le major polymorphic tandem repeat (MPTR) par Her-
mans et al. [115]. Le MPTR est composé de répétitions de 15 paires de bases avec une
séquence consensus unique, mais avec une variabilité de séquence substantielle entre les ré-
pétitions adjacentes. Les répétitions étant 1égerement hétérogenes en séquence, c’est pour
cela que la séquence a été désignée MPTR. Au total, 5 loci MPTR, furent décrits par la
suite, nommés MPTR-A & MPTR-E [90].

Les exact tandem repeats (ETRs), présents exclusivement dans les souches du MTBC,
contiennent des répétitions dont la taille varie de 53 a 79 bp. Le séquencage des ETRs a
montré que tous les loci ETR étaient variables en nombre de répétitions. En comparaison,
parmi les loci MPTR, seul un (MPTR-A) a montré un polymorphisme [134].

Sur les 11 loci MPTR/ETR, seulement cinq (ETR-A a E) sont utilisés pour le génoty-
page des souches de M. tuberculosis. Bien qu’il soit rapide, simple a réaliser et hautement
reproductible, le génotypage VNTR basé sur 5 loci ETR présente un pouvoir discrimina-
toire faible, comparé a I'IS6710-RFLP ou au spoligotypage.
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MIRU

Une autre classe de VNTR sont les mycobacterial interspersed repetitive units (MI-
RUs), décrits pour la premiere fois par Supply et al. [268]. Il s’agit de 41 loci de répétitions
en tandem d’une taille comprise en 46 et 101pb. Sur ces 41 loci, 12 présentent des variations
dans le nombre de répétitions et sont ainsi utilisées pour le génotypage de M. tuberculo-
sis. Dans ces 12 loci, MIRU-4 et MIRU-31 correspondent aux ETRs ETD-D et ETR-E
précédemment décrits. Par la suite, un nouveau systéme & 24 loci VNTR, (incluant les
12 précédemment découverts) fut proposé [271]. L'usage de 4 loci additionnels, appelés
«hypervariablesy», permet en plus de différencier les souches Beijing.

Un code, appelé MIRU-VNTR, associe a chaque locus le nombre de répétitions qui ont
été trouvées (figure 2.26). Ce code permet de comparer rapidement les souches et permet
d’alimenter des bases de données pour des études épidémiologiques a grande échelle. Parmi
les bases de données les plus importantes, on compte « MIRU-VNTRplus» [299] ainsi que
«SITVITWEB»[72].

Le pouvoir discriminant du MIRU-VNTR & 24 loci égale celui de I'IS6110-RFLP [134].
Méme si les loci pris séparément peuvent montrer une homoplasie, I'information phylogé-
nétique transmise par les MIRU-VNTR & 24 loci est moins sujette a I’homoplasie que le
spoligotypage [180]. Grace a sa nomenclature numérique simple, le systéme MIRU-VNTR
basé sur les 24 loci additionnés des 4 loci hypervariables, a remplacé au cours de la derniere
décennie la méthode IS6110-RFLP [180].

2.6.5 SNP

On distingue deux grandes familles de SNP. Les synonymes, ot la mutation de la sé-
quence d’ADN ne modifie pas la séquence d’acides aminés. Et les SNPs non synonymes, ou
la mutation de la séquence d’ADN entraine aussi une modification de la séquence d’acides
aminés, ce qui peut ensuite entralner des changements dans les protéines et dans le phé-
notype de 'organisme. Un SNP non-synonyme peut par exemple altérer la résistance aux
antibiotiques du MTBC, et donc une pression de sélection. Par conséquent les SNPs non
synonymes ne constituent en général pas les meilleurs marqueurs phylogénétiques [134].
Les SNPs synonymes sont phénotypiquement neutres et ont un faible niveau d’homo-
plasie [263], ce sont par conséquent des marqueurs robustes dans 1’étude des relations
phylogénétiques des différentes souches du MTBC.

La région du génome ou se trouve le SNP a aussi une importance. Par exemple, dans les
régions codantes, les deletions et insertions sont moins probables. Cela peut étre expliqué
par le fait que les mutations dans ces régions peuvent empécher la survie de la bactérie [45].
Les mutations sont aussi moins probables dans les genes essentiels [264]. On préférera
donc prendre en marqueur des SNPs se trouvant dans des genes essentiels ou des régions
codantes.

2.7 Whole-genome sequencing (WGS) du MTBC

Les méthodes de génotypage classiques possedent des limitations importantes. Méme
le standard du génotypage, MIRU-VNTR a 24 loci, interroge seulement un nombre limité
de régions polymorphiques du MTBC. Ces marqueurs ne peuvent suffire a déterminer un
profil génomique complet. Par exemple, ces méthodes ne permettent pas de distinguer
des souches génétiquement proches et ont tendance a minimiser la distance génétique
réelle entre deux souches. D’autre part les méthodes classiques ne permettent pas de
capturer les mutations dans des génes spécifiques, comme ceux associés a la résistance aux
médicaments. L’application du WGS pour ’analyse des souches du MTBC offre quant a
lui la source d’informations la plus riche sur un isolat clinique donné.

Apres séquengage d'un génome, il est possible de le comparer avec une souche de
référence connue (en général HzzRv) et ainsi obtenir un ensemble de différences génomiques
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entre deux souches. Ces variations sont alors utilisées comme marqueurs pour répondre a
un grand nombre de questions sur un isolat clinique donné.

Il est par exemple possible de détecter 'intégralité des marqueurs génomiques de ré-
sistance aux médicaments. Les cliniciens peuvent obtenir rapidement des informations
pertinentes sur le meilleur traitement a adopter, recevant des informations sur la sensibi-
lité aux médicaments de premiere ligne, ainsi qu’aux médicaments de deuxiéme ligne et
aux nouveaux traitements. A mesure que le nombre de loci identifiés par WGS comme
étant liés a la résistance augmente, la valeur de cette approche s’accroit, notamment pour
une utilisation en routine de laboratoire. Les recherches récentes ont révélé que plus de 100
régions génétiques jouent un réle dans la résistance aux médicaments, avec des mutations
significatives dans ces zones. Le WGS est donc préconisé pour une analyse détaillée, apres
validation des mutations par des tests de concentration minimale inhibitrice et d’échange
allélique, et en tenant compte de leur corrélation avec les résultats cliniques. Le WGS
permet d’identifier rapidement les mutations résistantes connues, aidant ainsi a personna-
liser les traitements. Il offre aussi un avantage sur les outils moléculaires recommandés par
I’OMS, en fournissant des détails sur les résistances phénotypiques pour des SNPs spéci-
fiques et en analysant des régions génomiques étendues, au-dela des zones habituellement
ciblées [38].

Le WGS montre aussi un grand potentiel pour ’étude de la transmission de la tuber-
culose. Jusqu’a présent, 'utilisation du WGS a principalement été restreinte aux milieux
de la recherche et a souvent été mise en ceuvre de maniere rétrospective. Cette méthode
a prouvé sa capacité a déterminer avec une précision accrue les clusters de transmission,
dépassant ainsi les limites des techniques de génotypage traditionnelles en évitant les er-
reurs d’attribution au sein de ces clusters de transmission [49]. Walker et al. [294] ont
publié la premiere étude a grande échelle sur la transmission de la tuberculose basée sur
le WGS, démontrant sa supériorité sur les méthodes antérieures de typage des souches
en identifiant plus précisément les cas faisant partie d’un foyer épidémique. Ils ont utilisé
une distance génétique de cinq SNPs ou moins pour définir des clusters de transmission
de haute confiance, souvent corroborés par des liens épidémiologiques, tandis qu’une dis-
tance de 5 a 12 SNPs indiquait une transmission récente probable mais moins souvent
confirmée épidémiologiquement. Les distances supérieures a 12 SNPs servaient a distin-
guer les cas épidémiologiquement non liés [49]. Une étude ultérieure menée en Suisse a
révélé que le génotypage MIRU surestimait le taux de transmission parmi les immigrants,
probablement en raison de la similitude génétique élevée des souches dans les pays a forte
prévalence [265].

Une des mesures les plus importantes des essais cliniques de nouveaux médicaments est
le nombre de rechutes apres un traitement réussi. Dans les pays a forte charge, il est difficile
de différencier un véritable cas de rechute, indiquant un échec du médicament /régime, ou
une réinfection apres la fin du traitement. Les outils permettant de distinguer ces deux
cas sont donc essentiels. Plusieurs exemples récents ont mis en évidence le potentiel WGS
pour effectuer la distinction entre les rechutes et les infections secondaires. Par exemple,
Guerra-Assuncdo et al. [104] ont utilisé une différence de < 10 SNPs pour définir une
rechute, et une différence de > 1000 SNPs a été utilisée pour définir une réinfection. Plus
récemment, Liu et al. [164] ont utilisé une différence de 6 SNP pour faire la distinction
entre les deux cas.

Enfin, pour définir de maniére fiable les associations phylogénétiques entre les souches,
les marqueurs génétiques doivent étre uniques et, idéalement, irréversibles. De telles mu-
tations phylogénétiquement informatives ont été identifiées chez M. tuberculosis sous la
forme, par exemple, de SNPs. La fréquence relativement faible de SNP et le transfert
horizontal limité en cours dans MTBC entrainent des niveaux faibles d’homoplasie, deux
occurrences indépendantes d’une SNP étant peu probable. En utilisant le WGS, il est ainsi
possible, apres comparaison avec un génome de référence in silico, de collecter ’ensemble
de ces SNPs présents dans le génome. Et ainsi il est possible de reconstruire une phylogénie
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du MTBC [94].

2.7.1 Extraction, préparation et séquencage

L’analyse WGS d’un échantillon d’ADN d’une souche du MTBC implique au moins
trois étapes. Dans un premier temps 'ADN est extrait et préparé pour le séquencage.
Dans un second temps, la séquence nucléotidique est obtenue via, par exemple, NGS.
Enfin, cette séquence est analysée in silico.

Au début du NGS, une contrainte majeure pour le WGS des bactéries du MTBC
était le temps nécessaire pour obtenir des quantités suffisantes d’ADN pour les protocoles
subséquents de préparation de la librairie. Cela nécessitait plusieurs semaines de culture
a partir des échantillons cliniques en raison de la croissance lente des organismes. De
nouvelles méthodes de préparation ont ensuite été développée, entrainant une réduction
considérable du temps nécessaire et des cotits globaux [180]. Il a été montré que ’analyse
de routine complete via WGS était possible, et ce avec un temps de réponse plus court
et un colit inférieur. Par exemple, Pankhurst et al. [208] ont montré un colt de 481 £
par analyse, incluant le temps du personnel, les consommables et I’équipement, soit 7%
de moins d’un diagnostique classique, lui évalué a 518 £.

La technologie NGS (ou de troisitme génération) utilisée ensuite déterminera le cofit,
la longueur des séquences lues ainsi que le taux et le type d’erreur. La majorité des données
de séquencage mise en ligne publiquement ces derniéres années a été obtenue via la tech-
nologie [llumina avec une taille de read comprise entre 50 et 300 paires de bases. Le choix
de la technologie dépend aussi du type d’analyse a réaliser. Par exemple, les approches
produisant des reads longs comme PacBio seront préférées pour reconstruire un génome
complet. Ce genre de méthode est néanmoins plus adapté a des questions de recherche que
du typing WGS en raison du cotit associé [180].

2.7.2 Stockage des séquences

Le résultat du séquencgage est obtenu sous forme de fichiers contenants des fragments
de séquences appelés «reads». Les formats et les caractéristiques de ces fichiers, ainsi que
les différentes approches pour les étudier, sont tres variés.

Le format FASTA (ou format Pearson) est un format de fichier texte utilisé pour sto-
cker les séquences nucléiques. Ces séquences sont représentées par une suite de lettres
codant les acides nucléiques : T, A, G et C. Chaque séquence correspond a un read, et
chaque séquence peut étre précédée par un nom et des commentaires. Le format FASTA
est un des formats les plus simple et lisible, il est supporté par la majorité des outils
d’analyse. Les séquenceur produisent en général des fichiers FASTQ, qui est une extension
du format FASTA. FASTQ associe & chaque base un score de qualité, appelé «phred», qui
est déterminé par le séquenceur en fonction de la probabilité qu’il s’agisse d’une mauvaise
identification de la base nucléique. Les fichiers FASTA ou FASTQ sont en général com-
pressés, car ils peuvent contenir des millions de séquence et leur taille peut étre de 1'ordre
de plusieurs gigaoctets.

Les fichiers FASTA sont bien souvent par paires dans le cas du séquengage paired-end.
Le fait de lire les deux extrémités des segments d’ADN permet un alignement plus précis,
c’est pour cela que le paired-end est souvent privilégié pour des analyses WGS nécessitant
une plus grande précision.

De maniere générale, les fichiers de séquence peuvent étre publiés en acces libre sur

des plateformes, comme celle du National Center for Biotechnology Information (NCBI),
qui contient des millions de séquences publiques.
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2.7.3 Controle de la qualité
Filtrage

Une des principales étapes pour s’assurer de la qualité des données de séquengage est le
filtrage des reads suivant plusieurs critéres. Cette étape vise a éliminer les reads de faible
qualité et pouvant impacter les analyses des données.

Un premier critere de filtrage est le score phred. Les reads sont filtrés en fonction de
leur pourcentage de base disposant d’un score phred faible. Il est aussi possible de filtrer le
read en fonction du score phred moyen. Un second critere de filtrage est la taille du read.
Il vise a supprimer les reads dont la taille est trop faible, ce qui rend difficile les analyses
effectuées par la suite, comme le mapping. Un read de faible taille peut étre par exemple
causé par les différentes suppressions décrites ci-apres. Enfin, il est possible de filtrer les
reads de faible complexité, il s’agit par exemple de reads ou toutes les nucléotides sont
identiques.

Suppression des adaptateurs

Le processus de suppression des séquences d’adaptateurs, appelé «read trimming» ou
«clipping», est une étape initiale cruciale dans I’analyse des données de séquengage NGSs.
Les adaptateurs sont nécessaires lors de la préparation des bibliotheques de séquencage,
mais ils peuvent contaminer les séquences si les fragments d’ADN sont plus courts que
le nombre de cycles de séquencage, le séquencage se poursuivant sur 'adapteur. Cette
pollution des reads n’est pas idéale pour un alignement, c’est pour cela que des outils
existent afin de supprimer ces adaptateurs des séquences.

Suppression des bases de basse qualité

La qualité des reads n’est en général pas homogene. Par exemple, sur la plateforme
[lumina la qualité de lecture des bases a tendance a décroitre a la fin du read. Cela peut
étre dii a une erreur de phasing, ou un fragment d’ADN manque un cycle de séquencage,
causant son marqueur a étre en décalage avec les autres fragments du cluster. Cette erreur
de phasing vient alors affaiblir le consensus dans le signal du cluster et fait baisser le score
de qualité. Ce phénomene est bien entendu plus probable vers la fin de la lecture des
reads [157].

Il est possible de couper les reads au niveau de ces parties de faible qualité afin de
conserver la partie du read la plus fiable. Pour cela, il est possible de calculer le score
moyen a l'aide d’une fenetre glissante sur le read, et supprimer 'extrémité de faible qualité.

Suppression polyG

On appelle polyG une succession de guanine située en fin de reads. Cela est expliqué
par le fait que certaines plateforme de séquencage utilisent ’absence de signal lumineux
pour représenter la guanine. L’intensité du signal lumineux diminuant en fin de read, les
nucléotides deviennent reconnus incorrectement comme des guanines. Il est par conséquent
souhaitable de supprimer ces fins de séquence [127].

2.7.4 Alignement

Pour étudier des séquences d’ADN, il est bien souvent nécessaire d’effectuer la compa-
raison entre différents fragments. Méme pour la simple tache de recherche d’une séquence
dans un génome, on veut bien souvent effectuer cette recherche de maniére approximative
a cause des nombreuses variations structurales que peut comporter ’ADN, qui rendrait
une recherche exacte inutile.
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L’alignement est une maniére de représenter deux ou plusieurs séquences d’ADN de
maniére a mettre en évidence leur points communs et leur différences. On distingue ’ali-
gnement global (Listing 2.1), qui couvre les séquences dans leur intégralité, et 1’alignement
local (Listing 2.2) qui se concentre sur des segments spécifiques ou la similarité est la plus
élevée, en négligeant les autres parties des séquences. L’alignement global est souvent uti-
lisé lorsque les séquences a comparer sont de longueur similaire et présentent une grande
similarité.

Listing 2.1 — Exemple d’alignement global

5’ ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3’

AR RRRRRRN LErerer rrrrrrrerrrrrr rerrrn
5’ ACTACTAGATT ----ACGGATC--GTACTTTAGAGGCTAGCAACCA 3’

Listing 2.2 — Exemple d’alignement local

5’ ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3°
CEEE Frrrer trrrrrrrr ety
5’ TACTCACGGATGAGGTACTTTAGAGGC 3°

Quand les deux séquences ne sont pas identiques, on parle de «gap» et de «mismatchy.
Un gap correspond a un indel (une insertion ou une deletion). Un mismatch correspond
a une différence entre les nucléotides d’une séquence par rapport a 'autre. L’algorithme
d’alignement va chercher a minimiser les gaps et mismatches.

Listing 2.3 — Exemple de mismatch au niveau du 7éme nucléotide

5’ ACTACTAGATT 3’
FEEEEE
5’ ACTACTTGATT 3’

Listing 2.4 — Exemple de gap de taille 2 au niveau du 6éme et 7eme nucléotide

5’ ACTACTAGATT 3’

e et
5 ACTAC--GATT 3’

Le format Compact Idiosyncratic Gapped Alignment Report (CIGAR) permet de re-
présenter un alignement d’une séquence sur une référence en codant une séquence d’évé-
nements (par exemple les mismatches, insertions, suppressions). Par exemple pour la sé-
quence Listing 2.5, le CIGAR «2S5M2D2M» correspond & :

— 2S: 2 soft clipping (peut étre des mismatches, ou une séquence plus longue que la
séquence correspondante). On parle de clipping quand les extremités du read ne
sont pas alignées.

— 5M : 5 matches ou mismatches

— 2D : 2 délétions

— 2M : 2 matches ou mismatches

Listing 2.5 — Exemple d’alignement correspondant & la chaine CIGAR 2S5M2D2M

5’ GTCGTAGAATA 3’

LEEEr 1l
5’ CACGTAG--TA 3’

Alignement pairwise

Les méthodes d’alignement de séquences pairwise sont utilisées pour trouver les aligne-
ments locaux ou globaux les mieux adaptés de deux séquences interrogées. Les alignements
pairwise ne peuvent étre utilisés qu’entre deux séquences a la fois, mais ils sont efficaces
a calculer et sont souvent utilisés pour des méthodes qui ne nécessitent pas une extréme
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précision (comme la recherche dans une base de données de séquences ayant une grande
similitude avec une requéte).

Par exemple, 'outil BLAST (basic local alignment search tool), permet de rechercher
dans une base de données de séquences d’ADN les séquences similaires a une séquence
«requétey, et identifier les séquences de la base de données qui ressemblent & la séquence
«requéte» au-dessus d’un certain seuil.

Alignement de multiples séquences

L’alignement de multiples séquences consiste a aligner 3 séquences ou plus.

Les alignement de multiples séquences nécessitent des méthodologies plus sophistiquées
que les alignements par paires, car ils sont plus complexes sur le plan computationnel. La
plupart des programmes d’alignement de multiples séquences utilisent des méthodes heu-
ristiques plutot que la recherche d’un optimum global, car identifier I'alignement optimal
de plus de quelques séquences de longueurs modérées est excessivement cotliteux en termes
de calcul.

2.7.5 Mapping
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FIGURE 2.27 — Visualisation d’un mapping sous le logiciel Tablet [184]

Il est difficile d’obtenir une vue compréhensible du génome uniquement a partir de
reads des séquenceurs, qui sont généralement courts dans le cadre du séquengage Illu-
mina. Le caractere clonal du MTBC, ainsi que la structure relativement commune et bien
conservée des différents génomes du MTBC, rendent particulierement adaptée la méthode
du «mapping» [180]. Cette méthode se base sur la comparaison avec la séquence d’une
souche de référence, contrairement aux méthodes «de novo» qui consistent a reconstruire
la séquence du génome sans référence.
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Pour procéder & un mapping il est nécessaire d’obtenir une séquence de référence.
Il s’agit d’une séquence complete d’'un génome trés proche de celui séquencé. Pour le
MTBC, on utilise couramment Hs7Rv. Le programme de mapping va aligner chaque read
du séquenceur a sa position correspondante sur le génome de référence. Il ne s’agit pas
d’un placement exact car le génome peut contenir des répétitions, donc la séquence aura
plusieurs endroits possible ou étre placée. Le génome séquencé peut aussi contenir des
séquences non présentes dans la référence, et ces reads ne pourront alors pas étre placés.

Un programme de mapping couramment utilisé est Burrows-Wheeler Alignment (BWA),
il permet d’aligner un tres grand nombre de séquences sur une séquence de référence. Ce
type de programme a comme sortie un fichier sequence alignment map (SAM) qui est
un format texte permettant de stocker des séquences d’ADN alignées sur une séquence
de référence. Le format binary alignment map (BAM) est la représentation binaire com-
pressée sans perte du format SAM. Le format Compressed Reference-oriented Alignment
Map (CRAM) va plus loin dans la compression mais nécessite un acces a la séquence de
référence lors de la lecture. Une visualisation d’un mapping est donné figure 2.27.

Dans les cas de données de séquencage paired-end, la qualité du mapping se trouve
améliorée. La distance entre la paire de séquence étant connue, cette information peut
ainsi étre utilisée pour un mapping plus précis au niveau des régions répétitives. Cela
permet un alignement de bien meilleure qualité car si un read peut étre mappé a plusieurs
endroits d’une référence, il est beaucoup moins probable pour une paire de reads de faire
de méme (figure 2.28).

Ref : : : .
\— Répétitions —/

FIGURE 2.28 — Un mapping plus précis de reads (en bleu) de régions répétées a été possible
grace aux seconds reads qui eux se situent dans une région unique du génome.

Une fois le mapping effectué, il est possible de déterminer plusieurs statistiques afin
d’évaluer la qualité du mapping. La mesure principale est la couverture («coverage),
qui correspond au pourcentage de bases du génome de référence couvertes par des reads.
Une couverture tres faible pourrait par exemple indiquer que les reads mappés sont de
trés mauvaise qualité ou s’ils correspondent a une espece différente de la référence. Une
autre mesure importante est la profondeur moyenne («mean depthy), cela correspond a
la moyenne du nombre de reads mappés sur chaque base du génome de référence. Plus la
valeur est élevée, plus il sera possible de déterminer avec confiance les différentes caracté-
ristiques du génome, mais les calculs seront aussi plus cotiteux en temps. Il existe d’autres
mesures, dont le calcul est propre au logiciel de mapping utilisé, comme par exemple la
qualité du mapping. Il est par exemple possible d’utiliser I'outil SAMtools pour effectuer
ces calculs sur les fichiers SAM [67].

2.7.6 Souches de référence du MTBC

La séquence de référence la plus courrament utilisée pour I'analyse des génomes du
MTBC est une séquence de la souche Hs7Rv. Hs7 a été isolée pour la premiere fois par
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Edward R. Baldwin en 1905, sur un homme de 19 ans atteint de tuberculose pulmonaire
chronique. C’est ensuite que le variant «Rv» fut obtenu, «R» pour «rough colony struc-
ture» et «v» pour «virulenty», par culture par Steenken [261] en 1935. La séquence complete
de son génome a été déterminée par Cole et al. [41] en 1998. Elle est actuellement identifiée
au NCBI sous le numéro NC_000962. 3.

Une autre souche de référence est Mycobacterium tuberculosis 18b [29], qui est basée
sur une souche non virulente, ainsi que AF2122/97 pour le variant bovis [97].

2.7.7 Assemblage de novo

L’assemblage de novo consiste a reconstruire la séquence d’un génome a partir de
reads mais sans séquence de référence. Les programmes d’assemblage fonctionnent en
rassemblant les reads se chevauchant pour construire des séquences génomiques continues,
appelées «contigs», dont 'ordre des bases est connu avec un haut niveau de confiance. Les
contigs sont ensuite assemblés en «scaffolds» afin de tenter de reconstituer la séquence
compléte du génome. Les reads longs sont a privilégier pour les approches d’assemblage
de movo, en particulier lorsque 1'on vise & obtenir des génomes completement circularisés
et & générer de nouvelles références génomiques [180].

SPAdes (St. Petersburg genome assembler) [13, 214] est un algorithme d’assemblage
de génomes congu pour les ensembles de données bactériennes monocellulaires et mul-
ticellulaires. SPAdes fonctionne avec des séquences issues de PacBio, Oxford Nanopore,
single-end et paired-end d’Illumina. SPAdes est intégré dans le pipeline Shovill qui modifie
les étapes avant et apres 1’étape d’assemblage principale pour obtenir des résultats simi-
laires en moins de temps, 1'assemblage étant bien souvent tres long. Le pipeline Shovill
ajoute par exemple une phase de sampling aléatoire au début du pipeline afin de réduire la
quantité de reads a assembler dans le cas ol le nombre total de reads est disproportionné
par rapport a la taille du génome.

2.7.8 Variant calling

Le variant calling est le processus par lequel on identifie des SNPs et des indels a
partir de données de séquencage. Une des principales difficultés est le fait que les données
de séquencage peuvent contenir du bruit, il est ainsi parfois difficile de distinguer les vraies
mutations des faux positifs.

Variant calling a partir d’un mapping

Lorsqu’un génome de référence est a disposition, une des principales méthodes est
de commencer par un mapping des reads sur la référence. La qualité des résultats sera
par conséquent liée a la qualité de ce mapping. Il existe des méthodes pour améliorer le
mapping afin de mieux ’adapter au calling, comme par exemple samclip [236] qui supprime
les reads fortement clippés.

Une premieére méthode de variant calling a partir d’'un mapping pourrait étre simple-
ment de comparer une a une les nucléotides de la séquence de référence avec les nucléotides
des reads mappés. Cette méthode peut aboutir a des résultats paradoxaux, par exemple
dans le Listing 2.6, deux mutations seraient détectées sur la séquence de référence alors
qu’aucun des reads appuie ce résultat car aucun read n’a deux mutations.

Listing 2.6 — Exemple de deux reads mappés sur une méme référence

R1. 5’ ACTACTAGATT 3

R2. 5’ ACTACTTGAAT 3’
R O

Ref. 5’ ACTACTTGATT 3°
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Une méthode alternative, qui est maintenant communément utilisée, est la méthode par
haplotype. Avec cette méthode on détermine les variations en évaluant des groupes de mu-
tations, et non des positions individuelles. Autrement dit, ce n’est plus 'alignement qui est
directement utilisé mais les reads eux-mémes afin de trouver un consensus. Les méthodes
par haplotype commencent par utiliser le mapping pour trouver des régions contenant
de nombreuses variations (régions dites polymorphiques). Une fois les régions trouvées,
ce sont les reads qui sont utilisés pour déterminer ’haplotype le plus probable. Il existe
différentes méthodes statistiques pour le déterminer dont, par exemple, freebayes [98].

Variant calling ciblé

Il existe aussi des méthodes sans mapping sur une séquence de référence. Le mapping
est intensif en calcul, générant de grands fichiers de données intermédiaires. Il n’est parfois
nécessaire de seulement déterminer la présente ou non d’un ensemble de variations a partir
de reads, un mapping complet n’est alors pas nécessaire.

KvarQ [262] est un exemple d’outil qui scanne directement les fichiers fastq des sé-
quences de génomes bactériens pour des variants connus, tels que les SNPs, contournant
ainsi le besoin de mapper tous les reads sur un génome de référence. Dans une premiere
étape, KvarQ extrait les flancs (les séquences de chaque cété d’une région) entourant la
position sur laquelle il est souhaité de déterminer la présence ou non d’un SNP. Ces sé-
quences flancs sont ensuite recherchées directement dans les séquences des fichiers fastq.
Les séquences de faible qualité ou les correspondances avec un nombre de reads trop faibles
sont ignorées.

Cette méthode posséde la limitation importante qu’elle n’est pas adaptée pour déter-
miner tous les variants de données de séquengage par rapport a un génome de référence. En
effet, il est d’abord nécessaire de déterminer une liste de variants spécifiques a rechercher.
Cependant, dans le cadre de recherche de mutations liés a la résistance aux antibiotiques
qui sont déja connus, cette méthode permet d’éviter des calculs complexes via un mapping.

Le chapitre d’introduction se conclut, ayant couvert ’ensemble des connaissances et des
outils pertinents pour la compréhension des travaux qui vont étre maintenant présentés.
Le prochain chapitre abordera les lacunes identifiées dans les méthodes d’étude de M.
tuberculosis et justifiera 'introduction d’une nouvelle plateforme d’analyse, TB-annotator,
qui constitue une premiére contribution a ce domaine de recherche.



58 CHAPITRE 2. ELEMENTS DE GENOMIQUE ET DE BIO-INFORMATIQUE



Chapitre 3

TB-annotator : une plateforme
pour ’analyse a large échelle des

génomes du MTBC

Le présent chapitre constitue une version francaise détaillée de ’article introduisant la
plateforme TB-annotator. La version condensée anglaise est incluse en annexe A.

3.1 Introduction

TB-Annotator gaetan.snl@gmail.com Strain

Reference accession TEBLE /f il |/ EeEEn
NC_000962.3 o @i ~ frEn
. ® 4 South rifamp
Filters > o ' .
; 2 L United L{ strepto
S — e &, , b haml
Add condition STl @RI ; T Austrs &-7 etham
® Indiz ® pyrazin
125022 v L Y. e
3 a Georgii Q ciprofl
Saved search o7
413p 413p
Id Lineage Resistance
ERR10610204 g= 443|432 MDR-TB
1| | 2211
Save search ERR10610210 55 4| 48 MDR-TE
Import Export ERR10610211 g= 2| [22] [222 MDR-TB
Export
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F1GURE 3.1 — Page d’accueil de TB-Annotator. Sur la gauche le panneau de filtrage et
sur la droite la liste des souches correspondantes. Les statistiques sont calculées dynami-
quement en fonction des filtres actifs.

Le colit du séquencage a chuté de maniere spectaculaire au cours des 25 derniéres
années, rendant 'acquisition de nouvelles séquences génomiques courante et abordable.
Les technologies NGS ont permis de collecter plus de 160 000 séquences de génomes MTBC
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disponibles publiquement sur la base de données NCBI SRA [2], le référentiel bien connu
pour les données de séquencage a haut débit. Une telle base de données constitue une
source d’information essentielle pour 1’étude de l’évolution de la tuberculose, mais les
outils manquent évidemment pour ’exploiter pleinement. Par exemple, on peut constater
le manque de standardisation des pipelines d’analyse WGS et le besoin de bases de données
pour partager les données WGS a un niveau mondial [180].

L’objectif de cette nouvelle plateforme n’est pas d’offrir un énieéme pipeline reprodui-
sant ce qui est réalisé par d’autres pipelines existants, mais de proposer un nouveau para-
digme dans les systemes d’analyse de la tuberculose. Le besoin d’un tel outil est déterminé
par les observations suivantes.

Tout d’abord, les outils existants se concentrent principalement sur des sujets spéci-
fiques comme la prédiction de la résistance ou le génotypage des isolats bactériens. Leur
objectif n’est pas de fournir une approche globale et compléte basée sur 'intégralité de
I'information génomique disponible, mais quelque chose de spécifique aux données fournies
par 'utilisateur. Par exemple, certains pipelines ont été développés pour prédire la résis-
tance potentielle aux médicaments, comme les reconnus et largement utilisés TB-profiler
et/ou Phyresse [213, 85]. Ces pipelines n’ont pas d’outils pour explorer et analyser les
caractéristiques génomiques a grande échelle. Ils se concentrent généralement sur un type
unique de marqueurs, et ils peuvent étre dépourvus d’outils d’analyse globale. Certains
pipelines utilisent une multitude d’outils, difficiles & maintenir, difficiles & exécuter, et ne
permettent pas de passer a ’échelle des génomes complets de MTBC.

Aussi, un certain nombre d’outils ne sont pas, par construction et raison d’étre, spéci-
fiques a M. tuberculosis. Ils gagnent donc en généralité ce qu’ils perdent en spécificité. S’ils
peuvent étre appliqués de maniere non spécifique a une variété de bactéries, ils ne peuvent
en revanche pas tirer parti de décennies de connaissances spécifiques accumulées sur les
caractéristiques génomiques du MTBC. Chaque pipeline produit des résultats différents
dans un format incompatible, ce qui rend la construction d’un pipeline d’analyse global,
intégrant plusieurs outils complémentaires, plutot complexe a réaliser. Aussi, il est souvent
difficile de comparer des souches privées avec des génomes déja disponibles publiquement.
Enfin, mettre en place des workflows entiérement intégrés a partir de zéro, permettant
une analyse précise et significative des données NGS provenant de souches cliniques du
MTBC, nécessite encore une expertise en programmation et un personnel bioinformatique
formé. Cela contraint 'application de I'analyse NGS de MTBC a des laboratoires spécia-
lisés, conduit & une grande diversité de pipelines d’analyse avec des solutions spécifiques a
chaque groupe, ce qui complique sérieusement la comparaison standardisée des résultats.

C’est pour ces raisons que nous avons développé TB-Annotator. Cette base de données
est a la méme échelle massive que celle des SRA, mais elle intégre en plus la plupart
des caractéristiques génomiques connues des génomes MTBC (définitions des marqueurs
de lignée, régions de différence, séquences d’insertion...). En tant que telle, elle est la plus
grande base de données préanalysée spécifique au complexe Mycobacterium tuberculosis. De
plus, cette base de données est dotée d’une interface ergonomique et originale, permettant
de réaliser des requétes avancées ou de créer des filtres complexes, et d’explorer avec une
profondeur encore inégalée, tout arbre phylogénétique spécifique du choix de I'utilisateur.
Une telle masse de données exploitée par ces capacités d’analyse avancées permet de
s’affranchir d’une partie des biais de sélection. Chaque étude s’effectue sur 'intégralité des
données génomiques dont nous disposition, et non plus sur des BioProject précis. Comme
il sera montré dans les sections suivantes, TB-Annotator a déja permis de revisiter un
certain nombre de connaissances sur les lignées de la tuberculose [105, 238].

A notre connaissance, une telle plateforme capable de traiter une quantité massive
de données n’est pas encore disponible pour les génomes du MTBC. Concretement, cette
grande quantité de données de diversité génomique et spatio-temporelle encore inexploitées
pourrait constituer dans un avenir proche une mine d’or de connaissances encore cachées,
permettant de réaliser une plongée archéologique dans le passé de I'histoire des maladies
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infectieuses. Avec plus de 160 000 SRA disponibles, et en constante augmentation, le
domaine est assez mature, et une partie du travail consistera a étre capable de discriminer
quelles sont les informations qui amélioreront réellement notre compréhension globale de
la pandémie de tuberculose.

Ce faisant, I'un des objectifs finaux de ce projet évolutif pourrait étre de concevoir
pour la tuberculose un projet similaire a celui qui a été lancé juste avant la crise sa-
nitaire du Covid-19, dont I’ambition était de réaliser un suivi en temps réel des agents
pathogenes [112].

On peut distinguer deux composants principaux de TB-Annotator. Premiérement, le
pipeline qui permet une analyse massive et uniforme de tous les génomes publics du MTBC,
ainsi que de génomes privés de maniére optionnelle. Il s’agit d’extraire les différents mar-
queurs génomiques bruts des séquencages publics. Le scond composant, la plateforme
d’analyse, sert a exploiter ces données brutes en les enrichissant puis en permettant d’ef-
fectuer des recherches et calculs en temps réel sur ’ensemble des données.

3.2 Pipeline

Accession Number
v
SRA download

v

Quality profiling | Regions filtering > Filtered SNPs/Indels (.vcf)
= samclip
- > &
Bad reads filtering =) E e ——— > SNPs/Indels (.vcf)
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-+ | NewRD | *>
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> IS Analysis *  is_report (.json) _J

FI1GURE 3.2 — Architecture générale du pipeline

3.2.1 Architecture générale

Tout d’abord, le pipeline utilise Snakemake [190] comme moteur d’exécution, qui est
lui méme basé sur 1’écosysteme Python. Snakemake est congu pour construire des pipelines
reproductibles et évolutifs en tirant parti d’une définition déclarative des workflows et de
plateformes d’exécution modernes telles que le cloud (par exemple, Kubernetes [153]). La
reproductibilité est I'un des défauts majeurs de beaucoup d’outils bioinformatiques, ou
il est difficile de réexécuter I'outil dans un environnement indépendant. Le fait d’utiliser
un moteur d’exécution existant, associé a une gestion des dépendances par 'outil Conda,
permet de remédier & ce probleme. Les étapes d’exécution sont organisées sous forme de
graphe puis exécutées en fonction des dépendances de données entre chaque étape. Ce
moteur de workflow a été choisi plutét que des moteurs de workflow cloud-native tels que
Argo Workflows [10] pour sa facilité d’utilisation, sa facilité de déploiement sur des ordina-
teurs personnels et I'intégration facilitée avec les outils bioinformatiques courants. Il facilite
aussi la sauvegarde des états intermédiaires du pipeline, permettant ainsi d’interrompre
et de reprendre ’exécution.
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Le pipeline commence par une liste de numéros d’accession fournie par l'utilisateur
au format TSV. Les séquences sont ensuite téléchargées par le pipeline depuis la base de
données SRA [159], avec fastq-dump, sous forme de fichiers FASTQ en single-end ou paired-
end. Cette premiere étape du pipeline est régulée pour réduire le nombre de connexions
simultanées au NCBI. Les scores des fichiers FASTQ sont utilisés dans les étapes de pré-
traitement pour évaluer la qualité des reads, par conséquent, le format FASTQ est le seul
format d’entrée pris en charge.

Pour les séquences non disponibles publiquement, le pipeline accepte les fichiers FASTQ
compressés. Par convention, les séquences provenant de sources privées regoivent un nu-
méro d’identification personnalisé commencant par le préfixe CUS, pour «customy» (par
exemple CUS000001). Le pipeline est préconfiguré pour détecter ce schéma de dénomina-
tion et pour analyser les séquences C'US en méme temps que les séquences SRA. Ce systéme
de numérotation permet d’anonymiser par défaut chaque souche soumise au pipeline. En
effet, seul le laboratoire ayant fourni les souches associe ce numéro a des métadonnées, le
partage des métadonnées avec TB-Annotator est ainsi optionnel.

Le DAG (directed acyclic graph, i.e. graphe sans cycle orienté) du pipeline et les
calculs sont organisés pour maximiser la réutilisation des données et les améliorations
incrémentales. Cela permet d’effectuer de nouvelles analyses et calculs sans réexécuter des
étapes de calcul cotiteuses. Cette organisation des étapes optimisant le temps de calcul
est une caractéristique unique du pipeline TB-Annotator, qui explique le faible nombre
d’étapes et d’outils par rapport aux pipelines existants.

Préparation des reads

La couverture du génome est estimée en fonction du nombre de reads dans le fichier
FASTQ. Pour garantir que la vitesse du pipeline reste constante, le fichier FASTQ est
échantillonné aléatoirement & une couverture génomique estimée configurable en utilisant
SeqKit [243].

Fastp [33], un outil tout-en-un et haute performance, est utilisé pour le controle de
qualité des reads et leur prétraitement. Dans la partie prétraitement, les adaptateurs
utilisés lors de la préparation de la bibliotheque pendant le séquengage sont retirés. Les
bases de faible qualité aux extrémités des reads sont coupées et les reads avec trop de
bases de faible qualité sont supprimés. Pour les reads paired-end qui se chevauchent, ils
sont corrigés en fonction du score de qualité s’ils ne sont pas un parfait reverse-complement.
Certaines corrections avancées sont également effectuées, comme le clipping des polyG et
le prétraitement des unique molecular identifiers (UMI) [148].

Apres le controle de qualité et le prétraitement des reads, un rapport est généré aux
formats html et json. Le rapport contient des informations et des statistiques sur les diffé-
rentes parties des reads filtrés, le contenu en bases et les taux de duplication. Ce rapport
peut étre utilisé pour évaluer le processus de séquencage et détecter des problémes tels
que des reads contaminés, des biais dans le taux de bases et des séquences surreprésentées.
Les fichiers FASTQ originaux sont supprimés apres ce processus pour réduire 'utilisation
de 'espace disque.

Cette phase est séparée en deux chemins dans le graphe, selon que les reads sources
sont de type paired-end ou single-end. Les étapes réalisées sont identiques, mais les fichiers
utilisés sont différents. Dans le cas du single-end un seul fichier est utilisé, et dans le cas du
paired-end deux fichiers sont utilisés. Apres ’étape suivante, il n’y aura plus de différence
selon le type de read.

Mapping des reads

Les reads traités sont mappés sur un génome de référence (NC_000962.3 par défaut
pour MTBC) en utilisant BWA-MEM [162]. BWA-MEM est ['un des mappers les plus
rapides [167], tout en étant proche de Novoalign en termes de précision [118]. Les reads
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dupliqués sont marqués a 'aide de SAMTOOLS [161] pour les outils suivants dans le
pipeline, y compris freebayes, afin de prévenir les biais dans le variant calling dus aux
duplications PCR qui pourraient amener ’algorithme a identifier une erreur lors de I'am-
plification comme un véritable variant [78].

L’alignement des séquences est sauvegardé au format CRAM, un format compressé
basé sur la séquence de référence [124]. Le fichier résultant est suffisamment petit pour
étre conservé sur un disque dur a faible cofit, et permet d’effectuer des analyses ultérieures
ou d’exécuter un pipeline mis & jour a ’avenir sans avoir a exécuter une seconde fois I’étape
de téléchargement et de prétraitement. Cette optimisation est rendue possible grace a la
capacité de Snakemake & continuer des workflows partiellement exécutés. Le temps de
calcul est réduit en utilisant 'alignement des séquences comme base pour toutes les étapes
suivantes du pipeline, au lieu d’exécuter des analyses sur les reads bruts. Un index du
fichier CRAM est également généré et sera conservé avec le fichier CRAM.

Enfin, des statistiques sont calculées avec SAMTOOLS [161] en utilisant le fichier d’ali-
gnement des séquences, comme le nombre de reads alignés, le nombre de bases couvertes
avec une profondeur > 1, le pourcentage de bases couvertes, la profondeur moyenne de
couverture et la qualité moyenne des bases. Ces informations peuvent étre utilisées pour
évaluer la qualité de I’échantillon et celle du séquencage. Ces informations seront également
utilisées dans le reste du pipeline pour des analyses statistiques.

3.2.2 Détection des mutations
Variant calling

Snippy [235] est utilisé pour le variant calling, qui est I'un des pipelines les plus per-
formants pour les génomes bactériens [28]. Snippy prend en entrée les reads déja alignés
au format CRAM compressé au lieu de les aligner (par défaut avec bwa-mem aussi) au
format BAM. Un réalignement local n’a pas été effectué avant le variant calling car il avait
un faible impact avec les outils utilisés [28].

Snippy commence par I'utilisation de samclip [236] sur les reads alignés pour éviter les
faux SNP prées des variations structurales. Il fonctionne en supprimant les reads clipped
a l'intérieur des contigs. L’alignement résultant contient principalement des reads longs
alignés, fournissant ainsi une plus grande confiance dans le variant calling. Les variants
sont ensuite détectés avec Freebayes [98]. On considére un site quand la profondeur de
reads y est au minimum de 10, que la probabilité d’erreur issue de la qualité est inférieure
a 5%, que le read est mappé en un endroit unique et que 90% des reads indiquent la
mutation. Le résultat final de cette étape est un fichier Variant Call Format (VCF).

La variant calling est un processus imparfait, o un certain nombre de faux positifs
et de faux négatifs seront créés. Les variants ne sont donc pas a considérer comme une
information binaire. Le fichier VCF contient des informations permettant d’évaluer la
qualité de chaque information, notamment la profondeur au niveau du site du variant, le
nombres de reads avec la base de référence, le nombre de reads avec la mutation, et leur
qualité respective.

Certaines régions des génomes du MTBC sont connues pour étre difficiles & map-
per, y compris les éléments mobiles, les génes Proline-Glutamate (PE)/Proline-Proline-
Glutamate (PPE) et les régions répétitives. Ces régions contiennent généralement un cer-
tain nombre de reads soft-clipped qui sont supprimés par samclip, mais certains d’entre
eux sont conservés, par exemple les reads correspondant aux séquences d’insertion map-
pées aux régions IS de la référence MTBC. Ces régions problématiques sont supprimées
dans plusieurs études [175]. Un fichier VCF supplémentaire, filtré avec bedtools intersect,
est produit dans lequel les variants se trouvant dans ces régions sont supprimés.

Nous identifions les variants en utilisant leur notation SPDI [122], ce qui permet
d’avoir un identifiant unique global pour chaque variant. SPDI représente tous les va-
riants comme une séquence de quatre opérations : aller a la position 0 de la séquence S,
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avancer de P nucléotides, supprimer D nucléotides et insérer les nucléotides I. Par exemple,
NC_000962.3:10:1:G correspond & un SNP ou le 11éme nucléotide (10éme en base 0) de
NC_000962.3 devient G. La représentation alternative dans laquelle le champ Deletion
est une chaine contenant la séquence littérale a supprimer [122] est utilisée pour éviter le
besoin de recourir a la séquence de référence lors de la lecture du SPDI. On utilisera donc
par exemple NC_000962.3:10:A:G.

Annotation

La liste des variants obtenue fournit uniquement une information génomique, mais
cette information peut étre utilisée pour déduire les effets qui en résultent. Par exemple, les
changements d’acides aminés peuvent étre déduits griace aux variants ainsi qu’un génome
de référence annoté.

Pour cette étape on utilise SnpEff [37], un outil d’annotation de variants et de prédic-
tion d’effets. Une base de données de référence est créée en utilisant la séquence de référence
NC_000962.3 de Hs7Rv ainsi que les annotations au format GenBank [160]. Pour chaque
souche, chaque variant est ensuite annoté avec SnpEff. Toutes les annotations sont sup-
portées et sont extraites par le pipeline sous le standard «The Sequence Ontology», qui
est un vocabulaire controlé et structuré pour les différentes annotations génomiques [79].
On retrouve des annotations avancées comme la détection d’un variant changeant le cadre
de lecture, changeant un codon d’initiation ou de terminaison. Mais on retrouve aussi des
annotations plus globales, comme les variants synonymes et non synonymes, et ce sont ces
annotations issues de SnpEff qui seront utilisées directement dans la plateforme.

SnpEff est aussi utilisé pour obtenir les notations HGVS des variants. HGVS étant un
standard pour décrire les variants des séquences d’ADN mais aussi des variants dans les
protéines [73]. Cette notation permet donc, par exemple, de décrire un variant sous forme
de changement d’acide aminé au lieu d’un changement de nucléotide dans la séquence
d’ADN. C’est pour cela que ces notations sont particulierement utilisées dans les bases de
données décrivant les variants marqueurs de résistance, ou la résistance a un médicament
est issue d’un changement d’acide aminé.

3.2.3 Meéthodes pour la détection des variations structurales

La présence de variations structurales dans le génome analysé entraine des comporte-
ments caractéristiques lors du mapping des reads. Nous développons des techniques basées
sur deux de ces comportements : les variations de la profondeur de lecture et I’apparition
de signaux de clipping.

Pour la variation de la profondeur, dans le cas d’une diminution, elle signifie que peu
de reads ont pu s’aligner dans une région. Une région supprimée, dans le cas ou elle est
unique sur le génome, va entrainer une diminution a zéro de la profondeur. Dans le cas ou
la région n’est pas unique, il n’y aura pas de diminution de la profondeur, les reads des
régions dupliquées venant combler la région supprimée lors du mapping.

Lorsqu'un read correspond partiellement a la séquence de référence, le mapper sup-
prime généralement la partie non alignée, ce processus est appelé clipping. Il existe deux
types de clipping : (1) le hard clipping ou la partie supprimée est effectivement retirée du
fichier de mapping résultant, et (2) le soft clipping ou la séquence supprimée est conser-
vée et sa position est signalée dans la chaine CIGAR. Par défaut, BWA-mem utilise le
soft clipping pour 'alignement principal. Un grand nombre de reads clippés aux mémes
positions est généralement un signe d’une variation structurale [272].

Nous appelons signal de clipping la position ou une quantité configurable de reads
est clippée. Un signal de clipping peut étre du c6té gauche ou du co6té droit des reads
(figure 3.3). Lors de ’étape de détection du signal de clipping, un script Python crée la liste
des reads clippés, la position du clipping gauche et du clipping droit, ainsi que la séquence
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FIGURE 3.4 — Pipeline de données pour la détection des RD. Cette partie du pipeline commence
par l'alignement CRAM issu des étapes précédentes. «clipping info» crée la liste des reads clippés, la
position du clipping gauche et du clipping droit, ainsi que la séquence clippée. On considére ensuite comme
signal la position ol au moins 10 reads clippés s’alignent. On extrait les positions des régions proches des
signaux («flanks»), de taille 20 par défaut, et on réalise I'intersection entre ces régions et les flanks internes
des régions des RDs. L’intersection de ces régions permet de réaliser le lien entre les signaux et les listes de
RDs. Par défaut, une superposition de 50% entre le flank internes d’un RD et du flank du clipping signal
est nécessaire pour considérer les deux comme liés. C’est lors de la derniére étape que la partie coupée des
signaux est alignée sur le c6té opposé pour permettre de calculer le score de qualité de la RD.

clippée. La liste des signaux de clipping est créée en utilisant bedtools groupby [216] sur la
sortie du script Python.

Cette étape n’est qu’un prétraitement pour les étapes suivantes. Les informations de
clipping peuvent étre utilisées pour détecter les variations structurales telles que des délé-
tions et des insertions. Et contrairement au cas général de détection des variations struc-
turales, nous pouvons utiliser ces informations pour détecter plus facilement et plus pré-
cisément les caractéristiques connues du génome MTBC.

Détection de la présence de RD et génes connus

Les RD connues ont été collectées manuellement & partir de plus de 20 études, puis
organisées et vérifiées. Les positions ont été converties en positions sur le génome de
référence HyyRv NC_000962. 3. Lorsque cette position n’était pas disponible dans I'article
original, elle a été déduite en utilisant diverses méthodes comme le mappage de la jonction
PCR, le mappage de souches exemples contenant cette délétion, ou l'extraction de la
position a partir d’autres références comme M.bowvis.

Méthode par profondeur Cette étape se concentre sur I’évaluation de la présence/ab-
sence de genes et de grandes RD (les RD beaucoup plus petites que la longueur des
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reads, comme l'insertion de 7bp dans pks 1/15, sont trouvées par ’étape de variant cal-
ling [55]). Un histogramme de profondeur de lecture est calculé sur les reads alignés en
utilisant BEDTOOLS [216]. Pour chaque région (RD et génes), plusieurs statistiques sont
calculées comme la moyenne, la médiane, la couverture minimale, maximale et le ratio
Coggiz“gtigﬁi‘;zﬁn‘ieglﬁ) éiﬂon. La plupart des approches existantes pour la détection des RD
in silico utilisent ces métriques [81, 317, 61]. Avec cette méthode, nous manquons diverses
informations, par exemple : si la région est entierement supprimée ou non, si la région fait
partie d’une délétion plus grande ou est précisément supprimée, s’il est probable que la
baisse de profondeur de lecture observée est effectivement liée & une délétion. Pour sur-
monter certains de ces problémes, nous calculons le pourcentage de tres faible profondeur
de lecture dans la région donnée en utilisant un seuil configurable. La valeur résultante
peut étre utilisée comme indication d’un gene partiellement supprimé par exemple.

Méthode par analyse des clipping signals Pour la deuxieme méthode, nous avons
développé un algorithme basé sur les clipping signals extraits de ’étape précédente. Nous
utilisons ces signaux pour trouver ce que nous appelons des délétions de haute qualité,
qui sont des régions pour lesquelles nous sommes tres confiants qu’elles sont des délétions
précises (et non des faux positifs dus a une profondeur de lecture plus faible dans la région,
par exemple). Les clipping signals proches des extrémités de la région sont recherchés en
utilisant une marge configurable (figure 3.4). On extrait ensuite l'intégralité des reads
clippés des deux signaux de clipping. La partie coupée est alignée sur le c6té opposé de
la région comme décrit dans la figure 3.5. Lorsqu’un nombre configurable de séquences
s’alignent précisément des deux c6tés, nous marquons la région comme de haute qualité.
Avec cette approche on confirme donc que tous les reads sur la région sont en réalités les
reads de jonction, cohérents avec une deletion.

Le score de qualité est un score compris entre 0 et 1, avec 50% dédié a la qualité du
coté droit et les autres 50% pour le coté gauche. Pour chaque séquence alignée sur le coté
opposé on calcule un score d’alignement, avec +1 pour match, -1 pour mismatch, -1 pour
Iouverture d’un gap et -0.5 pour son extension. On compte la proportion de séquences
dont le ratio entre le score d’alignement et la taille de la séquence est > 0.8. Le score de
chaque coté représente 50% du score final.

Les marges sont utilisées lors de la recherche de clipping signals principalement en
raison de la facon dont les reads sont alignés. Le signal de clipping n’est pas toujours
proche de la fin des délétions. C’est le cas par exemple lorsque la séquence avant le début
de la délétion est égale a la séquence a la fin des régions. Ce cas est illustré dans figure 3.6.
Parce que nous savons approximativement ou se trouvent les deux signaux de clipping pour
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FiGURE 3.7 — Différentes méthodes de détection des délétions de régions

une région donnée, cela diminue le risque de mapping des séquences coupées a une mauvaise
position dans le génome. Toutes les régions ne peuvent pas étre considérées comment étant
de haute qualité, comme les RD tombants dans des délétions plus grandes. Ces régions
sont toujours détectées en utilisant la variation de profondeur de lecture comme expliqué
précédemment. Ce cas est illustré dans figure 3.7.

Le pipeline est fourni avec deux listes de régions, des génes et des RD connues, tandis
que des régions supplémentaires sont configurables avec des fichiers bed. Pour chaque liste
de régions, un rapport TSV est créé, avec toutes les statistiques décrites précédemment
et un score indiquant si la région est considérée comme de haute qualité. A la fin de
cette étape, toutes les régions recherchées ont un score. Le choix final (si une région est
supprimée ou non) est laissé a la derniére étape par la création du rapport final. Cela
permet de conserver des informations détaillées sur les régions pour une analyse ultérieure.

Détection de nouveaux RDs

Le pipeline permet la détection de RDs qui ne sont pas documentées dans les études
existantes. Afin d’assurer la cohérence et la précision des positions détectées dans toutes
les souches analysées, cette étape repose également sur les clipping signals détectés précé-
demment.

Les régions de déletion possibles sont recherchées en créant des paires de clipping
signals consécutifs espacés par un nombre configurable de bases. Chaque paire contient un
signal a droite et un signal a gauche. Nous détections donc les patterns qui se produisent en
général dans un mapping lors de la délétion d’une région. Un nom est généré pour chacune
de ces paires et un fichier similaire a celui des RDs connus est produit. Ces régions sont
ensuite analysées en méme temps que les régions connues afin d’accroitre la rapidité du
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pipeline. Chaque étape n’est donc réalisée qu’'une seule fois, seul un script rapide permet
de créer les paires potentielles.

Détection des IS

Nous avons collecté des séquences sous forme de fichiers FASTA provenant de 22 sé-
quences d’insertion du MTBC connues (https ://www-is.biotoul.fr/).

Les clipping signals détectés lors des étapes précédentes sont utilisés pour détecter
les séquences d’insertion. Des paires de clipping signals séparés par une petite distance
configurable sont recherchées. Pour chaque paire de clipping signals, les séquences clippés
des reads sont extraites (figure 3.8) et mappées a ’aide de BWA-MEM [162] sur un fichier
FASTA contenant toutes les séquences d’insertion connues (figure 3.9).

La séquence d’insertion correspondante est déterminée en analysant le fichier de map-
ping résultant. Nous trouvons la premieére séquence ou (1) les séquences clippées sont
mappées des deux cdtés de la séquence d’insertion de référence, (2) les séquences clippées
a gauche s’alignent sur la méme position, et (3) les séquences clippées a droite s’alignent
sur la méme position (4) au moins 10 reads sont alignés de chaque cotés. Ce processus ga-
rantit que le début et la fin de I'insertion sont cohérents. Cette méthode permet également
de détecter 'orientation de I'insertion de I'IS en fonction du c6té de la séquence d’insertion
de référence ou les reads sont mappés. Lorsque la séquence insérée est une sous-séquence
d’une IS, nous stockons également le début et la fin de la sous-séquence par rapport a I'IS
de référence.

Pour les séquences d’insertion contenues dans la référence, I’algorithme de détection de
RD est utilisé pour déterminer si la séquence d’insertion est supprimée. Cette détection est
rendue possible grace a l'algorithme de clipping signal. Réaliser cette détection ne serait
pas faisable en utilisant des algorithmes de RD reposant sur la profondeur de lecture,
car les reads provenant d’autres séquences d’insertion peuvent se mapper sur la région
supprimée.
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3.2.4 Meéthodes pour la reconstruction du CRISPR

On peut distinguer deux résolutions différentes pour la détection du CRISPR. La
lecture classique consiste uniquement a déterminer la présence et 'absence des spacers.
Cependant, cette approche ne permet pas d’explorer de nombreuses autres caractéristiques,
par exemple si 'ordre des spacers est différent dans une souche ou 'autre. Elle ne permet
pas non plus de révéler s’il y eu une duplication d’une partie du locus. Enfin, elle ne fournit
aucune information sur la présence d’ISs telles que IS6710, ni sur I'existence de SNP dans
ses répétitions directes ou dans les espaces. Cela masque des changements potentiellement
significatifs sur le plan fonctionnel dans les loci et rend impossible la réalisation d’études
évolutives approfondies et plus détaillées a partir du CRISPR [107]. Un second niveau de
lecture est la reconstruction complete du CRISPR. 1l s’agit ici de reconstruire le locus
exact, en prenant en compte aussi 'ordre des espaceurs et les éventuels ISs.

Le premier niveau de lecture est significativement plus rapide a effectuer et est im-
plémenté dans le pipeline afin de fournir un premier niveau d’information. Les reads sont
alignés en utilisant BWA-MEM [162] sur les séquences de tous les spacers connus. Pour
chaque spacer, au lieu de signaler simplement la présence ou 'absence du spacer, nous
fournissons des statistiques pour aider a évaluer la probabilité de la présence ou de 'ab-
sence du spacer. L’indice de confiance de la détection est basé sur le nombre de reads
ayant mappé le spacer, le nombre de bases couvertes et la profondeur moyenne au niveau
du spacer. Cette méthode permet aussi de détecter d’éventuels SNPs dans le CRISPR.

Le second niveau de lecture présente de nombreux challenges. La région n’est pas des
plus simples & reconstruire, étant parfois par exemple coupée par des insertions d’IS. Dans
certains cas ou la région est coupée par plusieurs ISs, les méthodes basées sur les short
reads ne peuvent pas reconstruire la séquence, car les ISs sont insérés a plusieurs endroits
du génome. Il existe la méme difficulté sur les régions répétées, la premiere répétition est
reconstruite facilement, mais le nombre exact de répétitions est difficile & déterminer, au
mieux une estimation est donnée. Les algorithmes produisent alors, dans le meilleur des
cas, des fragments du CRISPR qu’il faut ensuite assembler, mais il existe parfois plusieurs
assemblages possibles.

Des outils existent pour la reconstruction du CRISPR en se basant sur des short reads,
notamment CRISPRbuilder-TB [107]. Une des techniques permettant & TB-Annotator des
analyses a une échelle massive est la réutilisation des résultats des étapes précédentes. Par
conséquent, il a été choisi de baser la reconstruction sur une étape de reconstruction
réutilisable. Le processus commence par un assemblage classique des reads a l’aide de
Shovill [234], lui méme basé sur SPAdes [13]. Shovill est un pipeline qui utilise SPAdes
comme élément central, mais modifie les étapes avant et apres I’étape principale d’assem-
blage pour obtenir des résultats similaires en moins de temps. Shovill produit un fichier de
contigs. On effectue donc bien un assemblage global contrairement a CRISPRbuilder-TB
qui construit le graphe de de Bruijn a partir d’un point précis. Le pipeline TB-Annotator
effectue un mapping des spacers, ISs, DRs et génes CAS connus sur les contigs. Le map-
ping est ensuite analysé par un script Python dédié. On annote chaque alignement avec
des informations sur le spacer detecté. On reconstruit ensuite un CRISPR en placant tout
d’abord les spacers et DR parfaitement mappés. Ensuite on détecte de chaque coté du
contig les éventuels IS et génes. A ce stade on obtient un fragment de CRISPR avec un
haut niveau de confiance sur les éléments placés, car tous les éléments du CRISPR ont été
déterminés avec des égalités parfaites par rapport aux séquences connues.La reconstruc-
tion du CRISPR contient donc des trous non annotés. En derniere étape, on comble ces
espaces avec les séquences partielles les plus proches. Comme dans toutes les autres étapes
du pipeline, chaque donnée est annotée avec un indice de confiance. Au final, on obtient
des fragments de CRISPR, mais comme précisé précédemment il n’est pas toujours pos-
sible d’aller plus loin et d’assembler les fragments de maniére déterministe, il s’agit donc
de la derniere étape du script dédié au CRISPR. Toutes ces étapes restent coiiteuses en
temps, et par conséquent sont optionnelles et non exécutées par défaut.
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3.2.5 Exécution et résultats du pipeline

Nous exécutons le pipeline avec 128 threads sur un Dell PowerEdge R740 hébergé au
Mésocentre de calcul de Franche-Comté. Le systéme utilise un processeur Intel(R) Xeon(R)
Gold 6226R a 16 cceurs fonctionnant & 2,90 GHz avec 128 Go de RAM.

Les SRA du MTBC sont analysés par lots de 15000, chaque lot prenant environ une
semaine pour étre analysé. La planification des tdches est gérée par Snakemake en utilisant
le planificateur greedy pour réduire le temps de calcul du graphe des taches.

Le résultat de toutes les étapes du pipeline est rassemblé dans un rapport JSON unique
contenant :

— la liste des variants trouvés et leurs annotations,

— la liste des génes manquants,

— la liste des régions de différences manquantes,

— les statistiques de couverture pour chaque geéne et RD,

— la liste des séquences d’insertion,

— et le rapport de qualité de Fastp.

Ce rapport contient uniquement les données essentielles a ’analyse. En effet, le volume
total de données intermédiaires représente pres de 25To, alors que 1’ensemble des rapports
représente pres de 200Go de données.

3.3 Plateforme d’analyse

Le pipeline, une fois exécuté, permet 'obtention de I’ensemble des marqueurs géné-
tiques de l'intégralité des souches du MTBC disponibles publiquement. Ces données sont
ainsi standardisées, comparables entre elles et exhaustives de la connaissance génomique
actuelle du MTBC. Un tel ensemble de données n’est pas exploitable sans une plateforme
d’analyse avancée capable de gérer un tel volume de données. La plateforme d’analyse
TB-Annotator est capable de réaliser en temps réel des comparaisons et statistiques sur
I’ensemble des caractéristiques génomiques ainsi que des métadonnées disponibles sur 1’en-
semble des souches disponibles.

On peut distinguer deux composants de la plateforme. D’une part, la base de données
qui contient I’ensemble des données analysables, résultat de 'indexation des données en
sortie du pipeline. D’autre part, la plateforme de visualisation web qui permet de naviguer,
de rechercher et d’exécuter des analyses avancées sur la base de données directement depuis
le navigateur de 'utilisateur. L utilisateur peut effectuer des requétes rapides sur la plupart
des attributs des souches, des variantes, des séquences d’insertion, des génes et des RD.

3.3.1 Données génomiques brutes et fitrage

Les premiers éléments ajoutés a la base de données sont les données génomiques brutes
issues du pipeline. Avec chaque information, différents marqueurs de qualité sont préservés
pour étre ajoutés eux aussi. Il est nécessaire de trouver un équilibre permettant de préserver
le maximum d’information, tout en gardant une taille de base de données acceptable. Pour
cela, il n’est indexé que les divers marqueurs et non par exemple les mappings qui apportent
peu d’informations quand ils sont identiques a la référence. D’autre part, un filtrage est
effectué afin d’exclure certains marqueurs et certaines souches, soit pour des raisons de
qualité ou soit pour maintenir la croissance du volume de la base de données constante.
Les données les moins pertinentes ne parviennent donc pas a la plateforme d’analyse, mais
sont tout de méme conservées en sortie du pipeline. Cette séparation permet de changer
simplement les criteres d’exclusion sans nécessiter une rééxecution compléete du pipeline.

Les variants sont ajoutés avec les informations de qualité issues du variant calling,
c’est-a-dire la profondeur au niveau du site du variant, le nombre de reads avec la base de
référence, le nombre de reads avec la mutation, et la qualité de chacun. Les annotations
générées par le pipeline a ’aide de SnpEff sont aussi ajoutées dans leur intégralité.
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Les RDs sont ajoutés avec les informations issues de la méthode par profondeur (cou-
verture moyenne, couverture médiane, pourcentage de tres faible profondeur de lecture et
le marqueur de qualité issue de la méthode par analyse des clipping signals). Ces RDs
sont ensuite filtrés de maniére a conserver uniquement ceux ayant un pourcentage de tres
faible profondeur de lecture supérieur a 90%, un ratio entre la profondeur moyenne de la
région et la profondeur moyenne globale inférieur & 10%, et un score de qualité issue du
clipping d’au moins 80%. Certains RDs qui correspondent a de trés courtes délétions sont
détectés via le variant calling mais sont ajoutés en tant que RD & la base de données.

Les RDs provenants d’une détection du pipeline et non de listes données utilisent un
schéma de nommage CUS _GS__start_end avec start et end le début et la fin de la région.
De par la méthode utilisée pour générer la liste de RDs qui est passée a la détection par
clipping, les RDs CUS contiennent un niveau de bruit important. Ils sont donc filtrés avec
le critere le plus exigeant, qui est un score de qualité issue du clipping d’au moins 80%.

L’absence des geénes est détectée par la méthode par profondeur car leur délétion est
souvent imprécise et parcourt plusieurs genes consécutifs. Les informations de qualité
conservées sont identiques a celles des RDs. Pour le filtrage, on utilise un pourcentage de
tres faible profondeur de lecture supérieur a 80%, ainsi qu'un ratio entre la profondeur
moyenne de la région et la profondeur moyenne globale inférieur & 10%.

Les ISs proviennent de deux méthodes différentes, qui sont les variations structurales
pour les ISs de la référence et la détection des ISs pour les nouvelles insertions. On cherche
ici la présence des ISs et non leur absence. Pour les ISs de la référence, la méthode par
profondeur n’est fiable qu’en cas de tres faible profondeur, car des reads provenant d’autres
ISs peuvent étre mappés dans la région. Les critéres sont donc un score de qualité issue
du clipping d’au plus 80%, et au plus 10% de bases faiblement couvertes ou un ratio entre
la profondeur moyenne de la région et la profondeur moyenne globale supérieur a 80%.
Pour la détection des nouveaux IS, aucun filtrage supplémentaire n’est nécessaire mais des
informations supplémentaires sont ajoutées a la base de données, comme l’orientation et
les positions de début et de fin de I'IS inséré. On stocke aussi la méthode de détection de
I'IS (via référence ou nouvelle insertion).

Enfin, les souches elles-mémes sont filtrées lors de I’ajout a la base de données, en se
basant sur des criteres génomiques. On exclut tout d’abord les souches avec un nombre
de variants supérieur a 4500. Il s’agit d’une valeur tres élevée qui a pour but d’exclure les
souches ayant des problémes de qualité importants, pouvant faire augmenter considéra-
blement la taille de la base de données. Il arrive parfois que certaines souches contiennent
des dizaines de milliers de variants et soient donc tres éloignées de la souche de référence
utilisée. Les souches avec une profondeur moyenne inférieure a 20 ou avec un pourcentage
de bases couvertes inférieur & 80% sont aussi exclues.

3.3.2 Enrichissement des données

Le pipeline produit des données génomiques brutes. Un des objectifs de TB-Annotator
est de faire le lien entre ’ensemble des données génomiques disponibles, mais aussi toute la
connaissance accumulée sur ces données. Par conséquent, pour chaque caractéristique gé-
nomique, nous associons diverses métadonnées collectées au travers de centaines d’articles
et de quelques bases de données publiques.

Une base de données de tous les articles associant des variants a des lignées connues a
été constituée. Cela permet, entre autres, de catégoriser les variants selon différentes études
phylogénétiques. Les variants associés a des résistances aux médicaments (basées sur les
données TBDB [223] et WHO [302]) sont aussi ajoutés. Le texte d’introduction de ces
études et les informations bibliographiques sont indexées avec les variants ce qui permet
aussi d’avoir une visibilité thématique. D’autre part, on exploite la connaissance globale
du génome, qui est entierement annoté, pour associer le variant au gene qui le contient.
Enfin, nous faisons le choix de n’exclure aucun variant lors de I'indexation. Comme dé-
crit précédemment, le pipeline produit une sortie additionnelle filtrée pour supprimer les
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variants dans les régions difficiles a mapper. Ici nous faisons le choix d’indexer tous les
variants, et il sera possible ensuite d’exclure ces régions a ’aide de filtres.

Pour ce qui est des RDs, une opération similaire est effectuée. Une base de données de
tous les RDs connus a été constituée (tableau B.1) avec des annotations bibliographiques.
Ces annotations sont liées aux RDs lors de I'indexation.

Les séquencages indexés reprennent toutes les informations de leurs marqueurs. Ainsi,
un SNP associé a une lignée, permet d’associer aussi une souche a cette lignée. L’annotation
des marqueurs permet ainsi qu’annoter les souches en elles-mémes. Pour la résistance, une
catégorie est appliquée en fonction des marqueurs de résistance détectés sur la souche,
selon le tableau 2.2.

Ces annotations portent sur les caractéristiques génomiques, mais les études contiennent
aussi parfois des caractéristiques phénotypiques. Lors de I'indexation il est possible d’en-
richir les souches a ’aide d’annotations phénotypiques issues de divers articles. Enfin, le
NCBI contient un grand nombre de métadonnées sur chaque échantillon, par exemple le
pays de prélevement, le sexe de I’hdte, le type de tuberculose, ’étude associée, les auteurs,
et parfois des caractéristiques phénotypiques. Ces informations sont automatiquement ré-
cupérées et indexées avec chaque souche.

Les métadonnées fournies par le NCBI ne sont pas normalisées, 'extraction repose donc
sur un ensemble d’heuristiques afin de normaliser les données. Pour déterminer ces heu-
ristiques, l'intégralité des champs de métadonnées du NCBI a été extrait. Chaque champ
a été manuellement catégorisé en fonction de la donnée qu’il contient (tableau B.3). La
majorité de la normalisation est effectuée avec une liste de mots clés (tableau B.5, ta-
bleau B.4). L’extraction de la localisation géographique (tableau B.2) requiert des étapes
supplémentaires. Quand la localisation est donnée sous forme de coordonnées, un algo-
rithme a été développé pour effectuer un parsing des coordonnées avant d’effectuer un
géocodage inversé.

Toutes ces annotations sont mises en cache, au vu de la masse de données a traiter,
afin de ne pas surcharger les sources de données publiques.

3.3.3 Indexation

Avec le volume massif de données, plus de 125 000 souches, 2 500 000 variants et un total
de plus de 100000 autres marqueurs (RD, IS, etc...), cela représente pres de 200 000 000
de liens entre ’ensemble des données. Il est nécessaire de pouvoir effectuer des requétes
booléennes, des statistiques, des calculs plus complexes comme des comparaisons pour
connaitre les marqueurs en commun.

De nombreuses bases de données seraient capables d’effectuer ces opérations, cependant
il est souhaité d’effectuer ces calculs avec des temps de réponse tres faibles (inférieurs a
quelques seconde). En effet, lors de I'utilisation de la plateforme, de nombreuses opérations
peuvent étre effectuées par 1'utilisateur selon un grand nombre de critéres, un temps de
réponse supérieur réduirait ainsi grandement la productivité. Les bases de données avec
index inversé, comme utilisées dans les moteurs de recherche (Google, etc...) démontrent
une capacité a traiter un important volume de données avec un temps de réponse tres court
en appliquant des opérateurs booléens complexes. Ces bases de données sont initialement
utilisées pour rechercher du texte dans un large corpus, mais on peut remarquer que ces
opérations de recherche textuelles sont peu différentes des opérations que ’on souhaite
effectuer sur les données génomiques. Ainsi en représentant toutes les données génomiques
dans une forme adaptée a ces index inversés, il est possible d’exploiter leur efficience pour
notre cas d’usage.

Un pipeline d’indexation, développé en C# utilisant I’Application Programming In-
terface (API) Dataflow, est utilisé pour lire les rapports JSON du pipeline génomique
et pour indexer les données dans Elasticsearch 8. Le rapport est d’abord lu en mémoire,
divisé en 4 types de données (souche, variant, RD, IS), annoté et enfin indexé dans des
indices séparés. La performance d’indexation est proche de 20 rapports par seconde en
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utilisant un processeur AMD Ryzen 7 2700 a 8 cceurs @ 3.20GHz avec 32GiB de RAM,
avec une instance locale de la base de données.

3.3.4 Calcul de ’'exclusivité

Au-dela de pouvoir générer des statistiques a partir de n’importe quel ensemble de
souches sélectionné, la plateforme permet de réaliser des calculs avancés, notamment d’ex-
clusivité.

L’exclusivité des caractéristiques permet de sélectionner un sous-ensemble d’isolats cli-
niques (appelé ensemble de premier plan) parmi I’ensemble (appelé ensemble de fond) de
toutes les séquences génomiques de la base de données, et de déterminer si les caracté-
ristiques de ces isolats (variants, RD, IS) sont exclusives au sous-ensemble. Une caracté-
ristique est exclusive a 100% si elle est présente dans toutes les souches de 1’ensemble de
premier plan et dans aucune des souches de ’ensemble de second plan. TB-Annotator est
capable d’exécuter une telle analyse sur une tres grande quantité de souches en tirant parti
des ordinaux globaux de l'index inversé.

A Taide d’un script personnalisé, le coefficient de Jaccard (J(A, B) = }ﬁgg}) est calculé
pour étre utilisé comme score pour chaque caractéristique des souches, A étant I’ensemble
des souches sélectionnées et B I’ensemble des souches ayant la caractéristique. Pour chaque
caractéristique (variants, RD, IS, ...), on calcule la fréquence d’apparition de la caracté-
ristique dans ’ensemble de premier plan et dans celui de second plan. Puis on calcule la
taille des deux ensembles. Ces valeurs permettent de calculer ensuite le coefficient selon la
formule suivante :

__|14r113|__ j;ub

exclusivity(4, B) = /(4 B) = 0051 = Fon = fo + 5o
sup su su

Ou:

— A est 'ensemble des souches sélectionnées,

— B est I'ensemble des souches ayant la caractéristique,

— fsub est la fréquence de la caractéristique dans ’ensemble de premier plan,
— fsup est la fréquence de la caractéristique dans I’ensemble de fond,

— Squp st la taille de ’ensemble de premier plan,

— sub C sup.

Cette fonctionnalité est particulierement utile pour trouver les meilleurs marqueurs
d’un sous-ensemble de souches donné. Par exemple, en sélectionnant les souches d’une
branche d’un arbre phylogénétique, il est possible de trouver les SNP exclusifs a ces
souches.

On conserve par ailleurs le nombre de souches ayant la caractéristique dans ’ensemble
de premier plan, le nombre de souches manquant la caractéristique, le nombre de souches
hors de ’ensemble de premier plan ayant la caractéristique. Quand le score d’exclusivité
est peu informatif, ces informations permettent d’aider a trouver un ensemble de premier
plan partageant un nombre supérieur de caractéristiques.

3.3.5 Calcul de la matrice des distances

Un autre calcul, utilisé notamment pour déterminer si un ensemble de souches est un
cluster de transmission ou non, est celui de la distance entre les souches. La distance entre
deux souches étant définie comme le nombre de SNPs n’étant pas en commun entre deux
souches. On estime par ailleurs le taux d’acquisition de SNPs a 0.5 par an [294] et qu’avec
une distance inférieur a 5 SNPs les souches sont épidémiologiquement liées.

Pour effectuer ce calcul, 'utilisateur sélectionne un ensemble de souches, la base de
données est lue en streaming pour extraire toutes les caractéristiques de cet ensemble.
Les caractéristiques utilisées sont personnalisables (SNP, SNP dans des régions polymor-
phiques et indels). Pour chaque paire de souches de I’ensemble on calcule la distance, puis
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on construit la matrice des distances, qui est donc une matrice symétrique. On détermine
ensuite la moyenne des distances ainsi que 1’écart type. Toutes ces données, incluant la
matrice, sont renvoyées a ’'utilisateur.

D = [djj]
dij =[S U Sj| — |5i N S|

Ou :
— D est la matrice des distances,
— §; et S; désignent respectivement I’ensemble de SNPs des souches i et j.

De par la méthode utilisée, la matrice des distances est seulement calculable pour de
petits ensembles de souches.

3.3.6 Recherche de souches similaires

La recherche de souches similaires permet, a partir d’'une souche donnée, de trouver
d’autres souches partageant des caractéristiques (SNPs, etc...) proches. Pour cela il ne suf-
fit pas de rechercher les souches avec le plus grand nombre de caractéristiques en commun
car beaucoup de caractéristiques sont communes a de nombreuses souches, la majorité
des caractéristiques sont donc peu informatives. Par exemple, les souches de L7 sont tres
peu représentées dans la base de données (< 50 souches). Ces souches partagent de nom-
breuses caractéristiques avec toutes les autres souches, mais elles partagent entre elles
des caractéristiques uniques et exclusives. Et c’est cette derniére catégorie qui est la plus
informative.

Ce probleme est bien connu dans le domaine de I'IR (information retrieval). Il s’agit de
rechercher des documents similaires & un document, en se basant sur la fréquence des mots.
Une de ces méthodes est basée sur term frequency—inverse document frequency (tf-idf),
qui permet de mesurer I'importance d’un mot dans un document, en prenant en compte le
fait que certains mots ont une fréquence plus élevée que d’autres. Les mots d’un document
ayants le score tf-idf le plus élevé sont les meilleurs représentants de ce document. Nous
pouvons appliquer ce méme principe sur les caractéristiques génomiques des souches. Les
caractéristiques ayant le tf-idf le plus élevé sont les meilleures représentantes de la souche.
Il est ensuite possible de chercher les souches ayant ces caractéristiques.

Le tf-idf est le produit de deux statistiques, la fréquence des termes et la fréquence
inverse des documents. Nous utiliserons dans la suite «caractéristiques» et «souchey. La
fréquence des caractéristiques est définie comme :

Jess

cf(c, s) = S 7
des Jcss

Ou:

— c est la caractéristique,

— s est la souche,

— fe,s est le nombre de fois que la caractéristique est présente dans la souche,
— le dénominateur correspond au nombre total de caractéristiques.

De par la nature de certaines données, comme les SNPs, le numérateur sera systémati-
quement égal a 1 et le dénominateur sensiblement égal pour toutes les souches, cf a donc
peu d’influence en 1’état sur le résultat final. La fréquence inverse des souches est définie
comme :

N
{s:s € S and ce s}

isf(c, S) = log
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— N = |S] est le nombre total de souches,
— |{s:s €S and c € s}| est le nombre de souches ayant la caractéristique t.

Enfin le score final est défini comme :

score(c, s, S) = cf(c, s) - isf(c, S)

Un score élevé est atteint par une fréquence de la caractéristique dans la souche et une
faible fréquence de la caractéristique dans I’ensemble des souches.

Lors de la recherche de souches similaires, on commence par extraire les caractéristiques
avec le score le plus élevé. Ensuite, on crée une requéte conjonctive avec ces caractéristiques
pour obtenir une liste de souches similaire. Ainsi, en cherchant les souches similaires & une
L7, les SNPs exclusifs de la L7 sont relativement rares et lors de la recherche ces SNPs les
autres L7 seront surreprésentées.

3.3.7 Arbres phylogénétiques

Dans le cas ou 'on souhaite réaliser une étude phylogénétique sur un ensemble de
souches, le processus est long et fastidieux. Il est nécessaire de lancer un pipeline pour
extraire les marqueurs des souches, créer une matrice de ces marqueurs, créer l'arbre
phylogénétique. Et ensuite il est souvent impossible de comparer cet arbre avec I’ensemble
de la diversité du MTBC.

Une des fonctionnalités les plus avancées de la plateforme est la possibilité d’intégrer
des arbres phylogénétiques personnalisés. Pour cela la matrice des caractéristiques peut
étre extraite directement de la base de données, I'arbre calculé par l'utilisateur a ’aide
d’outils comme RAXxML-ng [259], et I'arbre analysé ensuite & nouveau en utilisant toutes
les fonctionnalités de la plateforme.

Du point de vue de I'utilisateur, on commence par la sélection d’un ensemble de souches
a exporter en utilisant les filtres de la plateforme. Puis 'utilisateur sélectionne les diffé-
rentes caractéristiques a exporter (SNPs, ISs, etc...). Ensuite la plateforme propose le
téléchargement de l'alignement au format FASTA. En interne, la création d’alignements
se fait en interrogeant la base de données par batch et en calculant dynamiquement une
matrice entre chaque document et les caractéristiques qu’il contient. Cette matrice est
ensuite utilisée pour générer un alignement au format FASTA. Cela permet de conserver
les nucléotides dans 'alignement et d’utiliser les différents modeles d’évolution qu’offrent
les outils d’inférence d’arbres phylogénétiques. Dans le cas ou d’autres caractéristiques que
les SNPs sont exportées, un alignement binaire est exporté par la plateforme, car seuls les
SNPs peuvent étre représentés sous forme de matrice. L’utilisateur devra donc configurer
Ioutil d’inférence d’arbres pour prendre en entrée une matrice binaire. Les détails des co-
lonnes sont également exportés a la fin du fichier FASTA dans des commentaires FASTA.
Cela permet d’obtenir la correspondance entre la colonne de la matrice et la caractéris-
tique associée. Cette fonctionnalité d’export sert donc a la fois de base pour la réalisation
d’arbres phylogénétiques mais aussi de toute autre forme d’analyse externe.

Apres l'utilisation de RAxML-ng, l'utilisateur obtient un fichier Newick, qui est la
représentation de I’arbre phylogénétique inféré. Il est alors possible de déposer le fichier
Newick sur la plateforme pour permettre d’analyser ’arbre avec toutes les fonctionnalités
de calcul statistique et de filtrage de TB-Annotator. Pour cette fonctionnalité de graphe
de souches, un algorithme effectue le parsing du fichier Newick dans le navigateur. On
obtient ainsi une représentation de I’arbre en mémoire. Cette représentation est tres légere
car elle ne contient que les numéros d’identification des souches et la structure de I’arbre.
L’étape suivante consiste a dessiner I’arbre dans le navigateur, la tache est difficile au vu
de la masse de données a afficher, un arbre pouvant contenir plusieurs milliers de souches
et autant de connexion a afficher entre les souches.

Il est nécessaire, a partir de 'arbre, de déterminer la position de chaque sommet et
aréte sur un plan (dimension 2). Pour cela on utilise un algorithme de layout (rendu/place-
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FIGURE 3.10 — Arbre dessiné selon l’algorithme de layout a angle égal [83]

ment). Il en existe plusieurs avec des caractéristiques et des représentations différentes. Par
exemple, les layout circulaires représentent I'arbre avec les sommets disposés sous forme
de cercle. L’objectif de la plateforme étant de permettre des analyses a grande échelle, et
le dessin s’effectuant dans le navigateur, il a été choisi un algorithme de faible complexité.
L’arbre est rendu en utilisant un algorithme de layout a angle égal (figure 3.10) [83]. En
partant de la racine de l'arbre, on divise un cercle (360 degrés) par le nombre d’enfants
proportionnellement au nombre de descendants. Les enfants seront placés dans cet angle
selon la longueur de branche. On continue récursivement pour les noeuds enfants en divi-
sant a nouveau l'angle qui leur a été attribué. Le dessin s’effectue en utilisant la technologie
WebGL et la carte graphique de l'utilisateur.

Afin de pouvoir utiliser les fonctionnalités de la plateforme, il est nécessaire de faire le
lien entre ’arbre mis en ligne par 'utilisateur et les données de cette derniére. Pour cela
il est imposé que les labels de I’arbre correspondent aux identifiants des souches associées.
Lors d’une sélection, le nom de chaque noeud dans le graphe est extrait pour étre envoyé au
serveur et utilisé comme liste d’accession. Cela permet 1'utilisation du calcul d’exclusivité
des caractéristiques avec des arbres phylogénétiques arbitraires. La liste de toutes les
souches affichées est utilisée comme ensemble de fond pour la comparaison d’exclusivité
(Pensemble de la base de données peut également étre utilisé comme ensemble de fond).

Un exemple d’utilisation de ces fonctionnalités est la recherche de marqueurs phylogé-
nétiques. Apres calcul d’un arbre, il est possible de rechercher visuellement des marqueurs
exclusifs a des lignées. Cette recherche est faite en prenant en compte ’ensemble des
souches publiquement disponibles et non uniquement ’arbre chargé. Ensuite, grace a une
fonctionnalité de stockage des filtres, il est possible de sauvegarder la définition de la li-
gnée avec le marqueur exclusif trouvé. Cela permet par exemple de créer des ensembles de
marqueurs pour un barcoding rapide des souches.

3.3.8 Utilisation via API

De par la flexibilité, la plateforme d’analyse couvre un grand nombre de besoins, aussi
bien en termes de filtrage qu’en termes de calcul statistique. Pour les utilisateurs avan-
cés, ces fonctionnalités restent parfois insuffisantes. Nous souhaitons néanmoins permettre
I’exploitation de cette masse de données génomiques ainsi que I'index quand 'opération
n’est pas gérée nativement par la plateforme. C’est pour cela que TB-Annotator permet
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FiGURE 3.11 — Vue d’un arbre phylogénétique dans la plateforme TB-Annotator. 13
souches sont sélectionnées graphiquement par l'utilisateur sur ’arbre et I'exclusivité des
variants est calculée par rapport aux souches du reste de ’arbre.

aussi un acces via API.

3.3.9 Comparaison avec un arbre phylogénétique global

Dans une premiere tentative, un serveur d’analyse basé sur un arbre phylogénétique
unique a été développé, 'idée étant de calculer un arbre phylogénétique global représentatif
de la diversité du MTBC. Cet arbre sert alors de point de départ a différents calculs. Par
exemple il est possible de sélectionner les souches issues d’une branche de I'arbre, et lister
les caractéristiques phylogénétiques communes a cette branche. Ce serveur dispose d’une
interface web et ne requiert pas d’installation, ce qui permet de s’adresser au plus grand
nombre, sans nécessiter de compétence technique, la difficulté d’exploitation de ce type
d’outil étant une barriere majeure a leur utilisation.

Cette approche se heurte rapidement a une limitation majeure : le temps de calcul
requis pour un arbre précis d’une telle taille empéche toute possibilité d’exploiter plus
d’une dizaine de milliers de génomes. Rien qu’a cette échelle réduite, il est nécessaire de
développer du code hautement optimisé pour permettre un affichage dans un navigateur
web. I a donc été décidé de réaliser cet arbre sur un set réduit de 16000 génomes.

L’application web de cette premiere version est hautement optimisée afin de gérer 1’af-
fichage et 'analyse de ces 16000 génomes. L’arbre phylogénétique est calculé hors ligne
mais l'intégralité des autres calculs est effectuée en temps réel sur I'interface. La commu-
nication est réalisée par protocole binaire (GRPC) et le rendu de I’arbre est effectué avec
WebGL. La base de données est développée en C# sous forme d’un index inversé dont la
persistance est effectuée a ’aide de RocksDB.

Ce systeme présente plusieurs limitations significatives qui entravent son efficacité.
Premiérement, le fait que le sous-ensemble des souches soit limité par définition implique
que l'analyse ne peut pas couvrir ’ensemble des données collectées du MTBC. En outre,
les performances ne permettent pas d’augmenter la taille de ce sous-ensemble de souches,
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limitant ainsi I’étendue des analyses possibles. Cette contrainte est aggravée par l'incapa-
cité d’analyser plus d’un jeu de données a la fois, interdisant par exemple la visualisation
distincte des souches appartenant a une lignée spécifique. La mise a jour de ’arbre phylo-
génétique est fastidieuse, nécessitant 'intervention manuelle d’une personne. D’autre part,
le systeme ne permet pas la recherche de données autres que des souches, comme les SNP,
ce qui limite 'amplitude des recherches possibles. Le calcul de 'exclusivité est particu-
lierement complexe et ne pourra jamais absorber la quantité de données requises pour
analyser I'ensemble du NCBI, rendant ce type d’analyse impraticable. Enfin, la réalisation
d’analyses statistiques est loin d’étre aisée, complexifiant ainsi I’exploitation des données
pour des études approfondies. Cette version a néanmoins permis de réaliser plusieurs dé-
couvertes exposées dans les chapitres suivants.

3.4 Comparaison avec d’autres outils

Malgré le manque de standardisation des pipelines d’analyse WGS du MTBC et le
besoin de bases de données pour centraliser les données WGS a un niveau mondial [180], de
nombreux outils existent actuellement. Cette section propose une présentation de différents
outils ainsi que leur limitations par rapport a une plateforme entiérement intégrée et
possédant des données homogenes, comme c’est le cas pour TB-Annotator.

3.4.1 Outils d’analyse WGS

TBprofiler [42] est un autre outil d’analyse de données NGS pour Mycobacterium tu-
berculosis qui se concentre sur la détection des mutations de résistance aux médicaments.
TBprofiler propose également une interface web, mais son champ d’application est limité a
I’analyse de la résistance aux médicaments. TB-Annotator va au-dela en permettant ’ana-
lyse et la visualisation des insertions, des régions de différence, et des génes manquants,
fournissant ainsi une analyse plus compléte des génomes.

CASTB (Comprehensive Analysis Server for the Mycobacterium tuberculosis Com-
plex [129]) est une base de données et un serveur web qui permet I'analyse des séquences
du génome complet des souches du complexe M. tuberculosis. L’outil fournit des informa-
tions sur la résistance aux médicaments et l'identification des lignées a travers une série
d’analyses, telles que la phylogénie basée sur les SNP et la prédiction des mutations de
résistance aux médicaments. Cependant, contrairement a TB-Annotator, CASTB n’est
pas congu pour étre utilisé pour ’analyse en temps réel de données génomiques & grande
échelle, et il ne dispose pas d’un pipeline d’annotation complet pour détecter les variations
génomiques au-dela des mutations de résistance connues.

Mykrobe [22] est une suite d’outils pour l'identification de la résistance aux médica-
ments chez les pathogenes bactériens, y compris M. tuberculosis. L’outil fournit des pré-
dictions pour la résistance aux médicaments de premiere et deuxieéme ligne, et il permet
également l'identification des lignées pour les isolats. Cependant, Mykrobe n’est pas congu
pour I'annotation compléte des variations génomiques au-dela des mutations de résistance.

Comparé a ces outils, TB-Annotator fournit un pipeline complet pour la détection
des variations génomiques, y compris les SNPs, les insertions, les délétions, et les réar-
rangements génomiques & grande échelle. De plus, TB-Annotator permet I'annotation des
variations génomiques au-dela des mutations de résistance connues, permettant aux cher-
cheurs d’étudier I’évolution et la transmission des souches de M. tuberculosis de maniere
plus détaillée. En outre, TB-Annotator propose une plateforme web conviviale qui per-
met analyse et la visualisation en temps réel des données génomiques a grande échelle.
Dans I’ensemble, TB-Annotator se démarque comme un outil unique offrant une approche
complete pour I'annotation et I’analyse des données génomiques dans le contexte de la
recherche sur M. tuberculosis.
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3.4.2 Profilage génétique

MIRU-VNTRplus [7] est un autre outil d’analyse en ligne congu pour l'identification,
le typage et la comparaison phylogénétique des souches de MTBC. Cet outil est basé sur
la méthode MIRU-VNTR [269]. MIRU-VNTRplus offre une plateforme pour comparer
de nouveaux isolats & une base de données de référence, permettant aux chercheurs et
aux cliniciens de mieux comprendre la diversité génétique, I’épidémiologie et les modes de
transmission de la tuberculose. Cet outil précede le développement du NGS et est donc
tres différent du notre : il se concentre sur un seul sujet d’analyse (les MIRU-VNTR),
d’origine exclusivement expérimentale pour I'instant car il reste tres difficile de déduire le
nombre de copies des MIRU-VNTR a partir des SRAs [131], et il traite un seul isolat a la
fois (celui soumis par 'utilisateur). Le MIRU-VNTR, bien qu’ayant été considéré pendant
presque une décennie comme une norme, a montré en 2011 qu’il était moins discriminant
que le WGS pour la surveillance génomique de la transmission de la tuberculose [96],
et est également moins efficace que le WGS pour détecter les infections mixtes [35]. Pour
I'instant, seuls les longs fragments permettent de reconstruire le locus MIRU-VNTR, grace
soit & MIRU-reader soit & MIRU-profiler [220, 275].

Une limitation est que TB-Annotator n’est pas capable de traiter les données d’extrac-
tion expérimentales de MIRU-VNTR, mais les fichiers de séquences. Il n’est actuellement
pas en mesure d’analyser ces MIRU-VNTRs, car la taille des séquences ne permet pas de
compter les copies des motifs d’intérét. Cependant, il permet d’extraire les sites d’inser-
tion IS6110 a partir des SRAs, permettant ainsi de fournir une résolution élevée pour la
surveillance épidémiologique, supérieure a ce qui peut étre obtenu en utilisant les données
de MIRU-VNTR [247].

Parmi les pipelines récemment développés pour analyser les données WGS sur MTBC,
nous devrions également mentionner SAM-TB et SimpiTB [308, 66].

3.4.3 Annotations de génes et profils d’expression

TBDB [53] est une base de données contenant des informations sur les geénes, les pro-
téines et les mutations de résistance aux médicaments de M. tuberculosis. Elle sert de
ressource pour les chercheurs en consolidant des données provenant de diverses sources et
en fournissant des outils pour ’analyse et la visualisation des données. Bien que TBDB
offre une riche collection d’informations génomiques, elle ne propose pas de pipeline d’ana-
lyse pour les données de séquencgage NGS, contrairement & TB-Annotator. TB-Annotator
analyse et annote non seulement les données génomiques, mais fournit également des ca-
pacités de recherche avancées et une plateforme pour effectuer des analyses sur les données
obtenues.

TubercuList [54] et MycoBrowser [141] sont des bases de données en ligne contenant
des informations génomiques annotées pour Mycobacterium tuberculosis. Ces ressources
permettent 'exploration des génes et des protéines, fournissant des informations détaillées
sur la fonction des genes, les ontologies des génes et les voies métaboliques. Cependant,
elles ne proposent pas les capacités d’analyse, de visualisation et de recherche qui sont au
coeur de TB-Annotator. L’approche complete de TB-Annotator pour I’analyse des données
de séquencage NGS, ainsi que ses fonctionnalités avancées de recherche et de visualisation,
le distinguent de ces bases de données.

PATRIC [297] est une ressource en ligne pour les pathogénes bactériens, offrant des
outils pour I'analyse génomique et comparative. PATRIC couvre une vaste gamme d’es-
peces bactériennes, y compris M. tuberculosis. Bien qu’il fournisse des données et des outils
d’analyse précieux pour les chercheurs travaillant sur divers pathogenes bactériens, il n’est
pas spécifiquement adapté a M. tuberculosis et ne propose pas le méme niveau de profon-
deur d’analyse, de visualisation et de données spécifiques aux souches que TB-Annotator.
TB-Annotator est congu exclusivement pour M. tuberculosis, permettant une analyse plus
ciblée et complete de cet organisme particulier.
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BioCyc [143] est une collection de bases de données de voies métaboliques et géno-
miques qui couvrent divers organismes, y compris Mycobacterium tuberculosis. BioCyc
offre des renseignements précieux sur les voies métaboliques, la fonction des genes et les
annotations génomiques. Cependant, il ne fournit pas les capacités complétes d’analyse
génomique, de visualisation et de recherche que propose TB-Annotator. Une fois encore,
TB-Annotator est spécifiquement congu pour M. tuberculosis, ce qui lui permet de fournir
une vue plus détaillée et ciblée des caractéristiques génomiques de cet organisme, ainsi
que des options avancées de recherche et d’analyse.

3.4.4 Autres pipelines et sites web spécialisés

Enterobase [51] est une base de données de pathogénes bactériens accessible au public,
qui inclut également Mycobacterium tuberculosis. Elle permet aux utilisateurs de soumettre
des données de séquencage et de les comparer avec d’autres isolats pour identifier des
clusters d’épidémies et suivre la propagation de la résistance aux antimicrobiens [315].
Bien qu’elle offre une fonctionnalité similaire & celle de TB-Annotator, elle ne fournit pas
le méme niveau d’annotation et d’analyse des caractéristiques génomiques pour le MTBC.
La vitesse de calcul est nettement inférieure et ne permet pas l'analyse en temps réel,
I’analyse étant effectuée en arriere-plan. Les fonctionnalités de recherche des marqueurs
sont aussi absentes. De plus, Enterobase n’inclut pas actuellement toutes les données de
séquencage disponibles de M. tuberculosis, alors que TB-Annotator intégre une grande
partie des données SRA disponibles publiquement.

PathogenSeq [52] est une plateforme web qui fournit des outils pour I’analyse des don-
nées génomiques microbiennes, y compris M. tuberculosis. Elle permet aux utilisateurs
de télécharger leurs propres données ou d’utiliser des ensembles de données préchargés et
offre des outils pour I'assemblage, ’annotation et la génomique comparative. Cependant,
contrairement a TB-Annotator, PathogenSeq se concentre davantage sur la fourniture
d’outils d’analyse de données brutes plutot que sur des données pré-annotées. De plus, elle
n’inclut pas certaines des fonctionnalités de TB-Annotator, comme la possibilité de recher-
cher des caractéristiques génomiques spécifiques, d’examiner des arbres phylogénétiques
et d’effectuer une analyse d’exclusivité des caractéristiques.

Nextstrain [112] est une plateforme web qui offre un suivi en temps réel des épidémies
de maladies infectieuses mondiales, comprenant aussi M. tuberculosis. Elle permet aux
utilisateurs de visualiser des arbres phylogénétiques de séquences virales et bactériennes,
de suivre la propagation des épidémies et d’identifier de nouveaux variants génétiques.
Bien qu’elle offre certaines fonctionnalités similaires a TB-Annotator, elle ne fournit ce-
pendant pas le méme niveau d’annotation et d’analyse des caractéristiques génomiques,
ni certaines des options de recherche et de filtrage de TB-Annotator. De plus, Nextstrain
se concentre davantage sur le suivi en temps réel de la propagation des maladies, tandis
que TB-Annotator se concentre sur la fourniture d’une base de données exhaustive des
caractéristiques génomiques de M. tuberculosis.

CNGBdb [50], enfin, est une base de données génomiques accessible au public, compre-
nant notamment M. tuberculosis. Elle fournit des outils pour la recherche et ’analyse des
données génomiques, ainsi que pour la visualisation et la comparaison des données. Elle
ne fournit cependant pas le méme niveau d’annotation et d’analyse des caractéristiques
génomiques, ni certaines des options de recherche et de filtrage de TB-Annotator. De plus,
CNGBdb n’inclut pas toutes les données de séquencgage disponibles de M. tuberculosis,
alors que TB-Annotator le fait.



Chapitre 4

Apports pour la taxonomie du
MTBC

4.1 Connexion entre deux sites historiques d’épidémies de
tuberculose au Japon, sur 1’ille de Honshu, par une nou-
velle sous-lignée ancestrale L2 de Mycobacterium tuber-
culosis

En rassemblant 680 Sequence Read Archives publiques provenant d’isolats du MTBC,
dont 190 appartiennent & la lignée 2 Beijing, et en utilisant TB-Annotator, qui analyse
plus de 50 000 caracteres (au moment de cette étude), nous décrivons ici une nouvelle
sous-lignée L2 & partir de 20 isolats trouvés dans la province de Tochigi, (Japon), que
nous désignons sous le nom de asia ancestral 5 (AAnch). Ces isolats présentent un cer-
tain nombre de critéres spécifiques (42 SNPs) et leur distance intra-cluster suggere une
transmission historique et non épidémiologique. Ces isolats présentent une mutation dans
rpoC, et ne répondent a aucun des criteres de la lignée modern Beijing, ni a ceux des
autres lignées ancestral Beijing décrites jusqu’a présent. Les isolats de asia ancestral 5 ne
possedent pas les caractéristiques mutT2 58 et ogt 12 de modern Beijing, mais possedent
des SNPs caractéristiques de ancestral Beijing. En consultant la littérature, nous avons
trouvé un isolat de référence ID381, décrit a Kobe et Osaka appartenant au groupe «G3»,
partageant 36 des 42 SNPs spécifiques trouvés dans AAnc5. Nous avons également évalué
la position intermédiaire de la sous-lignée asia ancestral 4 (AAnc4) récemment décrite en
Thailande et proposons une classification améliorée de L2 qui inclut désormais AAnc4 et
AAnc5. En augmentant les souches dans TB-Annotator & environ 3000 génomes (dont 642
appartenant & L.2), nous avons confirmé nos résultats et découvert des branches ancestrales
historiques supplémentaires de L2 qui restent a étudier plus en détail. Nous présentons
également, en outre, des données anthropologiques et historiques sur I'histoire de la tu-
berculose en Chine et au Japon, ainsi qu’en Corée, qui pourraient soutenir nos résultats
sur I’évolution de L2. Cette étude montre que la reconstruction de I'histoire précoce de la
tuberculose en Asie est susceptible de révéler des motifs complexes depuis son émergence.

4.1.1 Introduction

Avec 9,9 millions de nouveaux cas en 2019 et 500 000 cas de résistance a plusieurs
médicaments, la tuberculose est loin d’étre éradiquée. Parmi les 9 lignées reconnues (L1 &
L9) décrites dans le MTBC, la lignée L2 suscite un grand intérét [74, 3, 31, 133, 181]. De
trés grandes épidémies de L2 ont été montrées comme ayant émergées indépendamment
dans le monde entier [189]. Bien que 'origine de L2 soit soupgonnée étre en Chine et
que L2 soit prédominante en Asie de I’Est, son lieu et son moment exact d’émergence
sont encore treés débattus [171, 165, 166]. Les isolats cliniques de L2 ont développé des
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caractéristiques spécifiques de virulence et de résistance aux médicaments qui contribuent
a leur succes épidémique [181, 47, 150]. D’un point de vue évolutif, L2 a développé un
mode de vie avec un nombre élevé de copies de IS6110, ce qui pourrait avoir favorisé
un phénotype hypermutateur qui aurait pu augmenter la virulence de certains de ces
isolats [86, 111]. L’explosion épidémique de L2 a été détectée pour la premiere fois dans
les années 90 et a été favorisée par des événements historiques et géopolitiques tels que
(1) la chute de I’ex-URSS et les changements en Chine; (2) un traitement de la TB mal
individualisé et un suivi médical des prisonniers dans ces pays; (3) 'augmentation de
la part du commerce mondial de la Chine [76, 290]. La L2 a encouragé de nombreuses
études pour comprendre I’émergence de la résistance aux médicaments et pour améliorer
sa caractérisation génétique [31, 19, 188]. Cela a été réalisé progressivement et par la
combinaison de ’analyse de marqueurs polymorphiques tels que 1S6710-RFLP, MIRU-
VNTR, RD, loci VNTR hypervariables, et enfin WGS [283, 132, 182, 295, 8, 179, 246].

La lignée L2 a été divisée en deux principales sous-lignées, 1.2.1 ( Proto-Beijing) et L2.2
(Beijing), [246, 199, 88]. L2.1 a été décrite principalement dans le sud de la Chine, parti-
culierement dans la province du Guangxi et pourrait étre aussi ancienne que 30 000 ans,
ayant coévolué avec les populations d’Asie de ’Est [171]. Parmi ses caractéristiques, elle
porte la délétion RD105 mais pas RD207 [258]. Des isolats rares de L2.1 ont été montrés
comme étant devenus ultra-résistants aux médicaments [258]. L2.2 est définie par SIT1 ou
des variantes, et est composée de plusieurs sous-lignées, ancestrales et modernes. 1.2.2.2
définit la sous-lignée asian ancestral 1; 1.2.2.1 regroupe toutes les autres [43]. RD181 est
spécifiquement supprimée dans toutes les sous-lignées 1.2.2.1 [245]. Le passage de ancestral
Beijing & modern Beijing est associé a la présence d’au moins une copie de IS6110 dans
la région dite NTF et a la présence de mutations dans les genes de réplication-réparation-
recombinaison (3R), parmi lesquelles la mutation mutT2 G->C en position 1286766 et la
mutation ogt C->T au codon 12 position 1477596, par rapport a la séquence de référence
MTBC Hz7Rv (NC_000962.3) [245, 310]. Jusqu’a récemment, ancestral Beijing incluait 3
lignées ancestrales asiatiques (asia ancestral 1, 2 et 3, AAncl, AAnc2, AAnc3) [245], jus-
qu’a ce qu'un nouvel asia ancestral 4 (AAnc4), soit découvert dans le nord de la Thailande
[4]. Les souches modern Beijing sont responsables de la plupart, mais pas de toutes, les
récentes épidémies de MDR-TB [31, 111, 142].

Les grandes bases de données construites avec des données WGS permettent de dé-
velopper une connaissance précise et compléte de la diversité de L2 [31, 179, 30]. La
génomique computationnelle permet désormais d’étudier en profondeur & la fois 1’histoire
globale et locale de L2 [181, 295, 179, 258, 140, 292, 209, 293, 185]. L’histoire évolutive
des isolats de L2 est toujours débattue, tout comme leur datation précise d’émergence et
leur origine géographique [179, 310]. Luo et al. ont suggéré que L2 pourrait étre aussi an-
cienne que 30 000 ans [171]]. Merker et al. ont estimé le temps jusqu’au plus récent ancétre
commun (TMRCA) & environ 6100 et 5200 ans Before present (BP) pour les complexes
clonaux définis par MIRU-VNTR BL7 et CC6 (les plus anciens) et environ 1500 ans BP
pour CC5 (le plus récent) [179]. Liu et al. ont estimé la coalescence entre L2.1/Proto-
Beijing et 1L.2.2.2/ancestral Beijing a 2200 BP, et a 1300 ans BP pour la séparation entre
toutes les lignées ancestral Beijing [166]. L’expansion de L2.1/ Proto-Beijing aurait eu lieu
900 BP tandis que le modern Beijing serait apparu il y a seulement environ 500 ans [166].
Hirsch et al. ont suggéré que les populations humaines d’Asie de I’Est et des Philippines
portant des lignées distinctes de MTBC pourraient n’avoir été séparées que de 240 a 1000
ans [121].

L’origine géographique de I’émergence de L2 est aussi floue que sa datation. Selon
certains auteurs, le centre-nord et le nord-est de la Chine auraient pu étre le centre initial
de propagation [187]. Selon d’autres, basés sur des différences dans la prévalence des lignées
ancestrales de L2 en Chine et sur la plus grande diversité génétique observée dans la
province du sud-ouest de Guizhou, le sud de la Chine pourrait étre le berceau de L2
[171, 310]. En effet, le Guizhou compte 17 minorités ethniques et la plupart des groupes
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ethniques reconnus de Chine sont situés dans cette province. Plus généralement, 1’Asie
du Sud-Est montre une plus grande diversité génétique humaine que 1’Asie du Nord-Est
[126]. Plaidant en faveur d’une origine dans le sud de la Chine, la description récente d'un
sous-lignage de L2 asia ancestral 4, a été faite dans le nord de la Thailande a Chiangrai,
habitée depuis le 7eme siecle et peuplée par des minorités ethniques originaires du Sud de
la Chine [4].

Des preuves de tuberculose sur des squelettes datant de I’dge du bronze ont été trouvées
en Corée et au Japon [274, 273]. Au Japon, l'une des principales caractéristiques de ’his-
toire de la tuberculose, notamment chez les personnes adgées non vaccinées par le BCG, est
la présence de souches ancestrales de L2 encore mal caractérisées [132, 179, 292, 185, 291].
La diversité MIRU-VNTR, avait été montrée plus t6t comme étant assez importante dans
les isolats de L2 provenant du Japon [187]. D’autres preuves basées sur MIRU-VNTR
avaient suggéré que certaines souches ancestrales spécifiques de L2 pourraient étre endé-
miques au Japon [311, 312, 197, 313]. Depuis la publication de ces études, le WGS de
quelques isolats de référence a été publié a Kobe et Osaka, cependant ils n’ont pas été
mentionnés dans la phylogénie simplifiée de L2 [246, 292].

Nous avons étudié un ensemble d’isolats de L2 de la préfecture de Honshu central au
Japon, Tochigi [185]. Les 169 isolats cliniques de M. tuberculosis que nous avons étudiés
provenaient de patients atteints de TB diagnostiqués en 2007 et en 2013 [185]. Les données
WGS sur ces isolats ont été publiées apres analyse en utilisant un pipeline bioinformatique,
«CAST» par Iwai et al. [130]. Puisqu'une analyse génomique comparative de ces isolats
avec d’autres L2 ancestraux n’avait pas été réalisée, nous avons inclus ces génomes dans
notre base de données. Nous avons également inclus des SRAs étiquetés comme aasia
ancestral 4 [4]. En utilisant notre pipeline, nous avons décrit la caractérisation génétique
d’une nouvelle sous-lignée de L2 du Japon, nommeée asia ancestral 5 (AAncb), qui semble
étre exclusive au Japon pour le moment. Nous avons également évalué les caractéristiques
de la sous-lignée AAncd décrite en Thailande et fourni un cadre évolutif mondial mis a
jour de la lignée L2 [245].

4.1.2 Sélection des génomes et méthode

Pour toutes les analyses, TB-Annotator a été utilisé pour extraire l'intégralité des
marqueurs : recherche de SNPs selon des catalogues de référence, recherche de SNPs sup-
plémentaires dans chaque isolat basée sur la séquence de référence Hz7Rv, recherche de
la présence/absence de génes HsyRv tels qu’annotés dans mycobrowser, recherche de la
présence/absence de régions de délétion, identification des sites d’insertion de toutes les sé-
quences d’insertion connues dans Mycobacterium tuberculosis complex. Le locus CRISPR
est reconstruit semi-automatiquement en utilisant un script dédié et précédemment pu-
blié (format 43/68/360 spacers) avec une attribution d’un tag Spoligo-International-Type
(SIT) ; Papplication produit une liste ordonnée de spacers/repeat avec variants et séquences
d’insertion IS6110 si présentes [106, 64, 225].

Génomes sélectionnés

Nous avons téléchargé un ensemble de 680 SRAs; ces échantillons ont été sélectionnés
pour représenter la diversité génomique de la TB (L1 & L9) décrite jusqu’a présent, y
compris dans des articles de référence récents [199, 88]. La liste de ces SRAs est présentée
dans le Tableau Supplémentaire S2 (liste de 680 SRA incluant 190 SRA L2); la base de
données a été construite pour représenter toutes les sous-lignées L2 a l'exception de la
sous-lignée Pacific RD150. D’apres [4], nous avons sélectionné 28 SRAs étiquetés AAnc4.
De [185], nous avions initialement inclus 158 SRAs, cependant 57 SRAs pour lesquels la
couverture était soit trop faible, soit pour lesquels il était impossible de reconstruire le
spoligotype en utilisant CRISPR-builder-TB ont été écartés [106, 225].
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FI1GURE 4.1 — Diagramme de Venn montrant la classification des 190 L2 SRA étudiés

Bioinformatique et méthodes phylogénétiques

Les scripts finaux permettent de produire une phylogénie basée sur la liste des carac-
teres étudiés et utilisant RAXML et SplitsTree [260, 149]. Tous les calculs ont été effectués
sur les installations du superordinateur «Mésocentre de Franche-Comté» (141 nceuds, 2292
ceeurs, 9,27 To de mémoire, 74,2 TFlops de puissance CPU, 66,4 TFlops GPU), en utilisant
les commandes adéquates. En dehors des résultats présentés dans le Tableau Supplémen-
taire S3, un arbre phylogénétique final est affiché graphiquement et des scripts python
propriétaires permettent de réaliser des requétes interactives et d’afficher les résultats
[149]. La version actuelle de TB-Annotator & ce moment la incluait 6009 génomes et a
confirmé nos résultats.

Classification basée sur les SNPs des sous-lignées L2

Afin d’attribuer les 680 SRAs sélectionnés aux lignées et sous-lignées connues, nous
avons utilisé la liste de référence des marqueurs définie dans le Tableau Supplémentaire S1.
Un diagramme de Venn simplifié montre la classification des 190 SRAs L2 en 125 isolats
ancestraux et 65 isolats modernes (figure 4.1). Les résultats de la classification basée sur
les SNPs pour les 190 SRA des isolats L2, tels que produits par TB-Annotator, se trouvent
dans le Tableau Supplémentaire S3.

Méthodes et jeu de données utilisés pour définir une nouvelle sous-lignée an-
cestrale asiatique 5 (A Anc5)

Apres I’évaluation des sous-lignées connues du MTBC (figure 4.2 a et b), la branche
inconnue (figure 4.2 c) a été étudiée en détail : reconstruction in silico du locus CRISPR en
utilisant CRISPR-builder TB [106, 225], analyse in silico MIRU-VNTR avec CAST[130];
évaluation des SNPs et distance intra-cluster avec TB-Annotator ; il a été démontré que
A Anch provenait uniquement des Sequence Read Archives d’isolats du Japon (Bioproject
PRJDB3875). La pipeline bioinformatique, basée sur son interface graphique utilisateur,
permet de sélectionner et d’afficher de nouveaux SNPs exclusifs ou partagés et des ca-
ractéristiques génétiques spécifiques, qui ont été ensuite approfondies. Les marqueurs gé-
nomiques précédents extraits de Wada et al. 2012 ont été comparés a nos résultats et se
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FIGURE 4.2 — Partie gauche (a) ; TB-Annotator arbre phylogénétique non enraciné sur 680
données dérivées de Sequence Read Archives. Les échantillons L2 sont montrés en bleu.
Partie droite (b); zoom sur la Lignée 2 avec toutes les branches connues nommées sauf
en rouge la nouvelle sous-lignée ancestrale du Japon inconnue que nous avons désignée
comme asia ancestral 5. Partie centrale (c); focus sur la lignée inconnue du Japon.

trouvent dans le Tableau Supplémentaire S4 [292].

4.1.3 Découverte et caractérisation d’une nouvelle sous-lignée de L2
Découverte d’une nouvelle sous-lignée L2

Nous avons mis en ceuvre un ensemble représentatif de SRAs de L2 comprenant 101
extraits de ’étude de 169 échantillons de la province de Tochigi, sur la plateforme TB-
Annotator [185]. La classification des 190 génomes L2 étudiés est présentée dans un dia-
gramme de Venn simplifié (figure 4.1) et I'arbre phylogénétique global produit est montré
sur la Figure 2a—c. Tous les échantillons portaient le SNP définissant L2 (G497491A) et se
trouvaient sur la méme branche phylogénétique (figure 4.2 a). Sur la base de la recherche
de SNP, et comme illustré sur la Figure 2b et c et plus en détail dans le Tableau Supplé-
mentaire S3, parmi les ancestral Beijing (n = 125), nous avons trouvé Proto-Beijing (L2.1;
n = 10), asia ancestral 1 (L2.2.2-AAncl, n = 10), asia-ancestral 2 (AAnc2, n = 22), asia
ancestrall 3 (AAnc3, n = 9), asia ancestral 4 (AAnc4, n = 28), et une branche inconnue
(suggérée comme asia ancestral 5 ou AAnc5, n = 20); il restait 26 ancestral Beijing non
classifiés. Figure 1 et Tableau Supplémentaire S3.

Quatre-vingt-treize isolats (y compris AAnc4), faisaient partie de L2.2.1 et portaient
tous un mutT2 G1286766C qui définit traditionnellement un SNP caractéristique de mo-
dern Beijing. Parmi ces 93, cependant, seulement 65 échantillons (excluant AAnc4) por-
taient le second SNP signature moderne de L2, c’est-a-dire le C1477596T dans ogt, tandis
que les 28 AAnc4 ne portaient pas ce SNP [245, 4]. Par conséquent, la désignation de L2
moderne devrait étre réservée aux isolats portant simultanément ces deux SNPs et non
seulement la polymorphisme mutT2 G1286766C.

Les autres modern Beijing (n = 65), sont divisés en asian african 1 (n = 2), asian
african 3 (n = 5), asian african 2 (AAfr2, n = 16), asian african 2-RD142 (AAfr2-RD142,
n = 1), central asian (n = 13), Europe/Russia B0/W148 outbreak (n = 2) et il restait
26 isolats modern Beijing non classifiés, qui ne correspondaient a aucune définition de
sous-lignée moderne décrite, et qui n’ont pas été étudiés plus avant dans cette étude.
Aucun isolat Pacific RD150 n’était inclus dans cette étude. Nous présentons un schéma
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FIGURE 4.3 — Dendrogramme unifié de la lignée 2 de Mtb représentant les sous-lignées
actuelles de L2 avec certains de leurs SNPs ou marqueurs génétiques. Le code couleur
tente de se superposer a chaque auteur, la taille des cercles est arbitraire; cet arbre tente
de fournir un schéma évolutif unifié simplifié mais ne prétend pas représenter la diversité
complete de L2 (redessiné et amélioré a partir de Shitikov et al., 2017)..

de classification L2 unifié et amélioré qui inclut la découverte récente de AAnc4, notre
propre AAnch, ainsi que le «L2.2.1.2» [88], la souche «K» (un membre de AAncl) [113],
et le L2.2.E [279], comme montré sur la Figure 3.

La réanalyse de I’ensemble des SNP phylogénétiques décrits par Shitikov et al. a
confirmé tous les SNPs phylogénétiques spécifiques des sous-lignées ancestrales L2 jus-
qu’a la définition du L2 moderne. Le SNP mutT2 (G1286766C) est un bon marqueur
phylogénétique car il est présent uniquement dans les sous-lignées modernes L2 tandis que
T1892017C, C4137829T et C4393590G (mutT4) sont présents dans certaines sous-lignées
ancestrales. Il est clair, d’apres les résultats des SNP et de I'arbre phylogénétique présenté
dans la Figure 2, que la branche AAnc4 pourrait étre qualifiée d’intermédiaire, comme
suggéré par I’'équipe qui I'a découverte, et n’est ni une sous-lignée moderne L2 authen-
tique ni véritablement ancestrale [4]. Inversement, les 20 isolats que nous avons étudiés du
Japon, désignés par la suite comme A Anch, remplissent tous les criteres des L2 ancestraux
puisqu’ils ne posseédent pas le SNP mutT2 (58) attendu ni aucune autre caractéristique
de modern Beijing. Ils se ramifient également avant AAnc4. Dans tous les cas, la sépara-
tion nette des isolats L2 qui posseédent aucun, un ou les deux SNPs mutT2 (58) et ogt
(12) confirme que ces deux marqueurs sont d’excellents marqueurs phylogénétiques. Sur
la base des résultats obtenus, nous avons donc adapté le schéma de classification unifié
de Shitikov et al. pour inclure certaines des nouvelles sous-lignées récemment décrites
(figure 4.3). Parmi celles-ci, figurent la souche «K» (partie de AAncl), le «1.2.2.1.2», le
L2.2.E [88, 277, 113], et le AAnch récemment désigné comme L2.2.A [277].

Description d’une nouvelle sous-lignée japonaise de 1’Asia-ancestral 5 (AAnc5)

Résultats basés sur les SNPs Nous avons davantage caractérisé la sous-lignée ances-
trale 5 d’Asie Japon (AAnch) (n = 20) qui se situe entre AAncl et AAnc3 (figure 4.2
b et c). Ces isolats peuvent tous étre définis par de nombreux SNPs partagés exclusive-
ment. La classification basée sur les SNPs produite par le pipeline TB-Annotator sur les
190 génomes L2 est disponible dans le Tableau Supplémentaire S3. La liste de 42 SNPs
exclusifs, trouvés dans 16 de ces 20 isolats, est présentée dans le Tableau Supplémentaire
S4. Une observation intéressante est que toutes les souches AAncb possedent une muta-
tion non-synonyme a la position 765140 (G->C) dans rpoC. Trois autres génomes (2 dans
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d’autres sous-lignées L2 et un dans une sous-lignée L.4) portent également cette mutation
rpoC suggérant une acquisition indépendante.

Une matrice de distance par paires entre les isolats AAnch a également été calculée
(Tableau Supplémentaire S5) ; le pipeline actuel calcule systématiquement la distance SNP
intra-branche pour les clusters ou sélections d’intérét de moins de 100 SRAs (résultats non
montrés). La distance par paires entre les échantillons AAnc5 montre un minimum de 166
SNPs (entre DRR157280 et DRR157281) et un maximum de 439 SNPs (entre DRR130203
et DRR034366) parmi les isolats AAnch, excluant ainsi une transmission récente (Tableau
Supplémentaire S5). En supposant un taux de mutation SNP moyen de 0,3 par an par
génome, ces souches pourraient avoir divergé il y a environ 250 a 600 ans de leur MRCA.
Si nous acceptons la suggestion du moment de ’émergence ou de l'expansion d’AAnc4
autour du 7éme siecle en Thailande, (début de Chiangrai), alors AAnch pourrait avoir été
introduit au Japon plus tot, en accord avec les informations archéologiques [4, 274, 273].
Une seconde liste de 46 SNPs partagés exclusivement, partagés entre les deux isolats
les plus éloignés sur une sous-branche spécifique d’AAnc5 (DRR034381 et DRR130203,
distance par paires : 417 SNP) est également présentée dans le Tableau Supplémentaire
S5.

Spoligotypage in silico et reconstruction de la structure du locus CRISPR
de AAnc 5 en utilisant TB-annotator, le nombre de copies de IS6110 et les
sites d’insertion Les vingt isolats AAnc5 étudiés ont montré 6 motifs de spoligotype
différents tels que reconstruits par CRISPR-builder, ce qui était un résultat inattendu
pour une sous-lignée L2 (Tableau Supplémentaire S6); la plupart de ces motifs ont été
précédemment décrits dans la base de données SITVIT (SIT1, SIT190, SIT269, SIT1364,
SIT1674), cependant un est resté non défini comme SIT'X". Aucun SNP n’a été trouvé
dans les spacers et les répétitions, mais trois isolats ont présenté des duplications : une
duplication de sp65 pour DRR034478 et SRR130160, et de sp50 pour DRR034476 (Tableau
Supplémentaire S6). La phylogénie qui peut étre dérivée de la reconstruction de la structure
CRISPR-Cas a confirmé les résultats des SNPs : elle révele des suppressions sporadiques
de geénes cas, Rv2807¢, Rv2808c et Rv2813c chez certains isolats (Tableau Supplémentaire
S7).

Les souches AAnch portaient de 14 a 22 copies de IS6110, et deux copies spécifiques
ont été trouvées dans presque tous ces isolats L2 et non dans d’autres sous-lignées L2 : une
copie a été trouvée a la position 1724419 dans Rv1527c¢ (trouvée chez 15 de ces isolats) et
la seconde a la position 2041756 (trouvée chez 19 de ces isolats) (Tableau Supplémentaire
S6). DRR034455, DRR034471 et DRR034476 présentaient la méme structure CRISPR,
cependant portaient différents génes manquants (voir paragraphe suivant). En utilisant
TB-Annotator, 14 des isolats AAnch ont été prédits comme sensibles aux médicaments
et quatre portaient des mutations de résistance mono-résistante, deux étaient des MDRs
(Tableau Supplémentaire S8).

Génes manquants Six isolats de TB parmi les 20 AAnc5, en plus de présenter des
délétions classiques (RD105, RD207, RD181 et PhiRv1), contenaient des génes spécifi-
quement absents : par exemple, DRR034363 avait les génes Rv1081 a 1084c supprimés,
DRR034416 était dépourvu de Rv1523 & Rv1526¢. (Tableau Supplémentaire S7). Ces dé-
létions confirment que les génomes de Mycobacterium tuberculosis complex phylogénéti-
quement liés peuvent parfois contenir des délétions spécifiques a la souche, dues a des
événements de recombinaison.

Calcul du nombre de copies de VNTR in silico en utilisant CAST et compa-
raison avec d’autres isolats issus d’études précédentes Aucune signature VNTR
spécifique de 15 + 9 n’a pu étre obtenue par typage VNTR in silico en utilisant CAST
pour aucun des isolats AAnch [313, 6]. ETRC, QuB26 et QuB4156 n’ont jamais pu étre
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prédits in silico. Selon la qualité de SRA, entre 6 et 20 VNTR pouvaient étre prédits
(Supplementary Table S9). Les résultats VNTR ont montré une légeére variation entre
les isolats; onze loci VNTR étaient invariants dans cette collection (MIRUO04, MIRU10,
MIRU16, MIRU20, Mtub29, Mtub30, ETRB, MIRU24, MIRU27, Mtub34, MIRU39) tan-
dis que neuf loci présentaient des variations (MIRU02, MIRU40, Mtub21, QuB11b, ETRA,
MIRU23, MIRU26, MIRU31, Mtub39). En comparant avec une étude VNTR approfondie
réalisée précédemment, il a été démontré que AAnch appartenait & M10 ou M37 respecti-
vement trouvés en Russie et & Singapour [187]. En comparant avec un ensemble de 5 isolats
japonais de référence (AO5SN056, ID381, 4558, 4994, 4991 /M) décrits comme représentant
les principales sous-lignées L2 trouvées au Japon, ID381 partageait le méme nombre de
copies VNTR avec AAnch sur 9 loci (Supplementary Table S9) [132, 292]. En comparant
les résultats VN'TR in silico avec les résultats VNTR précédents issus d’études publiées
en Corée, sur la souche «K», connue pour appartenir & AAncl, nous avons trouvé une
similitude relativement faible [140, 113] (Supplementary Table S9).

Comparaison entre les résultats de TB-annotator et du serveur CAST concer-
nant les tests prospectifs de sensibilité aux médicaments et les résultats de
spoligotypage. Lors de la comparaison des résultats des tests de sensibilité aux médica-
ments obtenus en utilisant soit le pipeline TB-Annotator soit CAST, ils étaient identiques
(Tables Supplémentaires S8 et Table S9). Des résultats identiques ont également été obte-
nus sur la reconstruction classique du spoligotype au format de 43 spacers, avec une petite
divergence encore inexpliquée sur un seul spacer d’un seul isolat, DRR034366, pour lequel
CAST a prédit SIT250 tandis que TB-Annotator a prédit SIT290 (Table Supplémentaire
S9).

A Anc5 est identique au cluster de souches ancestrales L2 endémiques G3 au
Japon. En comparant les listes de SNPs, nous avons trouvé que le cluster de souches
AAnch de la province de Tochigi partageait 36 des 42 SNPs avec la souche de réfé-
rence G3 :ID381 trouvée a Kobe et Osaka (Tableau Supplémentaire S4). Seuls 6 SNPs
(C587945T, G765140C, G1202113A, AGGGAG1476812A, G3148446C et G3820365A) n’étaient
pas trouvés dans la souche ID381. Nous avons conclu que les souches de Tochigi étaient tres
probablement historiquement liées au groupe G3 de Kobe et Osaka décrit en 2006 a travers
I’isolat de référence ID381. En conséquence, nous proposons de retenir les SNPs communs
décrits par Wada et al. et cette étude comme caractéristiques de A Anch pour correspondre
a la nomenclature de Shitikov et al. Nous avons positionné a la fois AAnc5 et AAnc4 dans
larbre schématique global L2 [245, 4]. En approfondissant la liste comparative de SNPs
entre notre étude et I’ancienne étude Kobe-Osaka, nous avons trouvé que DRR034489 était
I’isolat le plus proche de la souche de référence G3 ID381 partageant 40 SNPs supplémen-
taires exclusifs au groupe G3, tandis qu'un autre cluster de 3 génomes était plus distant
mais partageait 15 SNPs supplémentaires avec ID381 (résultats non montrés). Comme
mentionné ci-dessus, deux génomes tres éloignés, DRR034381 et DRR130203 (distance de
417 SNPs en paire) partageaient également 46 SNPs supplémentaires qui n’étaient trouvés
nulle part ailleurs (Tableau Supplémentaire S5).

4.1.4 Discussion

Nous décrivons dans ce travail une sous-lignée ancestrale endémique historique de L2
basée sur des échantillons collectés dans le centre du Japon, préfecture de Tochigi, an-
cienne province de Shimotsuke, que nous avons nommée AAnch. Cette sous-lignée est
fortement liée au groupe G3 japonais défini en 2012 [292] et supposée étre nommée L.2.2.A
dans une revue récente [277]. Nos résultats renforcent la pertinence phylogénétique de
cette sous-lignée dans I’histoire évolutive globale de L2 et montrent qu’elle a été transmise
historiquement dans plusieurs villes japonaises. La chronologie de I’émergence de cette
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sous-lignée par rapport aux autres sous-lignées L2 a été positionnée dans le schéma de di-
versification de L2 de Shitikov. Sa position par rapport aux lignées précédemment décrites
a clairement montré qu’elle devrait étre qualifiée d’ancestrale selon la définition actuelle
de cette terminologie et divergée des autres sous-lignées de Beijing peu apres AAncl.

La tuberculose est tres ancienne dans I'histoire de I’humanité, cependant il est encore
impossible de dater définitivement son émergence en Asie [166]. L’histoire précoce des
épidémies de TB au Japon pourrait étre liée aux migrations de personnes du Seme siecle
avant JC au 3éme siecle apres JC [273, 274]. La tuberculose était connue pour étre présente
dans 'ancien temps au Japon sous le nom de roga, qui était utilisé en médecine chinoise
[279]. Un lien entre cette maladie et la TB, telle que connue en médecine occidentale, a
été décrit en 1857 par un médecin, Ogata Koan, 3 ans avant 'ouverture du Japon [279]. Tl
existe de nombreuses traces dans les textes d’histoire médicale chinoise d’une maladie qui
peut étre identifiée comme la tuberculose [14]. L’historien Fan Xingzhun a donné quelques
indices dans son étude succincte sur I’histoire de cette maladie en Chine [82]. Son analyse
des sources chinoises l'amene a souligner que de nombreux termes associés a des symp-
tomes évocateurs de la tuberculose apparaissent dans des sources anciennes. Le Classique
des montagnes et des mers (Shanhai Jing |l|##%, 4éme-3¢me siécle avant JC) décrit un
remeéde pour guérir le «luo J8», c’est-a-dire les scrofules. Cependant, Fan Xingzhun admet
que ces symptomes peuvent ne pas étre spécifiques. Il note que d’autres termes évoca-
teurs de la maladie apparaissent dans d’autres sources anciennes telles que le Classique
de la poésie (Shijing FF#F, recueil de textes s’étendant du 1léme au 5éme siecle avant
JC) ou dans le Mengzi (i -, 4éme siécle avant JC), que Su You #iff, un auteur de la
dynastie Tang (618-907), considére comme des synonymes. Fan Xingzhun souligne que ces
termes (zhai 5%, mo Jif, chuanshi {8~ (littéralement : cadavre qui transmet), shoubing
J4Ji (littéralement : maladie de la minceur), zhuanzhu §%7¥, fulian fAFf, guzheng B 2%
(littéralement : os remplis de vapeur chaude ou os chauds) sont souvent associés a une des-
cription d’états de fatigue extréme et d’émaciation dans les premiers dictionnaires et livres
médicaux. L’idéogramme «zhai #%», en particulier, qui est devenu 1'un des plus populaires
pour décrire, entre autres, la tuberculose, est défini dans les premiers dictionnaires comme
une maladie dont la caractéristique principale est la faiblesse, et, plus tard, comme une
maladie qui conduit le patient a «se tourner et se retourner sans repos» jusqu’a «mourir
de faiblesse». Bien que Fan Xingzhun convienne que tous ces termes ne correspondent pas
nécessairement a la tuberculose, I’historien trouve néanmoins trés probable que les preuves
qu’il a trouvées dans un livre du 14eme siecle décrivent un cas de tuberculose pulmonaire :
«Sous la dynastie Song (d.960-1127), Shi Dezun, lorsqu’il avait 50 ans, a contracté la mala-
die de I’épuisement et de la perte de poids, il se tournait et se retournait sans repos jusqu’a
devenir trés émacié» [82]. De plus, Fan Xingzhun émet I’hypothése que la prévalence de la
tuberculose était faible dans I'ancien temps. Cependant, dans I’Ancien Livre des Tang (Jiu
Tangshu, E & 941 apres JCO), il est rapporté que : «sous le régne de Wude (618-626),
a Guanzhong (province du Shaanxi), beaucoup ont la «maladie des os chauds» FH#%», un
témoignage qui plaide en faveur d’une épidémie de tuberculose. Comme le terme «maladie
des os chauds» (H#%) est déja mentionné dans le Canon médical «Le Canon de médecine
de 'empereur Jaune» (Huangdi Neijing #7[#%, 2BC-2AC), Fan Xingzhun s’interroge sur
les possibilités que la tuberculose ait déja pu étre épidémique & cette époque [82].

L’exploration approfondie de I'histoire phylodynamique complexe de toutes les lignées
de MTBC a été rendue possible grace a 'utilisation du pipeline TB-Annotator qui analyse
plus de 50 000 caractéres (au moment de cette étude) incluant des séquences répétées et
des SNPs [199, 88, 285, 139, 270, 178]. Avec un nombre croissant de SRAs disponibles
publiquement, il devient possible de démeéler tous les fils entre un événement historique
ancien et récent qui a faconné la pandémie actuelle de TB, et de comprendre sa relation
avec les migrations de populations anciennes/modernes [166, 212, 194].

Parmi I’ensemble des caractéristiques de AAnch, nous décrivons une mutation non sy-
nonyme dans rpoC. Il est bien connu que les mutations rpoC sont des mutations compensa-
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toires principalement trouvées dans des isolats épidémiologiquement réussis qui contiennent
également des mutations spécifiques de rpoB [47, 111, 71]. La mutation rpoC pourrait étre
un trait adaptatif qui explique le succes épidémiologique des isolats MDR-TB L2 dans des
épidémies telles que 1’épidémie d’Asie centrale ou I’épidémie B0O/W148 en Russie [181, 163]
et le succes épidémiologique chez les prisonniers géorgiens [111]. Dans le clade L2 d’Asie
centrale, les mutations rpoC peuvent survenir dans I’ensemble du gene et ces SNPs sont
trouvés en épistasie avec des mutations rpoB [181, 47, 71]. Dans notre étude, la mutation
rpoC, a l'exception des six isolats les plus récents, a été trouvée dans des isolats sensibles
aux médicaments ; il est donc difficile de considérer une telle mutation comme adaptative
ou compensatoire, mais plutét comme un marqueur phylogénétique de AAnc5 [111]. Etant
donné que ce SNP n’a pas été décrit dans le groupe G3 de Kobe et Osaka [292], il pourrait
étre intéressant a l'avenir d’essayer de rechercher s’il existe une différence statistique si-
gnificative entre I’émergence de la résistance aux médicaments dans un groupe ou l'autre
groupe de clusters d’isolats. Un article récent sur les prisonniers en Géorgie a montré que
les mutations compensatoires et I'incarcération des patients étaient deux facteurs indépen-
dants associés a I’augmentation de la transmission, créant une «tempéte parfaite» pour
la transmission de la MDR-TB [111]. Les conséquences physiologiques précises de cette
mutation rpoC non synonyme dans des isolats sensibles aux médicaments n’ont pas été
étudiées dans cette étude mais pourraient également avoir des conséquences fonctionnelles
[47]. L’évolution de L2 comprend l'histoire évolutive précoce de AAnch et pourrait étre
liée & des effets mutateurs encore inconnus spécifiques de certaines sous-lignées L2 [218].

La datation de la diversification des souches peut également donner des indices sur les
conditions sociales et démographiques qui ont favorisé les épidémies passées. L’étalonnage
de I’horloge moléculaire est difficile selon les échantillons, les cadres temporels et les lignées
(entre 0,04 et 2,2 SNPs par génome par an) [177]. La datation peut étre confortée si une
corrélation adéquate existe entre les faits historiques, génomiques, épidémiologiques et
démographiques [194]. Dans une étude similaire antérieure, nous avons testé trois scénarios
pour dater le MRCA d’une sous-lignée 1.4.2 survenant au Japon et en Turquie, et confronté
des résultats historiques, anthropologiques, de génétique humaine, paléopathologiques et
génomiques [224]. Ici, selon 'horloge moléculaire consensuelle de la TB & moyen terme, le
cadre temporel de coalescence des reperes de la sous-lignée AAnch pourrait étre entre 280
et 310 ans avant le présent pour les isolats les plus proches, et 760—-800 ans avant pour les
plus éloignés. Nous avons basé cette estimation sur les taux de mutation de L4 et non de
L2 et sommes donc trés prudents.

La province de Tochigi est célebre pour sa grande mine de cuivre d’Ashio, dont I'ex-
ploitation a commencé au début du 17eme siecle. L’une de nos estimations de la date
d’expansion de AAnc 5 est compatible avec 'ouverture de la mine a Ashio. La mine
d’Ashio pourrait avoir été un lieu d’expansion et de diversification de AAnch. Examiner
la dynamique de propagation historique du groupe AAnch au Japon pourrait étre fait a
I’avenir avec ’aide d’enquéteurs japonais en examinant des gradients plus fins de toutes
les sous-lignées ancestrales 1.2 prévalentes trouvées au Japon.

Une autre origine plus récente des A AncH japonais pourrait étre I'importation de clones
ancestraux L2 par des travailleurs forcés de Corée ou de Chine qui ont été contraints de
travailler dans I'industrie miniere de 1939 & 1945 [279]. En effet, 300 000 Coréens et 38 935
travailleurs chinois, principalement des hommes, ont été forcés de travailler pour le Japon
pendant ces années [279]. Cependant, étant donné le nombre élevé de SNPs accumulés a
Pintérieur de AAnc5, cette hypothese semble peu probable. Une limitation de cette étude
est que nous n’avons pas pu enquéter sur la distribution potentielle des isolats G3/AAnch
dans tout le Japon, cependant notre preuve formelle que G3 et AAnch sont liés et profon-
dément enracinés est la premiere perspective sur une histoire complexe. Les études futures
pourraient essayer de disséquer davantage, en utilisant une combinaison de statistiques ré-
centes sur le total des cas épidémiques, en combinaison avec la caractérisation génomique
et la distribution géographique, I’histoire globale et locale des lignées ancestrales L2 au
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Japon [206].

L’existence d’une diversité relativement élevée d’isolats spécifiques a Tochigi et & Kobe
et Osaka rappelle une transmission historique restreinte a une zone circonscrite. Bien
stir, une telle image d’une épidémie endémique passée est plus facilement observée dans
des cadres insulaires comme cela a été récemment montré en Nouvelle-Zélande chez les
Maoris qui hébergent une sous-lignée spécifique «CS» (Colonial S-type) L4.4 [194]. Les
iles sont d’excellents cadres pour distinguer les especes endémiques des espéces importées
et 'histoire de la tuberculose est définitivement liée & la migration humaine et a ’histoire
démographique locale et mondiale [252]. Selon la revue la plus récente sur la structure
de la population L2 basée sur plus de 5000 génomes, AAncb ou L2.2.A est le clade le
plus basal de L2.2.1 et comprend des isolats presque entierement du Japon. La structure
profondément ramifiée de L2.2.A suggere une souche endémique auparavant non reconnue
[277]. Etant donné que le Japon est une ile, et un pays avec un taux de prévalence de la
tuberculose tres faible actuellement (13 pour 100 000 en 2017), c’est un excellent cadre
pour identifier les événements historiques liés aux épidémies de tuberculose passées [224].
Le nombre croissant de génomes disponibles permet de découvrir de plus en plus de sous-
lignées L2, cependant leurs relations historiques et épidémiologiques intimes restent a
étudier plus en détail [88, 277].

4.1.5 Conclusion

Gréace a TB-Annotator, nous avons cartographié une sous-lignée ancestrale endémique
L2 du Japon sur la phylogénie mondiale du Mycobacterium tuberculosis complex, et nous
Pavons désignée sous le nom de asia ancestral 5 (AAnch). Nous avons également démontré
qu’elle était liée au groupe G3 précédemment décrit & Kobe et Osaka, désormais désigné
sous le nom de 1.2.2.A. Cette sous-lignée apparait désormais aux cotés de certaines parmi
les plus récentes dans un schéma évolutif unifié. AAnch posséde de nombreux caracteéres
spécifiques qui lui permettent de se distinguer de toutes les autres sous-lignées ancestrales
décrites jusqu’a présent dans L2. Cette découverte ouvre de nouvelles voies de recherche
pour explorer I'histoire de L2 en Asie du Sud-Est.
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4.2 Vers une meilleure compréhension de I’histoire évolutive
de Mycobacterium tuberculosis

4.2.1 Introduction

Bien que de nombreux progres aient été réalisés dans la connaissance de la phylogénie
du MTBC grace a de nombreuses études comparant plusieurs centaines ou milliers de
génomes séquencés, il reste encore de nombreuses zones d’ombre que ’augmentation de la
quantité de données analysée devrait nous aider a éliminer. Parmi ces zones d’ombre de la
phylogénie, nous avons choisi d’illustrer dans ce chapitre les cas suivants. Tout d’abord, la
lignée 6 [44] n’a été explorée que récemment par Coscolla et al. [62], mais avec un nombre
restreint d’échantillons (n = 338), n’incluant pas toutes les données actuellement dispo-
nibles et n’incluant pas de groupes externes, de sorte que plusieurs SNPs de classification
manquent de spécificité. La lignée 4 [44, 266], en revanche, a été fortement séquencée mais
est actuellement hétérogene, avec certaines sous-lignées fortement représentées et subdivi-
sées (par exemple 4.1) et d’autres mal caractérisées (4.5 et 4.7). Enfin, aucune sous-lignée
d’Ethiopie L7 [44] n’est actuellement définie.

L’objectif de ce chapitre est d’illustrer ces imperfections et de montrer qu’avec un nou-
vel outil ad hoc, a savoir le TB-annotator précédemment présenté, nous avons les moyens
d’éclaircir ces zones d’ombre, en évaluant la qualité des SNPs actuellement sélectionnés
pour la définition des lignées, et en recherchant de nouveaux clades partageant des carac-
teres exclusifs.

4.2.2 Résultats de TB-annotator, a partir de la version a 15 901 souches

L’analyse de 15 901 souches par notre pipeline a permis de détecter 180 RDs et plus de
300 000 SNPs de bonne qualité. Cette liste contenait les SNPs proposés par Coscolla [44]
pour définir les sous-lignées L6, ceux de Stucki [266] pour les sous-lignées L4, et les SNPs
de Coll [44]. Cela nous a permis de remettre en question la qualité de ces SNPs en fonction
des 15 901 souches. Nous avons également profité de I’occasion pour examiner deux propo-
sitions de caractérisation de lignées plus récentes, celles de Napier [200] et de Freschi [87].

Concernant L6, rappelons d’abord qu’elle a été définie par le SNP C1816587G dans
Coll et al. (2014), mais que I’équipe n’a proposé aucune sous-lignée. Coscolla et ses colla-
borateurs, pour leur part, ont identifié trois sous-lignées, numérotées 6.1, 6.2, 6.3, chacune
ayant a son tour trois sous-lignées. Bien qu’ils aient proposé des SNPs pour les sous-lignées
6.1.1 a 6.3.3, ils n’ont proposé aucun SNP pour L6, ni pour 6.1 & 6.3. Napier et al., quant
a eux, ont proposé 10 nouveaux SNPs pour définir L6, mais n’ont pas retenu celui de Coll.
Ils n’ont également défini aucune sous-lignée. Enfin, Freschi est revenu a la définition de
L6 par Coll (C1816587@G), sans sous-lignée.

Le SNP de Coll pour L6 a été identifié dans 609 souches dans 'outil TB-annotator, et
cette sélection a montré deux variants exclusifs. Cependant, en regardant dans le détail,
les souches sélectionnées par ce SNP comprennent a la fois L6 et L9, voir figure 4.4a.
De notre coté, nous avons trouvé que le SNP G41241A permet de définir exclusivement
L6 (en excluant L9) : il est présent dans 599 souches qui partagent 78 variants exclusifs
(figure 4.4b). En explorant plus en profondeur la proposition de Coscolla, il semble que
6.3.1 soit bien défini, mais pas 6.3.2 et 6.3.3 : le nombre de souches présentant les différents
SNPs, présentés comme spécifiques, varie du simple au double selon le SNP choisi (plusieurs
SNPs sont proposés pour la méme sous-lignée). Concernant le 6.2 de Coscolla, cette sous-
lignée était bien soutenue par TB-annotator mais le SNP de 6.2.2 apparaissait également
sur 6.2.1 et 6.2.3. Des observations similaires ont été faites pour 6.1 : les SNPs de 6.1.1 et
6.1.3 sont bien soutenus par TB-annotator, mais 6.1.2 était mal défini, incluant 2 souches
de 6.1.3. Enfin, dix isolats de 6.1 n’appartiennent a aucune sous-lignée, bien qu’ils semblent
former un clade.

Concernant L7, les définitions de Freschi et Napier correspondent a la définition de Coll
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(a) Le SNP C1816587G de Coll (b) Notre SNP G41241A

FIGURE 4.4 — Le SNP de L6 de Coll englobe a la fois L6 et L9. Comme le montre la
figure de gauche, le SNP proposé par Coll pour définir L6 inclut également des souches
en dessous du clade regroupant tous les L6. Apres analyse plus approfondie, il s’avere que
ces souches inférieures appartiennent a L9. Notre SNP sépare L6 de L9, comme le montre
la figure de droite.

du SNP G1137518A. Cependant, ce SNP n’atteint que 97% d’exclusivité. En revanche, TB-
Annotator a révélé 836 variants qui sont & 100% exclusifs. C’est le cas de G1960C, que
nous proposons comme le meilleur marqueur de L7. De plus, aucune sous-lignée de L7 n’est
actuellement définie, alors que notre interface a mis en évidence qu’au moins 3 sous-lignées
pourraient étre définies. La premiére comprend au moins 10 souches et présente diverses
variants exclusifs, dont T109162C. De méme, G160716A définit un groupe de 18 souches
et G1932863T un groupe d’au moins deux souches. Des études plus approfondies sur la
qualité de ces SNPs et des clades associés sont nécessaires pour confirmer leur pertinence.

Concernant la lignée 4, comme nous l'avons vu, certaines sous-lignées sont bien plus
caractérisées que d’autres. Par exemple, 4.7 n’a aucune sous-lignée dans les phylogénies
actuellement proposées, et Stucki, Freschi, et Napier utilisent tous la définition de Coll
(C4249732A). En utilisant TB-annotator, nous avons d’abord trouvé une meilleure carac-
térisation de 4.7 (C10741G), et de nombreuses sous-lignées semblent pouvoir étre définies
a partir de SNPs. Un schéma potentiel est reproduit dans la figure 4.5, qui nécessitera une
confirmation dans des travaux futurs. Il en va de méme pour 4.5, dont la liste des SNPs
de sous-lignées pourrait étre celle du tableau 4.1.

Clo741G

C493699G 4.7 A15122G
1 4.7.2
G19442C s T24894C T770024G
4711 4712 47.2.1 4.7.2.2
G208520A G6329934 G2T2597A G4A66111A = G174546A C172854G
47111 4.71.1.2 4.7.21.1 47.21.2 47221 4.7.2.2.2

C148025T G67%C
472111 472112
cazarorar T2821433G

4721111 4721112

FIGURE 4.5 — Une proposition de définition des sous-lignées pour L4.7. Cette subdivision
originale de L4.7 en sous-lignées a été obtenue dans TB-annotator en recherchant des
clades significatifs ayant au moins un caractere exclusif.

4.2.3 Discussion

La caractérisation la plus détaillée de la lignée 6 est pour le moment celle proposée par
Coscolla. Les 3 principales sous-lignées qu’ils définissent semblent étre correctes selon notre
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Lignée SNP

451 275523
452 275624
453 212629
454 570543
4511 85961

4512 501530
4513 | 3879070
45131 39725

45132 | 255444
4531 316970
4532 128589
45321 | 4294863
45322 | 1853597
4541 194738
4542 4314

45421 | 384635
45422 | 385778
4543 | 2331267

TABLE 4.1 — SNPs possibles pour une phylogénie de 4.5. Ces SNPs ont été trouvés en
utilisant TB-annotator : pour chaque clade significatif dans ’arbre, nous avons vérifié s’il
existait au moins un caractere exclusif. Si c¢’est le cas, nous avons proposé une définition
de sous-lignée, avec le SNP exclusif comme caractéristique.

étude, ainsi que 'existence de sous-lignées pour 6.1 a 6.3. Cependant, il est regrettable
qu’il n’y ait de caractéristiques que pour le troisieme niveau de classification, et que ni L6
ni 6.1 a 6.3 n’aient de SNP ou liste de SNP de définition.

Avec notre interface, de nombreux candidats (variants exclusifs) apparaissent, comme
C3887907A pour le 6.1, G4393A pour le 6.2, et C98536T pour le 6.3. Ces candidats devront
étre étudiés plus avant pour une meilleure compréhension de L6. De méme, il semble que de
meilleurs SNPs puissent étre définis pour chacune des sous-lignées 6.1.1 a 6.3.3, réduisant
ou éliminant les faux positifs (souches en dehors du clade qui ont tout de méme le SNP)
et les faux négatifs (souches dans le clade sans le SNP). Enfin, il nous semble que ces
sous-lignées peuvent a leur tour étre divisées en sous-lignées, ce qui fera ’objet d’études
futures.

L7, pour sa part, est clairement sous-étudiée. Nous avons vu que le SNP qui la définit
depuis presque dix ans n’est pas optimal. De plus, il semble tout a fait possible de définir
des sous-lignées dans L7, mais cela nécessiterait probablement un plus grand nombre de
génomes pour étre confirmé.

Enfin, nous avons montré que les lignées 4.5 et 4.7 sont actuellement mal caractérisées
(présence de faux positifs et faux négatifs) et mal décomposées (pas de définitions de
sous-lignée), bien que de telles définitions soient tout & fait possibles.

L’objectif du travail de ce chapitre n’était pas de proposer une nouvelle phylogénie,
mais de soulever de nombreux points montrant, d’une part, que les caractérisations ac-
tuelles sont perfectibles, et d’autre part, que nous pouvons probablement aller plus loin
dans la définition de certaines sous-lignées avec de nouveaux outils, tels TB-annotator,
exploitant ’ensemble des données de séquencage actuellement disponibles. Ces amélio-
rations, réalisées par exemple dans [230, 108|, sont rendues possibles par le trés grand
nombre de génomes dont nous disposons désormais, mais nécessitent 1'utilisation de tels
outils ad hoc pour gérer de telles quantités de données et produire les analyses nécessaires
a ces nouvelles définitions.
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4.3 Identification d’une nouvelle lignée : Mycobacterium
africanum lignée 10

4.3.1 Introduction

TB-Annotator a permis d’affiner la connaissance phylogénétique des lignées. Mais il se
pose aussi la question de savoir si toutes les lignées du MTBC ont été découvertes, ou s’il
reste encore des lignées non décrites dans la littérature. Si tel est le cas, ces lignées sont
nécessairement petites et exotiques, compte tenu de la taille des ensembles de données
des derniéres études de référence [87, 200]. A cette fin, nous avons interrogé la plateforme
TB-Annotator, en recherchant tous les génomes qui ne contenaient pas le SNP de référence
pour la lignée 1, ou la lignée 2, etc., et ce pour toutes les lignées connues, humaines ou
animales. Par « SNP de référence», nous entendons les SNPs donnés comme référence dans
la littérature, que nous avons également validés a ’aide de TB-annotator.

Aux génomes résultants de cette requéte, nous avons ajouté des génomes représen-
tants la diversité de chaque lignée connue, pour servir d’arbre de référence et de base de
connaissances pour I'arbre phylogénétique que nous avons ensuite construit et chargé dans
TB-annotator. De longues branches sont apparues, correspondantes a des génomes en de-
hors du complexe MTBC et incorrectement étiquetés M.tuberculosis sur le NCBI. Apres
avoir nettoyé la sélection de ces souches, nous avons construit un deuxieme arbre, que
nous avons a son tour chargé dans TB-annotator. Un certain nombre de souches étaient
proches de la racine, qui, apres investigation, se sont avérées étre des génomes probléma-
tiques (mauvaise qualité, pollution, etc.). Un troisiéme arbre, reconstruit sans ces souches
et ensuite visualisé, a révélé toutes les lignées connues et deux souches clairement séparées
du reste, que nous avons ensuite identifiées comme la nouvelle L10.

Une telle découverte n’a été rendue possible que par une analyse massive de toute
les données de séquencage disponibles publiquement, et par la combinaison de requétes
complexes sur les marqueurs génétiques extraits ainsi que la visualisation de leur lien avec
I’arbre phylogénétique.

Ce chapitre décrit cette lignée nouvellement identifiée et jusqu’a présent rare du com-
plexe Mycobacterium tuberculosis, la 1.10 (proposée), présente en Afrique centrale. Comme
nous le verrons ci-apres, cette lignée est caractérisée par une nouvelle RD, des insertions
[S6110 et 243 SNPs, y compris gyrA G7901T, recN C1920096T et dnaG C2621730T. L10
représente un clade frére de L6, principalement trouvé en Afrique de ’Ouest, et de L9,
spécifiquement en Afrique de ’Est, et révele une piece potentiellement manquante dans
I’histoire évolutive et les migrations de M. africanum. Ces découvertes étendent la diversité
connue de M. africanum en Afrique.

4.3.2 Objectif de I’étude

La vision traditionnelle d’'une diversité restreinte parmi les agents bactériens respon-
sables de la tuberculose humaine et animale est en cours de révision grace a 'utilisation
généralisée du WGS. En plus de Mycobacterium canettii, qui représente des lignées excep-
tionnelles, non clonales et anciennes de bacilles tuberculeux en Afrique de I’Est, plusieurs
lignées jusqu’alors inconnues du complexe M. tuberculosis ont été identifiées en Afrique au
cours de la derniére décennie. La lignée 7 (L7) du complexe M. tuberculosis a été décou-
verte dans la Corne de I’Afrique et la L8 dans la région des Grands Lacs africains [93, 203].
La lignée M. africanum L9 n’a été trouvée qu’a Djibouti et en Somalie. En revanche, deux
autres grandes lignées affiliées a M. africanum, contribuant de maniére significative a la
charge de la tuberculose, L5 et L6, se retrouvent principalement en Afrique de I’Ouest [60].
La voie évolutive reliant I’Afrique de I’Est et de I’Ouest dans I’histoire du bacille reste
floue. Nous décrivons ici une lignée soeur nouvellement identifiée de L6 et L9, associée a
I’Afrique centrale, et discutons des implications pour déterminer 1'histoire évolutive des
lignées apparentées M. africanum L5, L6 et L9.
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4.3.3 La découverte d’une nouvelle lignée

Nous avons utilisé la plateforme TB-Annotator, développée dans le cadre de cette these
pour intégrer les données WGS, provenant cette fois-ci de 102 001 isolats du complexe M.
tuberculosis accessibles dans le domaine public avec le NCBI.

Les SNP provenant d’un ensemble exploratoire de 15 699 isolats, principalement d’ori-
gine africaine, ont été utilisés pour construire un arbre phylogénétique. Notre analyse a
alors permis d’identifier une lignée sceur de M. africanum L6 et L9, se ramifiant entre ces
lignées et la lignée animale Al (La_Al) [60]. La lignée nouvellement identifiée est repré-
sentée par seulement deux génomes : ERR2707158, obtenu a partir d’une souche isolée en
2008 d’un patient résidant a Kinshasa, en République Démocratique du Congo (RDC),
désormais incorporée sous la référence ITM-501386 (CT2008-03226) dans les collections
coordonnées de micro-organismes de I'Institut de Médecine Tropicale (Anvers, Belgique) ;
et ERR2516384, obtenu & partir d’une souche isolée en Belgique en 2013 (V. Mathys,
communication personnelle, e-mail, 5 juillet 2023). Les génomes de cette nouvelle lignée
ne portaient aucun des marqueurs SNPs décrits dans le dernier schéma de classification des
lignées du complexe M. tuberculosis [200] et aucun SNP conférant une résistance connue
aux médicaments.

Pour confirmer la position phylogénétique de ces deux génomes, nous avons identifié les
SNPs de 132 isolats couvrant la diversité génétique et géographique des lignées L5 et L6,
et incluant des représentants de toutes les autres lignées a ’aide du pipeline Genotube (A.
Le Meur, communication personnelle, e-mail, 15 septembre 2023) et TB-Profiler [213]. La
reconstruction phylogénétique résultante a confirmé le regroupement de ERR2707158 et
ERR2516384 dans une branche située entre L6, L9 et la lignée animale La__ A1 (figure 4.6).

Les échantillons nouvellement désignés L.10 partagent 375 SNPs spécifiques avec des
isolats de notre ensemble de 132 échantillons sélectionnés; parmi ceux-ci, 243 SNPs spé-
cifiques n’ont été détectés dans aucun des 102 001 génomes inclus dans TB-Annotator.
Parmi ces SNPs spécifiques, 91 sont synonymes. La distance entre les deux échantillons
d’intérét est de 382 SNPs (SNPs en dehors des régions répétitives, vérifiés manuellement en
cas de discordance entre deux pipelines), beaucoup plus courte que la distance aux autres
échantillons de notre sélection (minimum 1 137 SNPs; moyenne 1 591 + 222 SNPs).

Nous avons ensuite exploré d’autres caractéristiques des génomes pour corroborer les
inférences phylogénétiques basées sur les SNPs. En plus de la délétion RD9 partagée avec la
branche L5/L6 et les lignées associées aux animaux, les deux génomes L10 ne présentaient
pas les délétions RD7, RD8 et RD10 [60]. Cependant, ils ne montraient pas non plus les
délétions RD702 (L6/L9) ou RD713 (L5). En revanche, les deux génomes non classifiés
comportaient une grande délétion spécifique de 9 134 nucléotides (Rv0613c-Rv0622) dans
M. tuberculosis HgzRv (NC_000962.3 :706602-715736), non observée dans aucune autre
lignée. Ce segment incluait le couple de génes toxine/antitoxine vapB29/vapC29. Deux
autres délétions partagées englobent les génes eis et dnaE2, pouvant potentiellement limiter
la capacité d’acquérir une résistance aux aminosides [34] et affecter certaines propriétés
mutationnelles [77] de ces souches M. africanum. Les deux génomes partagent également
4 copies IS6110 a une position unique pour cette lignée. Dans le locus CRISPR des deux
génomes L10, reconstruit a I’aide de CRISPRbuilder-TB [107], nous avons trouvé la méme
absence de spacers 7 et 9 (format spoligotype a 43 spacers), observée dans L6, L9 et
La_ A1l (voir Tableau 4.2), ainsi que I’absence de tous les spacers a partir des spacers 22
(ERR2516384) ou 26 (ERR2707158).

Les caractéristiques génétiques des souches identifiées, combinant une position phylo-
génétique distincte, une distance génétique par rapport a la branche L6/L9 et aux autres
lignées connues de M. tuberculosis, des régions de délétion spécifiques, des insertions IS6710
et des signatures de spoligotype particulieres, nous ont amenés a proposer leur classifica-
tion dans une nouvelle lignée désignée L10. Nous proposons trois SNP synonymes (gyrA
GT901T, recN C1920096T et dnaG C2621730T) en comparaison avec la séquence de réfé-
rence H37Rv NC_000962.3 dans les génes de ménage pour identifier cette nouvelle lignée.
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FiGURE 4.6 — Phylogénie globale de Mycobacterium, incluant les souches nouvellement
identifiées de M. africanum L10 (proposition) (ombrage vert). Nous avons sélectionné
des échantillons de M. africanum présentant la délétion RD9 et dont le pays d’origine est
documenté, puis affiné notre sélection pour ne retenir qu’un représentant unique de chaque
sous-lignée par pays. Cet échantillon représente la diversité génétique et géographique de
M. africanum en Afrique. Pour cette reconstruction phylogénétique, les SNPs ont été
identifiés en comparaison avec un ancétre de M. tuberculosis [46] et réincorporés dans
le génome complet, afin d’éviter les biais dans le modeéle moléculaire ou le recours a la
correction de Lewis. La phylogénie a été enracinée avec M. canettii, qui a ensuite été retiré
pour améliorer la visualisation. Le support bootstrap a été calculé avec 100 réplicats et
est indiqué lorsqu’il est >0,6. Les cercles confirment le large support de presque toutes les
branches, en particulier celles de L10 et de ses branches sceurs. Le point de ramification
de L10 se situe entre L9 et la lignée La_ Al regroupant les bacilles du chimpanzé et du
dassie. La barre d’échelle indique les substitutions nucléotidiques par site.

Pour évaluer la circulation potentielle des souches L10 aux niveaux régional et mondial,
nous avons recherché des motifs similaires de spoligotype dans SITVIT2, qui réunit des
spoligotypes de plus de 110 000 isolats de 131 pays [65]. Nous avons identifié une seule
instance, BEL04200301729, présentant le méme motif de spoligotype que ERR2516384,
représentant peut-étre une troisitme occurrence de L10. A noter que cette souche a été
isolée en République du Congo, un pays voisin de la RDC ou ERR2707158 a été collecté.
Nous avons également examiné les résultats de spoligotypage issus de séquencages de
nouvelle génération, collectés aupres d’environ 1 500 isolats lors d’une enquéte nationale
en RDC en 2016-2017, ciblés avec Deeplex Myc-TB (https ://www.deeplex.com [147])
sans détecter de motif similaire. Ainsi, les bases de données mondiales (TB-Annotator
et SITVIT2) et locales suggerent que les souches L10 sont rares au niveau mondial et
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ID Sourcet No. Spoligotype binary SIT isolation
L10-BEL04200301729 SITVITWEB 1 momo nooooooooooooooooooood - Orph - Republic of
Congo
L10-ERR2516384 TB-Annotator 1 EEEEEEOEOEEEEEEEEEERRO000000000000000000000  Orph Belgiumi
L10-ERR2707158 TB-Annotator 1 EEEEEEOE EEEEEEEEEEEEERERO00000000000000000  Orph DRC
L6_SIT181 SITVITWEB 208 EEEEEECCOEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEsCEsss 181 Gambia
L9 Coscolla 2021 3 EREEEEORORENC0000000000000000000CCeeemcunnn Orph Somalia
L9 Coscolla 2021 1 [ 1] EOR000000000000000CER U Djibouti
L9 _FXX01199901706 SITVITWEB 1 [ 1] EOR0000000000000000eR Orph France
NLD009501731 SITVITWEB 2 EEEEEEOEOEEN000000000000000000000Ceeesceems - Orph  Netherlands
A1_Dassie bacillus TB-Annotator 1 EEEEEEOEOEEEO0EEEER0000000000000000eee00n e s U  South Africa
A1_M. mungi https://mbovis.org, 1 EROEERCRORNC0C00000000000000000000000CEmCeeen SB Botswana
TB-Annotator 1960
A1_chimpanzee Coscolla 2013, 1 EEE0000000000000000000000000000eeeeeeeCec0n U Cote
bacillus TB-Annotator d’lvoire

*L6, L9, and both L10 samples harbor the same losses of spacer 7 and of spacer 9. DRC, Democratic Republic of the Congo; orph, orphan (single
reported occurrence); SIT, spoligotype international type; U, undesignated.

tCoscolla 2021, (3); Coscolla 2013, (12); SITVITWEB, (9); TB-Annotator, G. Senelle, unpub. data,
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.06.12.526393v 1.

FOrigin unknown.

TABLE 4.2 — Motifs de spoligotype des souches nouvellement identifiées de Mycobacterium
africanum L10 (proposition) provenant d’Afrique centrale, comparés aux souches repré-
sentatives des lignées L6, L9 et Al.

probablement restreintes a I’ Afrique centrale, en dehors de quelques diffusions migratoires.
La cartographie de la diversité de M. africanum en Afrique montre qu’en plus de L10,
I’Afrique centrale abrite également une diversité relativement importante de souches L5.

Malgré la rareté de L110, sa position phylogénétique spécifique et sa présence en Afrique
centrale apportent de nouveaux éléments a ’histoire évolutive complexe de M. africanum.
Le scénario le plus probable actuellement favorise I’Afrique de ’Ouest comme lieu d’ori-
gine de tous les variants M. africanum [60]. Ce scénario implique que les ancétres de L5 et
L6 ont migré d’Afrique de ’Est et se sont diversifiés en Afrique de 1’Ouest, tandis que L9
est retourné en Afrique de 'Est. La découverte de .10 en Afrique centrale avec une rami-
fication intermédiaire entre L5 et L6/L9 peut s’inscrire dans ce scénario mais suggere une
migration indépendante de I’Afrique de ’Ouest vers 1’Afrique centrale. Alternativement,
M. africanum pourrait avoir émergé pres de I’Afrique centrale, puis migré vers 'ouest et
I’est. Ce scénario alternatif nécessiterait toutefois un échantillonnage plus important dans
les régions centrales de I’Afrique pour obtenir un soutien réel.

4.3.4 Conclusion

Gréce a 'exploration approfondie des bases de données de séquencage génomique com-
plet et de génotypage, nous avons identifié une lignée rare du complexe M. tuberculosis,
désignée L10 (proposition), présente en Afrique centrale. Cette lignée se caractérise par une
nouvelle région de délétion, des insertions IS6110, et 243 SNP, y compris gyrA G7901T,
recN C1920096T et dnaG C2621730T. L10 représente un clade frére de L6, principale-
ment présent en Afrique de ’Ouest, et de L9, spécifiquement en Afrique de I’Est, révélant
ainsi une piece potentiellement manquante dans I’histoire évolutive et les migrations de
M. africanum. Nos découvertes élargissent de ce fait la diversité connue de M. africanum
en Afrique.



Chapitre 5

Conclusion

5.1 Conclusion générale

L’objectif de ce travail était de proposer une approche globale et a grande échelle pour
I’étude et 'exploitation de la donnée génomique brute disponible sur le MTBC, et ce dans
tout son ensemble et sa finesse. Avec plus de 160 000 séquences de génomes disponibles
publiquement et collectées sur la plateforme du National Center for Biotechnology In-
formation, cette source de données d’une grande richesse restait a analyser. Nous avons
constaté I'absence de standardisation des pipelines d’analyse et le manque de bases de
données pour partager et étudier les données analysées a un niveau mondial. Les outils
ne sont pas, par construction et raison d’étre, spécifiques a M. tuberculosis, ils gagnent
donc en généralité ce qu’ils perdent en spécificité. Nous avons souhaité conserver cette
spécificité, tout en atteignant une nouvelle échelle. Un tel outil, sur une quantité massive
de données n’était pas encore disponible pour les génomes du MTBC.

Dans un premier temps, il s’agissait de répertorier toute la connaissance sur les caracté-
ristiques du génome de la tuberculose que ’'on peut trouver dans la littérature scientifique.
Le développement de TB-Annotator a en effet nécessité de regrouper toutes les connais-
sances existantes sur les différents marqueurs génomiques. Les RD connues ont été collec-
tées manuellement a partir de plus de 20 études, puis organisées et vérifiées. Les SNPs, les
spacers du CRISPR, les séquences d’IS, et toutes les annotations publiquement disponibles
ont été analysées pour leur intégration dans la plateforme. Ces annotations couvrent au
final des informations génomiques, géographiques, phénotypiques, phylogénétiques sur des
dizaines de milliers de souches.

Dans un deuxieéme temps, le pipeline de TB-Annotator a été développé. Il a permis
d’analyser l'intégralité des séquence publiques du MTBC mais aussi de preés de plus de
700 souches privées. Cette analyse a été réalisée en prenant en compte tous les marqueurs
spécifiques principaux du MTBC. Le pipeline possede une structure originale ou chaque
étape de calcul est réutilisée au maximum afin d’augmenter les performances de ’analyse.
La réalisation du pipeline a nécessité la conception de plusieurs nouveaux algorithmes et
méthodes, notamment pour la détection de variations structurales, méthodes qui pourront
étre appliquées a d’autres especes. Les RDs existants et nouveaux, les ISs, I’absence de
geénes sont ainsi détectés avec une méthode unique et précise. Les performances du pipeline
ont permis de réaliser les calculs sur plus de 160 000 séquences pour obtenir apres filtrage
plus de 125 000 séquences analysées, avec tous les marqueurs spécifiques extraits et anno-
tés. Le pipeline a démontré ses capacités a grande échelle, et sa capacité d’uniformisation
de la donnée.

Une fois le pipeline développé et exécuté, nous avons obtenu un ensemble de données a
la méme échelle massive que celle du NCBI mais avec les marqueurs génomiques propres au
MTBC et entierement annotés avec la connaissance actuelle présente dans la littérature.
Ces données sont difficilement exploitables en I’état et son peu informatives dans leur
globalité sans outils adaptés. Comme rappelé en introduction, bien souvent la question
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de l'accessibilité des outils est ignorée. Ces données sont amenées a étre exploitées aussi
bien par des bioinformaticiens que par des biologistes, et ce pour des études allant de la
phylogénie a la résistance aux médicaments. C’est pour cela que dans un troisieme temps,
il a été développé la plateforme d’analyse TB-Annotator. Pour supporter le volume et
la complexité des données, nous avons utilisé une méthode originale ol la donnée est
modélisée de la méme maniere que dans les moteurs de recherche textuels classiques. Les
opérations de recherche textuelles étant peu différentes des opérations que 'on souhaite
effectuer sur les données génomiques. Divers calculs ont été développés sur cette base,
comme le calcul de 'exclusivité qui permet de déterminer rapidement si un marqueur est
propre & un ensemble de souches, ou la recherche de souche similaire grace aux marqueurs
remarquables. Les calculs plus classiques comme le calcul de la matrice des distances
peuvent aussi étre effectués. Toutes ces opérations sont executées en temps réel, c’est a
dire que le résultat arrive seulement quelques secondes apres le début du calcul et ce sur
un interface web facilement accessible. La plateforme permet aussi 'utilisation d’outils
externe. Il est ainsi possible d’exporter des fichiers d’alignement, de réaliser des arbres
phylogénétiques hors de la plateforme, et de les importer a nouveau dans la plateforme
pour pour les explorer avec toute la richesse des données présentes dans TB-Annotator.

Enfin, nous avons montré I'apport de la plateforme avec 3 études dont les découvertes
ont été permises par TB-Annotator.

Dans une premiere étude, TB-Annotator a été utilisé pour I’analyse inaugurale d’un
ensemble de 3 000 séquences extraites aléatoirement du NCBI, qui a abouti a la décou-
verte d’'une sous-lignée Asian Ancestral 5 (AAncb) de la lignée 2. Une analyse ciblée des
marqueurs a permis de catégoriser 190 souches comme appartenant au groupe de la lignée
2 (L2) dite Beijing. Un examen plus approfondi nous a permis d’identifier les différentes
sous-catégories au sein de cette lignée : le Proto-Beijing, ainsi que diverses sous-lignées
L2 Ancestral et Modern. Ces groupes étaient tous identifiables par des SNPs cités dans
la littérature existante, a ’exception d’un petit clade distinct qui ne présentait aucune
mutation indicative de sous-lignées L2 connues. Ce nouveau groupe a été désigné comme

Asian Ancestral 5 (AAnch).

Une seconde étude a exploré différentes zones d’ombre de la phylogénie, en améliorant
la définition des sous-lignées de la lignée 4 et en proposant de nouveaux marqueurs phy-
logénétiques pour la lignée 4, la lignée 6 et la lignée 7. La lignée 4, bien que fortement
séquencée, est hétérogene, avec certaines sous-lignées fortement représentées et subdivi-
sées (par exemple 4.1) et d’autres mal caractérisées (4.5 et 4.7). Cette étude a permis la
définition plus précise des sous-lignées 4.7. Enfin, les capacités de calcul de TB-Annotator
sur l'intégralité des génomes disponibles ont permis d’améliorer la connaissance des mar-
queurs sur les lignées 6 et 7 en proposant des SNPs plus exclusifs et dans des régions ou
le mapping est facilité.

Dans une troisieme étude, TB-Annotator a permis de réaliser une découverte phy-
logénétique importante en identifiant une nouvelle sous-lignée .10 présente en Afrique
centrale a partir de 2 souches sur un ensemble de plus de 125 000 souches disponibles dans
la plateforme. Pour obtenir ce résultat, nous avons recherché dans la plateforme toutes les
souches n’ayant pas de SNPs connus. A ces souches, il a été ajouté des souches représen-
tatives de la diversité du MTBC. Un arbre a été ensuite construit a partir de ces souches,
et a révélé toutes les lignées connues et deux souches clairement séparées du reste, que
nous avons ensuite identifiées comme la nouvelle L.10. L10 représente un clade frere de L6,
principalement trouvé en Afrique de I’Ouest, et de L9, spécifiquement en Afrique de I'Est,
et a rélévé une piece potentiellement manquante dans ’histoire évolutive et les migrations
de M. africanum.

Enfin, les travaux de cette theése ont aussi permis la rédaction de deux chapitres d’ou-
vrages, l'utilisation d’une méthode originale pour I'étude sur la diversité du CRISPR,
ainsi que plusieurs autres articles dont les résultats ont été obtenus par analyse avec la
plateforme TB-Annotator.
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5.2 Le futur de TB-Annotator

De par sa nature, TB-Annotator est en constante évolution. Chaque mois, des centaines
de nouvelles séquences sont déposées sur les bases de données publiques. Le pipeline et
I'indexation étant totalement automatisés, ces nouvelles souches peuvent continuer a étre
intégrées pour les années a venir. Actuellement cette indexation des nouvelles séquences
est réalisée manuellement, une amélioration future pourrait étre d’automatiser ces ajouts,
avec une recherche dans les bases de données publiques a intervalle régulier.

L’ajout de nouvelles souches concerne aussi les séquences non publiques. Actuellement
cette intégration est réalisée manuellement, avec I'attribution manuelle d’un numéro de
séquence pour chaque nouvelle souche. Une amélioration, sur laquelle nous travaillons ac-
tuellement, est de rendre possible I'ajout de souches directement depuis la plateforme.
Ainsi, chacun pourra ajouter une souche pour analyse et visualiser les résultats sur la
plateforme. Cette fonctionnalité n’est pas triviale a implémenter car elle souleve de nom-
breuses questions. Tout d’abord la confidentialité des données ajoutées, il est nécessaire
de mettre en place un mécanisme afin de filtrer les souches privées et qu’elles ne soient pas
visibles publiquement sur la plateforme. Ensuite, ’ajout de souche peut créer une pollution
de la base de données, par exemple avec des données de mauvaise qualité. Si les souches
privées ne sont pas mélangées aux souches publiques, il reste néanmoins la question de la
charge de calcul des souches de mauvaise qualité. Un probléme qui peut étre résolu grace
aux filtres existants. Pour finir, il est nécessaire d’ouvrir les serveurs de calcul au public
et d’intégrer des mécanismes de gestion de ces données massives et de répartition de la
charge de calcul.

Avec l'ajout de nouvelles souches vient aussi ’ajout de nouvelles références. Cette
fonctionnalité est déja implémentée dans TB-Annotator mais encore sous-exploitée. Ac-
tuellement Mycobacterium leprae, avec la référence NC_002677.1, a été ajouté avec environ
300 souches. Il serait aussi intéressant d’ajouter d’autres références de Mycobacterium tu-
berculosis, mais de par le volume de données, cette opération est longue et couteuse.

TB-Annotator possede la capacité de recalculer partiellement les données. Cette fonc-
tionnalité est utile pour, par exemple, améliorer les algorithmes utilisés. On peut imagi-
ner plusieurs axes d’amélioration des algorithmes. Par exemple, une meilleure gestion du
CRISPR avec I'affichage des fragments en plus du spoligotype. Il est aussi possible d’amé-
liorer les capacités de recherche avec de nouveaux calculs, par exemple pour rechercher
toutes les souches épidémiologiquement liées a une souche. Avec un développement du sé-
quencage plus important cela permettrait de réaliser un suivi épidémiologique automatisé.
Enfin, les données actuellement présentes du TB-Annotator sont uniquement des données
génomiques. La richesse de la littérature scientifique sur le MTBC reste encore inexploitée.
Dans la section suivante, nous proposons des perspectives sur I’exploitation de ces données
ainsi que des méthodes pour la mettre en ceuvre.

5.3 Perspectives sur 'unification de la donnée génomique
et de la connaissance scientifique associée a 1’aide de
recherche sémantique et de modeles génératifs

La plateforme TB-Annotator a permis d’unifier et centraliser I'intégralité de la connais-
sance génomique disponible sur le MTBC. La donnée génomique est analysée pour déter-
miner des marqueurs génétiques bruts, puis elle est enrichie de maniere statique. Cet
enrichissement de I'information est dit statique car pour chaque marqueur génétique, les
associations possibles a des métadonnées connues ont été manuellement préparées. Si 'on
prend 'exemple de la résistance aux médicaments, cette résistance est fréquemment asso-
ciée a un marqueur comme les SNPs. Cette association est décrite dans toute la richesse de
la publication scientifique sur le sujet. On a donc manuellement extrait cette connaissance
afin de déterminer I’ensemble des SNPs qui se trouvent étre des marqueurs de résistance,
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et cette information est ensuite utilisée pour I'annotation des données génomiques. On
peut ainsi déterminer si une souche donnée présente une résistance aux médicaments.

La résistance aux médicaments est tres étudiée et de nombreuses listes faisant ['asso-
ciation avec des marqueurs génomiques existent (TBDB [223] et WHO [302]). Si ’on prend
par contre la résistance phénotypique d’une souche, cette donnée est souvent absente et
quand elle est présente, elle ’est uniquement dans les articles associés aux données de
séquencage publiées. Lorsqu'un BioProjet est publié sur le NCBI, il contient un ensemble
de données de séquencage ainsi que, bien souvent, un article accompagnant ces données. Si
lors du BioProjet, la résistance phénotypique des souches a été déterminée, I'information
se trouvera bien souvent de maniere non structurée dans ’article ou dans les fichiers sup-
plémentaires. Le NCBI permet bien d’annoter les séquences publiées, mais ces annotations
sont souvent manquantes. La résistance phénotypique est seulement un exemple du type
de données que l'on peut retrouver dans les articles publiés, on y trouve aussi parfois le
résultat d’analyses réalisées in vitro, pour déterminer par exemple le CRISPR.

On constate que l'extraction de la mine d’information contenue dans les publications
scientifiques permettrait de créer sur TB-Annotator le lien entre 'information génomique
brute, les marqueurs génétiques déterminés in silico, les caractéristiques phénotypiques
et les caractéristiques génomiques déterminées in wvitro. L’information in wvitro viendrait
alors aider a tester et améliorer les algorithmes in silico tout en enrichissant la base de
données de nouvelles métadonnées. Et les caractéristiques phénotypiques permettraient de
découvrir de nouvelles associations entre marqueurs génétiques déterminés in silico et leur
impact phénotypique.

Les BioProjets associant déja les articles aux séquences, pour une séquence donnée il
est possible de facilement déterminer ou est I'article associé et ou sont ces informations
qui pourraient étre extraites pour servir de métadonnées. Cette approche nécessite tout
de méme d’analyser des milliers d’articles, se pose alors la problématique de cibler les ar-
ticles susceptibles de contenir des métadonnées pertinentes. Et, de maniére plus générale,
dans la masse d’information dont nous disposons, rédigée dans un langage avec un voca-
bulaire spécifique, il n’est pas trivial de trouver une information pertinente ou d’associer
I'information issue de multiples articles.

Ce travail d’extraction de l'information contenue dans la publication scientifique est
possible manuellement, et c’est ce qui a été réalisé pour le développement de TB-Annotator.
C’est une extraction tres consommatrice de temps, souvent incomplete, et il est nécessaire
de la réaliser en continu, la publication scientifique étant en évolution permanente. Ce tra-
vail permet cependant d’obtenir des résultats tres fiables qui sont plus difficiles & obtenir
avec des méthodes automatisées.

L’avenement des IA génératives ouvre la voie & de nouvelles méthodes d’exploitation
de la donnée textuelle. L’extraction d’informations issues d’un texte non structuré devient
réalisable a une large échelle et avec une fiabilité jamais atteinte jusqu’a maintenant. Dans
cette section, nous explorons la possibilité d’exploiter ces technologies afin d’unifier la
donnée génomique de TB-Annotator avec la richesse de la publication scientifique sur le
MTBC.

IA générative et texte non structuré

L’intelligence artificielle générative fait référence a une classe d’algorithmes qui ap-
prennent, a partir d’un large corpus de données, a créer de nouveaux contenus sous di-
verses formes, y compris du texte, des images, des vidéos et de 'audio. Ces algorithmes
ont démontré leur capacité a répondre & des requétes complexes et a accomplir diverses
taches telles que la rédaction d’essais, la réalisation de revues de littérature, le résumé,
Pextraction d’informations, etc. La performance de ces large language models (LLMs) dé-
pend de la nature du probléme, de 'architecture du modele et de la qualité des données
sur lesquelles les algorithmes sont entrainés.

Parmi ces modeles, on retrouve les modeles Générative Pre-trained Transformers (GPTs)
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fortement popularisés par les avancées de OpenAl apres le lancement de ChatGPT en no-
vembre 2022. ChatGPT est un agent conversationnel utilisant 'intelligence artificielle gé-
nérative pour effectuer de nombreuses taches. Cette implémentation est particulierement
intéressante, car elle offre un niveau de performance tres élevé par rapport aux autres
modeles disponibles, et ce sur une tres large variété de taches [36].

On peut noter deux composantes essentielles des modeles GPT. La premiere est ’ar-
chitecture transformer, qui utilise le mécanisme d’attention, popularisée par la publication
par les équipes de Google d’un article désormais bien connu de 2017, intitulé « Attention
Is All You Need» [289]. L’attention permet au LLM d’accéder de maniere sélective a 1’en-
semble de 'information des données textuelles en entrée, en appliquant différents degrés
d’importance, ou poids, aux informations. La seconde composante concerne la méthode
d’entrainement. Jusqu’en 2017, les modeles les plus performants utilisaient principalement
I’apprentissage supervisé a partir de données étiquetées manuellement. Il y avait donc un
travail trés conséquent de la préparation de la donnée et la quantité de données était
limitée. En 2018, OpenAl introduit le premier modele GPT, ot un apprentissage auto-
supervisé est utilisé. L’apprentissage commence par une étape de pretraining ou le modele
est simplement entrainé a prédire le token suivant dans un paragraphe (un token étant
un fragment de mot). Cet entrainement, qui ne nécessite pas de données annotées, per-
met d’utiliser une masse d’information disponible publiquement, ou le modele apprend a
prédire le token suivant sur un grand nombre de textes. Le modeéle accumule alors des
connaissances basiques comme la structure des phrases pour une langue donnée, mais
aussi des connaissances générales sur le monde [219]. Aprés cet entrainement vient une
étape dite de finetuning, ou le modele est ajusté pour une tache donnée. Par exemple, un
apprentissage supervisé peut étre utilisé pour obtenir des réponses selon un format ou un
style particulier. On peut aussi utiliser un apprentissage par renforcement pour rendre le
modele plus aligné avec les attentes d’un utilisateur [207].

Au fil des évolutions, I'TA générative a atteint des capacités générales permettant d’ef-
fectuer toute sorte de téches a partir de données textuelles non structurées, et notamment
de structurer la donnée textuelle. Par I’apprentissage de formats de sérialisation comme le
JSON;, les LLM génératifs peuvent générer des structures de données simplement déséria-
lisables. Le LLM, avec des capacités générales, personnalise sont comportement a ’aide de
«promptsy, c’est-a-dire d’instructions qui sont données avec le texte en entrée du modéle.
Le comportement peut aussi étre personnalisé en forcant certains tokens dans la réponse,
pour par exemple garantir une donnée structurée valide. Un LLM tel que ChatGPT est
capable, a partir de paragraphes d’une publication scientifique, de ses annexes et d’un
prompt adapté, d’extraire sous forme structurée toutes les métadonnées concernant une
souche.

Ce qui était auparavant un probleme difficile devient trivial. Cependant la fonctionna-
lité d’TA générative agit en étape finale. A partir d’un texte relativement court, on obtient
une donnée structurée. Dans notre cas les publications sont constituées de dizaines de
pages, et les publications se comptent en dizaines de milliers. Le challenge n’est donc pas
dans I'extraction de I'information mais dans sa recherche dans un corpus de grande taille.
La aussi I'TA générative a permis de grandes avancées. La recherche de la donnée permet
aussi d’autres applications. Par exemple, 'approche appelée Retrieval Augmented Gene-
ration (RAG) combine une recherche de texte et une analyse réalisée avec un LLM, ce
qui permet a ce dernier d’utiliser des connaissances déterminées et factuelles, et non ses
capacités de réponse générales.

IA générative et recherche sémantique

La recherche sémantique désigne une recherche basée sur le sens des mots, par op-
position a la recherche lexicale ou le moteur de recherche cherche des correspondances
littérales des mots de la requéte ou de leurs variantes, sans compréhension du sens global
de la requéte. Via les approches deep learning, les modeles peuvent apprendre des repré-
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sentations de requétes et de documents a partir de données étiquetées, ou les requétes et
les documents sont transformés en vecteurs de faible dimension (appelés vecteurs denses
ou embeddings) dans l'espace de représentation latent. De cette maniére, la pertinence
peut étre mesurée en fonction de la similarité sémantique entre les vecteurs denses.

Le principe du dense retrieval est de modéliser 'interaction sémantique entre les re-
quétes et les textes en se basant sur les représentations apprises dans ’espace sémantique
latent. Il existe deux architectures principales pour la récupération dense, le cross-encodeur
et le dual-encodeur.

Cross-encodeur Le cross-encodeur considere une paire requéte-texte comme une phrase
entiere. Le texte en entrée du cross-encodeur est la concaténation d’une requéte et d’un
texte, séparés par un symbole spécial [SEP]. Ensuite, la séquence requéte-texte est in-
troduite dans le cross encodeur pour modéliser I'interaction sémantique entre n’importe
quels deux tokens de la séquence d’entrée. 1l existe différentes stratégies pour obtenir une
représentation unique sous forme de vecteur de la séquence requéte-texte. En sortie du
cross-encodeur on peut placer un classifieur pour obtenir un score entre 0 et 1, qui cor-
respond a une logique apprise par le modele. Par exemple, un score entre 0 et 1 pour
déterminer si le texte répond bien a la requéte. Nous avons donc un modele qui, a partir
d’une paire requéte-texte, nous permet d’obtenir un score de pertinence.

Prenons 'exemple d’une question utilisateur et d’une base de données contenant N
fragments de texte pouvant étre une réponse ou non a la question. Nous pouvons créer
ainsi N paires de textes pour obtenir le score de chaque paire, ces scores permettent ensuite
de trier les fragments de texte et d’obtenir le fragment le plus pertinent. On constate une
limitation des cross-encodeurs, pour N tres grand le temps de calcul serait tres important,
car chaque requéte impliquerait de comparer toutes les paires de textes. Cependant, il
est reconnu que le cross-encodeur est capable d’apprendre des informations d’interaction
sémantique plus fines pour une paire requéte-texte. Et il est largement reconnu que le
cross-encodeur est plus performant pour déterminer la pertinence d’une paire requéte-
texte [309)].

Dual-encodeur Les dual-encodeurs adoptent une approche différente avec 1'utilisation
de deux modeles. 11 existe de nombreuses variations de cette architecture mais nous abor-
derons la plus simple. Un dual-encodeur basique apprend d’abord des représentations
sémantiques pour la requéte et le texte avec deux encodeurs séparés, query embedding et
text embedding, au lieu d’un seul modeéle comme pour le cross-encodeur. Le score entre les
deux représentations est ensuite calculé en utilisant une fonction (par exemple, la simi-
larité cosinus ou le produit scalaire). On constate que les dual-encodeurs sont beaucoup
plus efficients et flexibles. Il est possible de recalculer les représentations des textes, ainsi
seule une opération (I’embedding de la requéte) est nécessaire a chaque recherche. Ensuite
un indexe spécialisé, comme le hierarchical navigable small world (HNSW), vient exécuter
la fonction de similarité sur toutes les paires de manieres approximative et optimisée. Un
tradeoff est ainsi effectué entre la précision et la vitesse de calcul.

Recherche en plusieurs phases Les architectures cross-encodeur et dual-encodeur ont
respectivement des avantages et des inconvénients. Dans la pratique ces deux architectures
sont souvent utilisées conjointement dans les systemes de recherche sémantique. Le dual-
encodeur est utilisé dans une premiére phase pour filtrer les résultats a grande échelle,
et le cross-encodeur vient ensuite trier les résultats. Le cross-encodeur est alors souvent
I'implémentation d’'un «reranker». Lors du training, le cross-encodeur peut aussi étre uti-
lisé pour améliorer le dual-encodeur, c’est une forme de «distillation» de la connaissance
capturée par le cross-encodeur.

La recherche lexicale est aussi complémentaire, les modeles sémantiques ayant des
difficultés pour recherche des termes précis, car seul le sens de la requéte et des textes est
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capturé par le modele.

Entrainement de modeéles sémantiques L’entrainement du cross-encodeur et du
dual-encodeur est 1’étape la plus délicate car elle nécessite des données pour effectuer
I’apprentissage, et distinguer les passages pertinents et non pertinents pour une méme
question. Bien souvent, les données de qualité sont manquantes, particulierement dans les
domaines ot le volume de recherche est faible. Il n’est par exemple pas possible d’amélio-
rer les performances du modele en s’aidant des actions de I'utilisateur comme les liens les
plus cliqués dans la page de résultat ou des sondages pour évaluer positivement ou non un
résultat.

On peut distinguer deux phases dans I’apprentissage. Une phase de «pretrain» du mo-
dele et une phase de «fine-tune», on appelle ce paradigme «pretrain then fine-tune». Ce
principe consiste a entrainer un modele sur une grande quantité de textes non annoté, puis
dans une seconde phase, entrainer le modele sur une tache spécifique. Le «pretrain» s’ef-
fectue sur des données textuelles générales a grande échelle, le modele peut ainsi encoder
de grandes quantités de connaissances sémantiques, ce qui lui confére une capacité amé-
liorée a représenter la sémantique du contenu textuel. Par exemple, le training de BERT
est selon 'objectif «Masked Language Modeling». Sur un grand nombre de phrases issues
de sources publiques, un token est remplacé par le token [MASK]. L’objectif est alors que
la distribution de probabilité en sortie du modeéle maximise la probabilité de prédiction
du token masqué. Pour effectuer un tel entrainement, aucune annotation n’est nécessaire,
I’entrainement peut étre donc effectué a tres grande échelle.

La seconde phase, de «fine-tune», est plus délicate car elle s’effectue dans le domaine
sémantique de la tache et nécessite des données adaptées a la tache a réaliser. Il est coliteux
d’acquérir des données d’entrainement a grande échelle pour des questions-réponses dans
un domaine précis. MSMARCO et Natural Questions [155] sont les deux plus grands
ensembles de données de training pour les questions-réponses générales. Ils ont été créés a
partir de moteurs de recherche commerciaux et contiennent respectivement 516 000 et 300
000 questions annotées. Cela reste insuffisant pour couvrir tous les sujets des questions
posées par les utilisateurs aux moteurs de recherche [215].

Lors de la création d’un ensemble de données d’entralnement, il est nécessaire de
constituer des paires de «positifs» et des paires de «négatifs». Il s’agit de paires question-
texte ol le texte est une réponse a la question, et de paires question-texte ou le texte n’est
pas une réponse correcte a la question. L’objectif est bien entendu que le modele apprenne
a associer les textes pertinents aux questions avec des exemples de textes pertinents et des
exemples de textes non pertinents. La sélection des négatifs est une étape fondamentale lors
du training et a une grande influence sur la qualité des résultats. La quantité de négatifs
et la qualité des négatifs sont deux facteurs clés. Par exemple, les «hard negatives» sont
des négatifs sémantiquement trés proches mais qui ne sont pas pertinents, ils sont donc
particulierement informatifs pour I’apprentissage de la tache par le modele. L’entrainement
des dual-encodeurs étant nettement plus indirecte que celui des cross-encodeurs, de par la
présence de deux modeles, 'apprentissage est d’autant plus difficile. On peut donc utiliser
la «distillation» de la connaissance capturée par le cross-encodeur, pour améliorer les
données d’entrainement du dual-encodeur.

RocketQA [215] est un exemple d’approche combinant ces différentes techniques dans
un pipeline d’entrainement avancé. Cette méthode utilise une organisation lors du training
pour augmenter le nombre de négatifs de maniére efficiente pour la mémoire («cross-batch
negatives»). D’autre part, RocketQA met en place une stratégie afin de maximiser les
hard negatives. 11 est trés facile de trouver des négatifs pour une question, par exemple
en prenant les positifs d’autres questions, il est beaucoup moins facile de trouver des hard
negatives. Une approche est de prendre comme négatifs les meilleurs passages déterminés
par un autre retriver comme un lexical par exemple. Mais le risque avec cette méthode
est de sélectionner des faux négatifs, et ainsi réduire les performances du modele. Ici,
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RocketQA utilise le cross-encodeur, qui est beaucoup plus simple & entrainer avec des
données de mauvaise qualité, pour enlever les passages qui pourraient étre des faux négatifs.
Cette méthode est appelée «Denoised Hard Negatives». Enfin, RocketQA utilise le cross
encodeur pour annoter de nouvelles paires non annotées et ainsi augmenter les données
d’entrainement. Toutes ces méthodes produisent de bons résultats mais nécessitent tout de
méme un ensemble de données annotées au départ, ces méthodes permettent donc surtout
de tirer parti au maximum des données mais la tache reste complexe et cotiteuse.

LLM pour ’entrainement de modéles sémantiques Les LLM génératifs démontrent
des performances inégalées dans une grande variété de taches. L’arrivée de ces modeéles a
bouleversé le domaine de la recherche sémantique. En effet, ces modeles peuvent aider a
réaliser la tache la plus complexe lors de ’entrainement de modeles, qui est la constitution
des données d’entrainement annotées. Les LLM génératifs sont a la fois coliteux et peu
efficients, donc c’est la combinaison avec les architectures classiques telles que décrites
précédemment qui permettent d’exploiter leur performances a grande échelle.

On peut distingue deux grandes méthodes exploitants les LLM génératifs : la géné-
ration de données synthétiques et la génération de classement. La génération de données
synthétiques permet par exemple, avec seulement un corpus de texte, de générer des ques-
tions correspondants a des fragments de texte et ainsi produire des paires annotées. Il n’est
alors plus nécessaire d’avoir au préalable un ensemble de données de questions. La géné-
ration de classement permet a partir d’une question, et d’un petit ensemble de fragments
textes, de classer les fragments par ordre de pertinence. Ces deux taches sont excessive-
ment coliteuses a réaliser en temps normal, mais avec des LLM tels que ChatGPT, le
colit est réduit a quelques milliers d’euros. Ces approches reviennent en réalité a distiller
la connaissance d’un modeéle tres large et cofiteux dans un modele efficient comme un
dual-encodeur, en générant un ensemble de données annotées.

L’implémentation de la génération de données synthétiques peut se faire de diverses
manieres. Il est possible de générer des questions & partir de passages pour constituer
des données d’entrainement. Mais il est aussi possible de reformuler les questions utili-
sateur avec le LLM. Les données d’entrées du modele sont ainsi alignées avec celles vue
au training. Les données synthétiques sont générées a ’aide de prompting, c’est-a-dire en
trouvant les instructions pour le LLM qui produisent les meilleurs résultats. C’est une
étape longue, mais une fois les instructions créées il est possible de générer une quantité
massive de données d’entrainement.

Les LLM génératifs offrent des possibilités d’annotation trés avancées, qui vont au-dela
des annotations que l’on peut trouver sur des données de moteur de recherche commer-
ciaux comme MSMARCO. On peut distinguer 3 catégories d’instuctions [267]. L’approche
«pointwise» consiste pour une paire question-passage, a demander au LLM de répondre
par oui ou par non si le passage est pertinent. L’approche «pairwise» demande au LLM
de classer deux passages pour une question, il s’agit donc de déterminer le passage le
plus pertinent. Cela permet de déterminer un classement et un score de pertinence pour
chaque paire question-passage. Pour finir, dans I’approche «listwise», on demande au LLM
de classer toute une liste de résultats pour une question donnée. Ces approches sont exé-
cutées sur de courtes listes de résultats obtenues a ’aide d’une autre approche, comme
une recherche lexicale par exemple.

Conclusion

Les LLM génératifs ouvrent la voie a des modeles de recherche sémantique entrainés
dans des domaines spécifiques, & moindre cofit, et avec des performances a ce jour inégalées.
La combinaison de ces modeles avec le LLM génératif permet de synthétiser et restructurer
I'information la plus pertinente sur un sujet donné.

Toutes ces techniques ouvrent ainsi la voie & la création de nouveaux ensembles de
métadonnées issus de décennies de publication scientifique. Associer ces données a l’en-
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semble des données génomiques de TB-Annotator permettra d’unifier la connaissance sur
le MTBC et de servir de source de connaissance pour le suivi et la compréhension du
MTBC.
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Abstract

Tuberculosis continues to be one of the most threatening bacterial diseases in
the world. However, we currently have more than 160,000 Short Read Archives
(SRAs) of Mycobacterium tuberculosis complex. Such a large amount of data
should help to the understanding and the fight against this bacterium. To accom-
plish this, it would be necessary to thoroughly and comprehensively examine this
significant mass of data. This is what TB-Annotator proposes to do, combining a
database containing all the diversity of these 160,000 SRAs (at least, SRAs with a
reasonable read size and quality), and a fully featured analysis platform to explore
and query such a large amount of data. The objective of this article is to present
this platform centered on the key notion of exclusivity, to show its numerous capac-
ities (detection of single nucleotide variants, insertion sequences, deletion regions,
spoligotyping, etc.) and its general functioning. We will compare TB-Annotator
to existing tools for the study of tuberculosis, and show that its objectives are
original and have no equivalent at present. The database on which it is based will
be presented, with the numerous advanced search queries and screening capacities
it offers, and the interest and originality of its phylogenetic tree navigation inter-
face will be detailed. We will end this article with examples of the achievements
made possible by the TB-Annotator, followed by avenues for future improvement.

1 Introduction

Tuberculosis remains the most common cause of death from a single infectious bac-
terium. The World Health Organization’s End TB Strategy targets to reduce TB deaths
by 95% and to cut new cases by 90% between 2015 and 2035 [1]. An estimated 6.4 mil-
lion tuberculosis (TB) cases and 1.6 million deaths have occurred in 2021, compared
to 5.8 million TB cases and 1.5 million deaths in 2020 worldwide: the eradication of
this disease does not seem to be within reach. Tuberculosis has been decimating hu-
manity since antiquity [2]. Its infectious agent was identified by Robert Koch in 1882,
and it was later called the Mycobacterium tuberculosis bacillus. Since the discovery of
Calmette and Guérin’s biliary vaccine in the early 20th century and the one of antibi-
otics shortly thereafter, one of the most promising advances has undoubtedly been the
complete sequencing of the bacterium’s genome in 1998 [3]. Since then, its sequence
has been constantly studied, which has allowed to lift the veil on the complexity of its
evolution.
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Thanks to genomic studies, it has been shown that tuberculosis in humans is mainly
caused by the members of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC). Mycobac-
terium tuberculosis sensu stricto includes 5 lineages: L1 (Indo-Oceanic or EAI), L2
(East-Asian or Beijing), L3 (East-African-Indian or CAS), L4 (Euro-American), and L7
(Ethiopia). Mycobacterium africanum includes two other lineages: L5 (West African
1) and L6 (West African 2) [4]. More recently, two new lineages, namely the L8 [5] re-
stricted to the African Great Lakes region and the L9 [6], have been described. Genomic
studies have also allowed significant progress to be made in terms of the mechanisms
at the origin of its virulence, as well as those explaining the increasing resistance to
antibiotics [7,8].

The cost of sequencing has also dropped dramatically over the past 25 years, making
the acquisition of new sequences common and affordable. Whole Genome Sequencing
(WGS) technologies also referred to as Next Generation Sequencing data (NGS) have
made it possible to collect more than 160,000 MTBC genome sequences publicly avail-
able on the NCBI SRA database [9], the well known repository for high-throughput
sequencing data. Such database provides an essential source of information for the
study of the evolution of tuberculosis, but tools are obviously lacking to fully exploit
it. The objective of our new platform is not to offer yet another pipeline method that
does more or less what is already being done but do propose a new paradigm in systems
biology of tuberculosis. Its justification comes from the following facts.

First of all, as detailed in Section 3.1, existing tools mainly focus on specific subjects
like resistance prediction and genotyping of bacterial isolates. Their aim is not to
provide a global and complete approach based on all available SRAs, but something
specific on data provided by the user. For instance, some pipelines have been developed
to predict potential drug-resistance, like the acknowledged and widely used TB-profiler
and/or Phyresse [10,11], Indeed, such pipelines do not have tools to explore and analyse
genomic characteristics at a large scale. They usually focus on one type of markers, see
Sect. 3.1. They may be poorly equipped with global analytic tools. Some pipelines use
a whole bunch of tools, difficult to maintain, difficult to run, and does not allow to scale
to the whole MTBC genomes.

As will be seen in Section 3.1, a number of tools are not, by construction and reason
to be, specific to M. tuberculosis. They therefore gain in generality what they lose in
specificity. If they can be applied in a non-specific way to a variety of bacteria, they
conversely cannot take advantage of decades of specific knowledge accumulated about
the genomic characteristics of the MTBC genomes. In a more subtle way, each pipeline
produces different results in incompatible format which makes the construction of a
global analysis pipeline, integrating several complementary tools, rather complicated
to achieve. In the same vein, it is frequently difficult to compare private strains with
already publicly available genomes. To sum up, to set up fully integrated workflows
from scratch, that allow an accurate and meaningful analysis of NGS data from clinical
MTBC strains, still requires programming expertise, and trained bioinformatics staff.
This constrains the application of MTBC NGS analysis to specialized laboratories, leads
to a large diversity of analysis pipelines with group-specific solutions that seriously
complicates standardized comparison of results.

This explains why we developed the TB-Annotator database, that contains infor-
mations on raw phylogenetical markers and annotations. It implements information
retrieval methods used for text datasets, which have been proven useful for large-scale
corpora. This database is at the same massive scale as the SRA one, and it integrates
most of known genomic characteristics of MTBC genomes (lineage markers definitions,
regions of difference, insertion sequences...). As such, it is the largest pre-analyzed
database specific to the Mycobacterium tuberculosis complex. Moreover, this database
comes with an ergonomic and original interface, allowing to make complex and advanced
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queries or to create complex filters, and to investigate with a yet unachieved depth, any
specific phylogenetic tree of your choice. As will be seen below, TB-annotator has
already allowed us to revisit a certain amount of knowledge on two lineages of tuber-
culosis [12,13]. While access is currently restricted (interested readers can apply to the
authors for access), it is intended to become public soon.

To the best of our knowledge, such a platform that would process massive amount
of data is not yet available for Mycobacterium tuberculosis complex genomes. Con-
cretely, this large amount of still unexploited spatio-temporal genomic diversity data
could constitute in a near future a gold-mine of a yet hidden knowledge, that would
allow to perform a kind of archeological dive into the past of specific infectious diseases
history. With more than 160,000 SRA available, and constantly updated, the field is
quite mature, and part of the work will consist in being able to discriminate what are
the information that will really improve our global understanding of the tuberculosis
pandemia, from the data that will be either useless or contribute to the well-known
overlearning process. By doing so, one of the final aim of this evolving project could
be to design for tuberculosis a similar project than the one that was launched just
before the Covid-19 sanitary crisis, whose ambition was to perform real-time tracking
of pathogens [14], or even to more ambitiously create a platform that would allow to
perform deep-learning for an improved characterization, diagnostic or treatment of TB
diseases applied to patient or communities, in relation to genomic data analysis.

The rest of this article is structured as follows. In the following section, we present
TB-Annotator in detail, both in terms of the database and its interface. We discuss its
originality in Section 3, showing that its objectives are different from the tools currently
used by the community. Examples of its implementation are also given in this section,
for illustration purposes. This article ends with a perspective, in which the interest of
the TB-annotator is recalled, with new studies that we wish to carry out or are currently
in progress.

2 TB-annotator description

TB-Annotator is made up of two main components. First the pipeline which massively
analyse all MTBC publicly available genome. And second, the analysis platform to
explore and search this data.

2.1 Pipeline architecture

First of all, the pipeline uses Snakemake [15] as the execution engine. Snakemake is
designed to build reproductible and scalable data pipeline by leveraging a declarative
workflow definition and modern execution platforms such as cloud (for example see
Kubernetes [16]). This workflow engine was selected over cloud native workflow engines
such as Argo Workflows [17] for its ease of use, ease of deployment on personal desktops,
and the facilitated integration with common bioinformatics tools.

The pipeline starts with a list of accession numbers provided by the user. Sequences
are then downloaded from Sequence Read Archive (SRA) [18], with fastq-dump, as
paired-end or single-end FASTQ files. This first step of the pipeline is throttled to reduce
the number of simultaneous connections to the NCBI. FASTQ files contain sequencing
reads with the sequence and a quality score for each base, the PHRED score [19]. These
scores are used in the reads pre-processing and mapping steps to assess the reads quality,
therefore FASTQ is the only supported input format.

For non-publicly available sequences, the pipeline accepts compressed FASTQ files.
As a convention, sequences from private sources are given a custom identification number
starting with the prefix CUS (for example CUS000001). The pipeline is preconfigured
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Fig 1. Graph visualization

to detect this naming scheme, and to analyse C'US sequences at the same time as SRA
sequences.

The pipeline DAG (directed acyclic graph) and computations are organized to max-
imize data reuse and incremental enhancements. It allows to perform new analyses and
computations without doing again costly steps like SRA download.

2.2 Read preparation

Genome coverage is estimated based on the number of reads in the FASTQ file. To
ensure the speed of the pipeline remains constant, the FASTQ file is randomly down-
sampled to a configurable estimated genome coverage using SeqKit [20].

Fastp [21], an all-in-one and high performance tool, is used for quality control on
the reads and to pre-process them. In the pre-processing part, the adapters used in
library preparation process during sequencing are trimmed. Low quality bases at ends
of reads are cut and reads with too many low quality bases are removed. For paired-end
reads that are overlapping, they are corrected based on quality score if they are not a
perfect reverse-complement. Some advanced corrections are also performed like polyG
trimming and UMI preprocessing [22].

Following the read quality control and pre-processing, a report is outputted in html
and json formats. The report contains informations and statistics about the different
parts of the reads filtered, base contents, and duplication rates. This report can be used
to evaluate the sequencing process, and detect problems like contaminated reads, base
content biases and over-represented sequences. Original FASTQ files are removed after
this process to reduce disk space usage.
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Processed reads are mapped on a reference genome (NC_000962.3 by default) using
BWA-MEM [23]. BWA-MEM is one of the fastest mapper [24], while being close to
Novoalign in terms of accuracy [25]. Duplicate reads are marked using SAMTOOLS [26]
for the next tools in the pipeline, including freebayes, to prevent bias in the variant
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calling due to PCR duplicates that might cause the algorithm to identify an error
during the amplification as a true variant [27].

The sequence alignment is saved in CRAM format, a compressed format based on
the reference sequence [28]. The resulting file is small enough to be kept on hard drive
at low cost, and to be able to perform further analysis or to execute an updated pipeline
in the future without executing the download and pre-processing step a second time.
This optimization is made possible thanks to Snakemake ability to continue partially
executed workflows. The computing time is decreased by using the sequence alignment
as a basis for all the subsequent steps of the pipeline, instead of executing analysis on
raw reads.

Finally statistics are computed with SAMTOOLS using the sequence alignment file,
like mean read depth and the proportion of covered bases. This information can be used
to assess the quality of the sample and the quality of sequencing. This information will
also be used in the rest of the pipeline for statistical analysis.

2.4 Variant calling and annotation

Snippy [29] is used for variant calling, which is one of the top performing pipeline for
bacterial genomes [30]. Snippy takes as input the already aligned reads in compressed
CRAM format instead of letting it aligns the read (by default with bwa-mem too) to
bam format. Local realignment was not performed before variant calling because it had
a low impact with the tools used [30].

Snippy starts with the use of Samclip [31] on aligned reads to avoid false SNP
calling close to structural variations. It works by removing clipped reads inside contigs.
The resulting alignment mainly contains long aligned reads and thus providing higher
confidence in variations called. Variants are then called with Freebayes [32]. The final
output of this step is a VCF file.

Some regions of the MTBC genomes are known to be difficult to map including
mobile elements, Proline-Glutamate (PE)/Proline-Proline-Glutamate (PPE) genes and
repetitive regions. These regions usually contain a number of soft-clipped reads that
are removed by samclip, but some of them are kept, for example reads corresponding
to insertions sequences mapped to IS regions of the MTBC reference. These problem-
atic regions are removed in number of studies [33]. An additional filtered VCF file is
outputted in which variants falling in these regions are removed.

Variants are annotated using SnpEff [34], a variant annotation and effect prediction
tool. SnpEff annotates and predicts the effects of genetic variants (such as amino acid
changes). We identify variants using their SPDI notation [35], this allows to have a
globally unique identifier for each variant. The alternate representation in which the
Deletion field is a string containing the literal sequence to delete [35] is used to avoid
the need for reference sequence when reading the SPDI.

2.5 Read clipping analysis

When a read partially matches the reference sequence, the aligner usually removes the
unmatched part, this process is called clipping. Two types of clipping exist: (1) hard
clipping where the removed part is indeed removed from the resulting alignment file,
and (2) soft clipping where the removed sequence is kept and its position is signaled
in the CIGAR string. By default BWA-mem uses soft clipping for primary alignment.
A large number of clipped reads at the same positions is usually a sign a of Structural
Variant (SV), and it is used for general SV calling [36].

We call clipping signal the position where a configurable amount of reads is clipped.
A clipping signal can be on the left side or the right side of reads (Figure 4). In the
clipping signal detection step, a custom Python script creates the list of clipped reads,
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Fig 4. Clipping signals

the position of the left clipping and right clipping and the clipped sequence. The list
of clipping signals is created using bedtools groupby [37] on the output of the Python
script.

This step is only a pre-processing for subsequent steps. The clipping information can
be used to detect SV such as deletion and insertions. And contrary to the general case
of SV detection, we can use this information to detect known MTBC genome features
more easily and more precisely.

2.6 Detection of the present/absence of known RD and genes

Known Regions of Difference (RD) were manually collected from more than 20 studies,
curated and checked. The positions were converted to positions on the reference genome
H37Rv NC_000962.3. When this position was not available in the original article, it was
inferred using various methods like mapping the PCR junction, mapping example strains
containing this deletion, or extracting the position from other references like M.bovis.

This step focuses on assessing the presence/absence of genes and large RD (RD
much smaller than read length, like pks 1/15 7bp insertion, are found by the variant
calling step [38]). A read depth histogram is computed on the aligned reads using
BEDTOOLS [37]. For each region (RD and genes) multiple statistics are computed like
mean, median, min, max coverage and the ratio rg?f,iao; e ggzgzgg Most of existing
approaches for in silico RD detection uses these metrics [6,39,40]. With this method,
we miss various information, for example: if the region is fully deleted or not, if the
region is part of a larger deletion or precisely deleted, if it is probable that the noticed
drop in read depth is indeed related to a deletion. To overcome some of these issues, we
compute the percentage of very low read depth in the given region using a configurable
threshold. The resulting value can be used as an indication of partially deleted gene for
example.

The second method is based on clipping signals extracted from a previous step. We
use these signals to find what we call high quality deletions, which are regions for which
we are highly confident that they are precise deletions (and not false positives due to
lower read depth in the region, for example). Clipping signals close to the sides of the
region are searched using a configurable flank. Clipped part is aligned on the opposite
side of the region as described in Figure 5. When a configurable number of sequences
precisely aligns on both sides, we mark the region as high quality.

Flanks are used when searching clipping signals mainly due to the way reads are
aligned. The clipping signal is not always close to the end of deletions. This is the case
for example when the sequence before the start of the deletion equals the sequence at the
end of the regions. This case is illustrated on Figure 6. Because we know approximately
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where the two clipping signals are for a given region, this decreases the risk of mapping
clipped sequences at a wrong position in the genome. Not all regions can be considered
high quality, like RD falling in larger deletions. These regions are still detected using
read depth variation like explained earlier. This case is illustrated in Figure 7.

The pipeline comes with two list of regions, genes and known RDs, while additional
regions are configurable with bed files. For each list of regions, a TSV report is created,
with all statistics described earlier and a score indicating if the region is considered as
high quality. At the end of this step, all the searched regions are outputted. The final
choice (if a region is deleted or not) is left to the last step by the creation of the final
report. This allows to keep detailed information on regions for further analysis.

2.7 Detection of new RD

The pipeline allows the detection of RDs that are not documented in existing studies.
To ensure the consistency and precision of positions detected across all strains analysed,
this step is also based on previously detected clipping signals. Possible regions of deletion
are searched by creating pairs of consecutive clipping signals, and a name is generated
for each of these pairs. These regions are then analysed at the same time as known
regions to increase pipeline speed.
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2.8 Detection of CRISPR

Reads are mapped using BWA-MEM [23] on the sequences of all known spacers. For
each spacer, instead of outputting binary presence of the spacer, we output statistics to
help evaluate the probability of the presence or absence of the spacer.

2.9 Detection of insertion sequences

We collected sequences as fasta files from 22 known MTBC insertion sequences (https://www-
is.biotoul.fr/).

Clipping signals detected in a previous step are used to detect insertion sequences.
Pairs of clipping signals separated by a configurable small distance are searched. For
each pair of clipping signals, clipped sequences from the reads are extracted (Figure 8)
and mapped using BWA-MEM [23] on a fasta file containing all known insertion se-
quences.

The matching insertion sequence is determined by analysing the resulting mapping
file. We find the first sequence where (1) clipped sequences are mapped on both sides of
the reference insertion sequence, (2) left clipped sequences align on the same position,
and (3) right clipped sequences align on the same position. This process ensures that
the start and the end of the insertion is coherent. This method also allows to detect IS
insertion orientation depending on which side of the reference insertion sequence reads
are mapped. When the inserted sequence is a subsequence of an IS, we also store the
start and the end of the subsequence relatively to the reference IS.

For insertion sequences contained in the reference, RD detection algorithm is used
to determine if the insertion sequence is deleted. This detection is made possible thanks
to the clipping signal algorithm. Achieving this detection would not be feasible using
RD algorithms relying on read depth, as reads from other insertion sequences may map
to the deleted region.

2.10 Final report

The output of all the steps of the pipeline are gathered in a single JSON report con-
taining:

e the list of variants found and their annotations,
e the list of missing genes,

e the list of missing region of differences,
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e coverage statistics for each gene and RD,
e the list of insertion sequences,

e and the quality report from Fastp.

2.11 Pipeline execution

We run the pipeline with 128 threads on a Dell PowerEdge R740 hosted at the Mésocentre
de calcul de Franche-Comté. The system is using a 16 core Intel(R) Xeon(R) Gold 6226R
CPU @ 2.90GHz with 128GiB of RAM.

MTBC SRA are analysed by batches of 15,000, each batch taking approximately one
week to complete. Task scheduling is handled by Snakemake using the greedy scheduler
to decrease the job graph computation time.

2.12 Data search

In order to search the analysed strains, all the report data is enriched and indexed in
an inverted index. Inverted index was chosen due to the fact that most queries consist
of searching strains having a certain character (like a specific variant), and such queries
are very efficient using inverted indexes.

An indexing pipeline, developed in C# using Dataflow API, is used to read the
genomic pipeline JSON reports, and to index the data in Elasticsearch 8. The report is
first read in memory, splitted in 4 types of data (strain, variant, RD, IS), annotated and
finally indexed in separate indices. The indexing performance is close to 20 reports per
second using a 8 cores AMD Ryzen 7 2700 Processor @ 3.20GHz with 32GiB of RAM,
with a local instance of the database.

2.13 Feature exclusivity computation

The feature exclusivity allows to select a subset of clinical isolates (called foreground
set) among the set (called background set) of all genome sequences publicly available
on the NCBI SRA database, and to determine if the features of those isolates (variants,
RD, IS) are exclusive to the subset. TB-Annotator is able to run such analysis on very
large amount of strains by leveraging the inverted index global ordinals. Using a custom
script, the Jaccard coefficient is computed to be used as a score on every feature of the
strains.

June 12, 2023

10/21



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.06.12.526393; this version posted June 13, 2023. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

2.14 External annotations during indexing

The Snakemake pipeline is only based on genomic data, all additional enrichments are
done during the indexing.

Each variant indexed in the database is annotated for resistance based on TBDB [41]
and WHO [42] data. When a SNP is a known lineage marker, the SNP is annotated
with a reference to the author [43-48]

For each isolate, the indexer starts by collecting all public metadata available in
the NCBI database. Results are cached for faster re-indexation and to limit number
of request to NCBI API. The isolate is then annotated for resistance based on variants
annotation associated to this isolate.

Genes, for their parts, are annotated using NCBI NC_000962.3 metadata.

2.15 Web platform

TB-Annotator Web platform allows to browse, search and run advanced analyses on the
database from the user browser. User is able to perform fast queries on most attributes
of strains, variants, insertion sequences, genes and RD using the inverted index.

The creation of alignments to be used in tools like RAXML is done by querying the
database in batches, and dynamically computing a map between each document and the
features it contains. The map is then used to generate an alignment in FASTA format.
In case where other features than SNP are exported, a binary alignment is used. The
details of columns is also exported at the end of the FASTA file in comments.

For the strain graph feature, user phylogenetic trees in Newick are first parsed in
the browser. The tree is then rendered using WebGL and equal-angle method layout
algorithm also implemented in the browser. The name of each node in the graph is
then extracted to be sent to the server to be used as list of accession. It allows the
use of feature exclusivity computation against arbitrary phylogenetic trees. The list of
all displayed strains is used as a background set for exclusivity comparison (the whole
database can also be used as background set).

3 Discussion

The aim of this section is to show that, on the one hand, the TB-annotator is original
and complementary to existing tools and, on the other hand, that it is useful, having
already enabled us to make new discoveries within the MTBC.

3.1 Comparison with existing tools for M.tuberculosis genome
analysis

In this section we will compare TB-Annotator to existing web platforms and other
databases available.

3.1.1 WGS data analysis tools

TBprofiler [49] is another next-generation sequencing analysis tool for Mycobacterium
tuberculosis that focuses on detecting drug resistance mutations. TBprofiler also pro-
vides a web interface, but its scope is limited to drug resistance analysis. TB-Annotator
goes beyond this by allowing analysis and visualization of insertions, difference regions,
and missing genes, thus providing a more comprehensive analysis of the genomes.
CASTB (Comprehensive Analysis Server for the Mycobacterium tuberculosis Com-
plex [50]) is a database and web server that allows the analysis of whole-genome se-
quences of M. tuberculosis complex strains. The tool provides information on drug
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resistance and lineage identification through a series of analyses, such as SNP-based
phylogeny and prediction of drug resistance mutations. However, unlike TB-Annotator,
CASTB is not designed to be used for real-time analysis of large-scale genomic data,
and it does not have a comprehensive annotation pipeline to detect genomic variations
beyond known resistance mutations.

Mykrobe [51] is a suite of tools for the identification of drug resistance in bacterial
pathogens, including M. tuberculosis. The tool provides predictions for resistance to
first-line and second-line drugs, and it also allows the identification of lineage for isolates.
However, mykrobe is not designed for comprehensive annotation of genomic variations
beyond resistance mutations.

Compared to these tools, TB-Annotator provides a comprehensive pipeline for the
detection of genomic variations, including SNPs, insertions, deletions, and large-scale
genomic rearrangements. Additionally, TB-Annotator allows for the annotation of ge-
nomic variations beyond known drug resistance mutations, enabling researchers to study
the evolution and transmission of M. tuberculosis strains in greater detail. Furthermore,
TB-Annotator provides a user-friendly web platform that allows for real-time analysis
and visualization of large-scale genomic data. Overall, TB-Annotator stands out as a
unique tool that provides a comprehensive and user-friendly approach to the annotation
and analysis of genomic data in the context of M. tuberculosis research.

3.1.2 Genetic profiling

MIRU-VNTRplus [52] is an online analysis tool designed for the identification, typ-
ing, and phylogenetic comparison of MTBC strains. The tool is based on the typ-
ing method called MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-Variable
Number Tandem Repeats), which is a PCR-based molecular typing technique. MIRU-
VNTRplus provides a platform for comparing new isolates to a reference database,
allowing researchers and clinicians to better understand the genetic diversity, epidemi-
ology, and transmission patterns of tuberculosis. This tool is therefore very different
from ours: it focuses on a single subject of analysis (MIRU-VNTRs), of exclusively
experimental origin, and it handles only one isolate at a time (the one submitted by the
user). Our tool does not have as input experimental MIRU-VNTR extraction data, but
read files. It is unable to analyse these MIRU-VNTRs, as the size of the reads makes
it impossible to count copies of motifs of interest. However, it does produce all pos-
sible analyses on sequencing data, and provides a comparative analysis of all available
genomes (with sufficient quality and read size).

SITVITWEB [53] is an online database and analysis tool for Spoligotyping-based
genotyping of Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) strains. Spoligotyping is a
PCR-based method that detects the presence or absence of specific spacer sequences in
the direct repeat region of the MTBC genome. SITVITWEB allows users to query the
database with new Spoligotype patterns, providing information on global distribution,
phylogenetic classification, and epidemiological context. The tool aids researchers and
public health professionals in understanding the population structure, geographical dis-
tribution, and transmission patterns of tuberculosis strains.

3.1.3 Gene annotations and expression profiles

TBDB [54] is an integrated database containing information about M. tuberculosis
genes, proteins, and drug resistance mutations. It serves as a valuable resource for
researchers by consolidating data from various sources and providing tools for data
analysis and visualization. Although TBDB offers a rich collection of genomic infor-
mation, it does not offer an analysis pipeline for whole-genome sequencing data, as
TB-Annotator does. TB-Annotator not only analyzes and annotates genomic data but
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also provides advanced search capabilities and a platform for running advanced analyses
on the resulting data.

TubercuList [55] and MycoBrowser [56] are online databases containing annotated
genomic information for Mycobacterium tuberculosis. These resources allow for gene and
protein exploration, providing detailed information on gene function, gene ontologies,
and metabolic pathways. However, they do not provide the analysis, visualization, and
search capabilities that are central to TB-Annotator. TB-Annotator’s comprehensive
approach to whole-genome sequencing data analysis, along with its advanced search and
visualization features, sets it apart from these databases.

PATRIC [57] is an extensive online resource for bacterial pathogens, offering tools for
genomic and comparative analysis. PATRIC covers a wide range of bacterial species,
including M. tuberculosis. While it provides valuable data and analysis tools for re-
searchers working on various bacterial pathogens, it is not specifically tailored for M.
tuberculosis and does not provide the same depth of analysis, visualization, and strain-
specific data as TB-Annotator. TB-Annotator is designed exclusively for M. tuberculo-
sis, enabling a more focused and comprehensive analysis of this particular organism.

BioCyc [58] is a collection of pathway and genome databases that cover various
organisms, including Mycobacterium tuberculosis. BioCyc offers valuable information
on metabolic pathways, gene function, and genome annotations. However, it does not
provide the comprehensive genome analysis, visualization, and search capabilities that
TB-Annotator offers. TB-Annotator is designed specifically for M. tuberculosis, allowing
it to provide a more detailed and focused view of the genomic features of this organism,
along with advanced search and analysis options.

3.1.4 Other partly comparable websites

Enterobase [59] is a publicly accessible database of bacterial pathogens, including My-
cobacterium tuberculosis. It allows users to submit sequencing data and compare it with
other isolates to identify outbreak clusters and track the spread of antimicrobial resis-
tance. While it has some similar functionality to TB-Annotator, it does not provide
the same level of annotation and analysis of genomic features. Additionally, Enterobase
does not currently include all available M. tuberculosis sequencing data, whereas TB-
Annotator incorporates a large portion of the publicly available SRA data.

PathogenSeq [60] is a web-based platform that provides tools for the analysis of mi-
crobial genomic data, including M. tuberculosis. It allows users to upload their own data
or use pre-loaded datasets and provides tools for assembly, annotation, and comparative
genomics. However, unlike TB-Annotator, PathogenSeq is focused more on providing
raw data analysis tools rather than pre-annotated data. Additionally, it does not include
some of the features of TB-Annotator, such as the ability to search for specific genomic
features, investigate phylogenetic trees, and perform feature exclusivity analysis.

Nextstrain [14] is a web-based platform that provides real-time tracking of global
infectious disease outbreaks, including M. tuberculosis. It allows users to view phyloge-
netic trees of viral and bacterial sequences, track the spread of outbreaks, and identify
new genetic variants. While it provides some similar functionality to TB-Annotator,
it does not provide the same level of annotation and analysis of genomic features, nor
does it include some of the search and filtering options of TB-Annotator. Additionally,
Nextstrain is focused more on tracking the spread of disease in real-time, whereas TB-
Annotator is more focused on providing a comprehensive database of M. tuberculosis
genomic features.

CNGBdb [61], finally, is a publicly accessible database of genomic data, including M.
tuberculosis. It provides tools for searching and analyzing genomic data, as well as data
visualization and comparison. While it has some similar functionality to TB-Annotator,
it does not provide the same level of annotation and analysis of genomic features, nor
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does it include some of the search and filtering options of TB-Annotator. Additionally,
CNGBdb does not include all available M. tuberculosis sequencing data, whereas TB-
Annotator does.

3.1.5 Summary

In conclusion, TB-Annotator is a unique tool that stands out for its ability to provide
a comprehensive analysis of M. tuberculosis genomes. Unlike most of the existing tools,
TB-Annotator integrates several steps that range from quality filtering of reads to anno-
tation and indexing of detected variants, insertion sequences, and regions of differences.
Furthermore, TB-Annotator has a web-based interface that allows easy visualization
and mining of data from the database. Compared to other tools, TB-Annotator offers
several additional features, such as the detection of new RDs, the ability to detect in-
sertion sequences, and the computation of feature exclusivity. Moreover, TB-Annotator
provides external annotations during indexing that improve the resistance annotation
of indexed variants. Finally, TB-Annotator is capable of analyzing a large number of
genomes simultaneously, making it ideal for population-based studies.

Overall, TB-Annotator offers a powerful and user-friendly platform for exploring M.
tuberculosis genomic diversity, and its unique features make it a valuable addition to the
existing tools. By providing a comprehensive analysis of genomic data, TB-Annotator
will facilitate better understanding of TB epidemiology and resistance patterns, which
will ultimately help in the design of more effective control strategies. Additionally,
its web-based interface and the ability to analyze large datasets will make it a useful
resource for researchers and public health professionals alike.

3.2 Examples of using the TB-annotator to answer specific ques-
tions

3.2.1 Connection between two historical tuberculosis outbreak sites in Japan,
Honshu, by a new ancestral Mycobacterium tuberculosis L2 sublin-
eage [62]

In this study, we describe a historically endemic ancestral sublineage of L2, known as
AAnch, based on samples collected in the Tochigi Prefecture in central Japan. This
sublineage is closely related to the Japanese G3 group identified in 2012 and is pre-
sumed to be named L2.2.A in a recent review. The findings of this study strengthen
the phylogenetic relevance of this sublineage within the global L2 evolutionary history,
showing that it was historically transmitted in several Japanese cities.

Tuberculosis is an ancient disease in human history, but its exact emergence in
Asia remains uncertain. Early TB outbreaks in Japan may be connected to population
migrations between the 5th century BC and the 3rd century AD. Tuberculosis was
known to be present in ancient Japan under the name of roéga, which was used in
Chinese medicine. Traces of this disease can be found in ancient Chinese medical texts.

A critical aspect of this study is the use of the TB-Annotator pipeline, which has
greatly facilitated the analysis of large amounts of data contained in Sequence Read
Archive (SRA) files. By analyzing over 50,000 characters, including repeated sequences
and single nucleotide polymorphisms (SNPs), TB-Annotator enables a more in-depth
examination of the complex historical phylodynamics of all Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC) lineages. This tool has played a significant role in obtaining the
results presented in this study and in mapping the endemic L2 ancestral sublineage
from Japan onto the global MTBC phylogeny.

Among the specific characteristics of AAncH, the authors describe a non-synonymous
mutation in the rpoC gene. This mutation is generally found in epidemiologically suc-
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cessful isolates that also contain specific rpoB gene mutations. The use of TB-Annotator
has been crucial in identifying such unique features within the AAncb sublineage.

Estimations of the coalescence of AAnch sublineage landmarks range from 280-310
years to 760-800 years before the present. The Tochigi Prefecture is famous for its Ashio
copper mine, which began operations in the early 17th century. The Ashio mine could
have been a location for AAnc5h’s expansion and diversification.

In conclusion, the TB-Annotator pipeline has been instrumental in mapping an
endemic L2 ancestral sublineage from Japan onto the global MTBC phylogeny and
designating it as Asia Ancestral 5 (AAncb). This sublineage possesses many specific
characteristics that distinguish it from other ancestral sublineages described so far in
L2. The discovery of AAnch and the extensive insights provided by TB-Annotator open
new avenues for research into the history of L2 in Southeast Asia.

3.2.2 Tuberculosis in Nigeria: new insights from whole genome sequencing
data (submitted work)

In this study, we investigated the genomic diversity of Mycobacterium tuberculosis lin-
eages in Nigeria, with a focus on M. africanum (L5-L6) distribution. TB-annotator, an
essential tool in the analysis, provides a deeper understanding of the genomic diversity
and the rarer sub-lineages. The study reveals a fully diversified L5 lineage, while the
L6 lineage is poorly represented. The absence of certain sub-lineages raises questions
and will require further clarification. The low presence of L5-L6 in Nigeria suggests a
possible disappearance of M. africanum in the region, a topic that has been debated in
recent years.

TB-annotator plays a crucial role in analyzing these lineages, as it helps identify new
isolates and their distribution. For example, the study found that the number of known
isolates for the 511212 sub-lineage doubled, allowing for a better understanding of its
specificity. The tool also aids in understanding the presence of certain sub-lineages in
Nigeria, such as one-third of the L5 isolates being found in the country. This information
is valuable for further research and could potentially lead to the discovery of new trends
and patterns in the distribution of tuberculosis strains.

The study also discusses the importance of monitoring drug-resistance in Nigeria. A
decade after the initial work, researchers found that 39.49% of patients were resistant to
at least both INH and RIF, leading to an MDR rate well above 40%. This highlights the
need for ongoing surveillance and the implementation of effective tuberculosis control
programs. TB-annotator proves to be essential in this regard, as it helps assess drug-
resistance status and determine the prevalence of resistant strains in specific regions.

In summary, this research investigates the genomic diversity of Mycobacterium tu-
berculosis lineages in Nigeria, emphasizing the significance of TB-annotator in obtaining
a comprehensive understanding of these lineages and their drug-resistance profiles. The
study highlights the potential disappearance of M. africanum in Nigeria and the in-
creasing importance of drug-resistance surveillance in the country. TB-annotator serves
as a valuable tool for researchers to uncover new insights, track the spread of specific
sub-lineages, and ultimately contribute to the development of more effective tuberculo-
sis control strategies.

3.3 Examples of using the TB-annotator to answer more general
questions: the case of the L5

The submitted article entitled “An updated evolutionary history and taxonomy of My-
cobacterium tuberculosis lineage 5, also called M. africanum” focuses on lineage 5 (L5)
of the Mycobacterium tuberculosis complex, which is a significant cause of tuberculosis
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in West and Central Africa. Despite the importance of L5, it has been poorly repre-
sented in public databases, which has made it challenging to reconstruct its evolutionary
history and taxonomy. The authors aimed to build an exhaustive collection of repre-
sentative L5 genomes and analyze their structure using TB-Annotator.

The study provides a considerable increase in the phylogenetical analysis of L5,
offering a better description of basal groups, the identification of new reliable SNPs at
each subbranch, and an integrated phylogenetic reconstruction of the entire L5 lineage.
The authors note that diversification, i.e., transmission, was pervasive in the beginning
of L5 history but diminished in later evolutionary periods. This ancient diversity could
still be underestimated due to under-sequencing of the geographic regions concerned by
this lineage.

TB-Annotator proved to be useful in the phylogenetic analysis of L5 by providing a
finer hierarchical classification and identification of new signature SNPs. The authors
note that the phylogenetic resolution is more difficult towards the root, which is ex-
pected, but this can be solved with the so-called exclusive variants approach. A notable
exception to the overall lack of L5 genomic dynamism is the insertion of IS6110 between
spacers 30 and 35 in the CRISPR locus, which is a feature of the L5.1 sublineage.

The study still suffers from some limitations, including a lack of geographic origin
information for many samples, absent or scarce data for many countries of Africa, and
few genomic studies linking human genetics predisposition to bacterial genetics. How-
ever, the authors were able to provide a list of 49 SNPs that allow for the resolution
of the phylogenetic tree of L5 with three main branches: L5.1, L5.2, and L5.3 (new).
They also linked specific IS6110 insertion/deletion events with particular sublineage
emergence, such as the loss of spacers 21-24 in relation to the loss of IS6110 in L5.1.

Finally, the authors discuss the historical timeframe and geographical area of L5
emergence in a wider evolutionary context, suggesting that L5 and L6’s highly geographically-
constrained patterns may be related to the domestication and migration of Bos taurus
and Bos indicus, respectively. The authors suggest that L4 may have emerged in rela-
tion to a North-african Bos taurus domestication, and L1-L5-L6 MTBC lineages could
have been related to Bos indicus domestication and introduction into Africa via East-
Africa and the Arabian peninsula. The study provides a more precise picture of some
of the evolutionary steps of L5 diversification and offers insight into the intricate rela-
tionships between human and animal life-styles, from hunter-gatherer to more recently
urban life-styles.

In conclusion, the study offers a comprehensive analysis of L5, providing new insights
into its evolutionary history and taxonomy. We were able to use TB-Annotator to
provide a finer hierarchical classification and identification of new signature SNPs, which
is useful in further studies of tuberculosis caused by M. africanum. Although the study
still suffers from some limitations, it highlights the need for further genomic studies
in underrepresented regions to better understand the virulence evolution of all MTBC
lineages.

4 Conclusion

As such, the app is already mature. It incorporates 102,001 strains out of the 167,062
available on NCBI, at the time of this writing. The strains not integrated either have
too short reads (the majority) or do not pass our quality filters. In detail, we find a
majority of lineage 4 (50%), followed by L2 (33%), L3 and L1 (8% each), the other
lineages being marginal (1,122 strains of L6, 452 of L5, 96 of L7, 2 of L8 and 12 of
L9). It also contains animal strains, namely orygis, pinipedii, microtii, dassie (Procavia
capensis), caprae, bovis (including BCG), mungi and chimpanzee.

The web application contains two main functionalities. The database part allows
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multi-criteria searches for the presence of traits of interest: SNP (2,209,467 variants),
presence of IS, gene or RD, as well as searches by country, by bioproject, by resistance...
The alignment corresponding to the search for these traits can be extracted, and if a
tree is built from it by an external application, the newick file can be integrated into
the interface in order to exploit the second main functionality, namely visualization
and data mining within this tree. By clicking on a strain (SRA), one can visualize all
the information about it contained in the database. More interesting, we can make
multiple selections (of clades) and see the characters in common and exclusive. We can
make multi-criteria searches of characters and visualize in the tree the strains that have
them. Finally, we can navigate in the tree (zoom, translation). Because of the various
optimization layers mentioned above, all these operations are done in a fluid and almost
instantaneous way.

The application is still under intense development. Among the new functionalities
being integrated, we can mention the production of an estimate of the spoligotype per
SRA (the spacer box is darker the more likely it is to be in the CRISPR locus), the
production of a distance matrix per pair of strains in the context of multiple selections,
as well as the assembly of reads into contigs. The latter is not currently used, but
it should eventually allow the detection of genes that are not present in the H37Rv
reference.

For the future, the main objective is to first extend access to the platform to a larger
number of private users, and then to move to a web application accessible to all. Such a
deployment implies ensuring the scaling up, the security and stability of the platform, as
well as its sustainability. Ideally, everyone should be able to deposit their own genomes,
with all the guarantees that this implies. Finally, we would like to increase the number
of references by not restricting ourselves to H37Rv, integrate long reads (PacBio, etc.),
and why not extend the database to other bacteria.

All computations have been performed on the Mésocentre de Franche-Comté super-
computer facilities.
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Annexe B

Tableaux
Référence Début (incl.) | Fin (excl.) | Nom Notes
NC_000962.3 | 4350265 4359722 RD1 Mahairas et al. [172]
NC_000962.3 | 2221059 2231846 RD2 Mahairas et al. [172]
NC_000962.3 | 1779266 1788513 RD3 Mabhairas et al. [172]
NC_000962.3 | 1696016 1708748 RD4 Brosch et al. [25]
NC_000962.3 | 2626069 2635032 RD5 Gordon et al. [100]
NC_000962.3 | 2208005 2220724 RD7 Gordon et al. [100]
NC_000962.3 | 4056840 4062734 RD8 Gordon et al. [100]
NC_000962.3 | 2330073 2332102 RD9 Gordon et al. [100]
NC_000962.3 | 264754 266656 RD10 Gordon et al. [100]
NC_000962.3 | 2970016 2980998 RD11 Behr [16]
NC_000962.3 | 3479430 3491865 RD12can Marmiesse et al. [174]
NC_000962.3 | 3484740 3487515 RD12 Behr [16]
NC_000962.3 | 1402930 1405937 RD13 Behr [16]
NC_000962.3 | 1998225 2007293 RD14 Behr [16]
NC 000962.3 | 2220947 2222888 RD2seal Marmiesse et al. [174]
NC_000962.3 | 79569 83035 105 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 96642 99258 108 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 229870 231700 110 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 466047 468299 116 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 483943 490774 117 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 608541 610959 120 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 663096 665816 121 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 669795 670965 122 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 746520 747806 127 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 769382 770003 129 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 840970 841928 130 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 944126 949488 132 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1074125 1075947 134 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1332184 1335034 142 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1519819 1524571 145 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1896864 1899350 150 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2127983 2128973 163 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2139723 2140030 164 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2179564 2180649 167 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2198474 2200489 168 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2361909 2363682 178 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2535431 2536141 181 Tsolaki et al. [281]
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Référence Début (incl.) | Fin (excl.) | Nom Notes

NC_000962.3 | 3106811 3107655 202 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 3111820 3115333 203 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 3119370 3119759 206 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 3448507 3451398 219 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 3551230 3555383 223 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 3868780 3869670 231 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 4092080 4092921 239 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 4209438 4211501 246 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 254002 257597 110a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 289423 289885 110b Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 289977 290080 110c Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 888347 888787 131ab Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 889017 890375 131e Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1243196 1243873 141a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1526657 1529303 145a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1691100 1694978 147b Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2153061 2153385 165 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2153076 2161126 166 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2235690 2238063 172 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2235722 2237377 172a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2237051 2240700 174 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2245205 2248533 174a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2263450 2263638 175a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2545196 2551675 182 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2546465 2548425 182a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2866469 2867124 196 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2867121 2867777 196b Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 3120524 3127922 207 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 3120431 3123025 210 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 3288359 3290567 213a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 4212651 4215045 247 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 4212914 4215052 247b Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 4370422 4373232 252 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 4371818 4373776 252b Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 4056662 4058980 236 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 4056945 4058395 236a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2969989 2980970 198a Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2704308 2704808 193 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2631497 2636953 188 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2585855 2588771 183 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 2225940 2228588 171 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1986638 1998622 152 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1779266 1788513 149 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 1718910 1721212 147c Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 453366 455972 115 Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 170008 173787 109¢ Tsolaki et al. [281]
NC_000962.3 | 170014 173791 DS1 Kato-Maeda et al.
NC_000962.3 | 453366 455972 DS2 Kato-Maeda et al.
NC_000962.3 | 886542 887416 DS41 Kato-Maeda et al.
NC_000962.3 | 931783 932201 DS47 Kato-Maeda et al.
NC_000962.3 | 1310758 1311678 DS16 Kato-Maeda et al.
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Référence Début (incl.) | Fin (excl.) | Nom Notes

NC_000962.3 | 1718912 1721221 DS4 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 1727660 1728463 DS32 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 1779278 1788513 DS5 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 1986625 1987702 DS6L Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 1543306 1998604 DS6 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 2225939 2228589 DS7 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 2381414 2383685 DS20 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 2585855 2588771 DS8 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 2627268 2632931 DS9 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 2704309 2704807 DS33 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 2969984 2980971 DS10 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 3120467 3123066 DS71 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 3448496 3451387 DS19 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 3842309 3847235 DS13 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 3868780 3869670 DS26 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 3955467 3956104 DS27 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 4056945 4058396 DS21 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 4212650 4215046 DS18 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 4370423 4373246 DS15 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 4386640 4388340 DS70 Kato-Maeda et al. [144]
NC_000962.3 | 1153022 1156703 139BWa Tsolaki et al. [282]
NC_000962.3 | 1498104 1499473 144BWa Tsolaki et al. [282]
NC_000962.3 | 2190643 2194795 168BWa Tsolaki et al. [282]
NC_000962.3 | 3004384 3006633 200BWa Tsolaki et al. [282]
NC_000962.3 | 3292402 3294519 213BWa Tsolaki et al. [282]
NC_000962.3 | 3489098 3489320 220BWa Tsolaki et al. [282]
NC_000962.3 | 3683271 3686635 224ca Tsolaki et al. [282]
NC_000962.3 | 4340417 4354536 RD1mic Brodin et al. [23]
NC_000962.3 | 2627831 2635576 RD5mic Brodin et al. [23]
NC_000962.3 | 3121879 3126682 MiD1 Brodin et al. [23]
NC_000962.3 | 3554067 3555259 MiD2 Brodin et al. [23]
NC_000962.3 | 3741140 3755776 MiD3 Brodin et al. [23]
NC_000962.3 | 3477171 3492150 RD12riyadh Guan et al. [103]
NC_000962.3 | 1332921 1334468 N-RD18 Salamon [232]
NC_000962.3 | 3897072 3897787 N-RD17 Salamon [232]
NC_000962.3 | 4189607 4190760 N-RD25 Salamon [232]
NC_000962.3 | 76526 84934 RD720 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 82922 84589 RD721 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 149240 150980 RD701 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 216794 218516 RD702 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 1041192 1049812 RD722 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 1501712 1503655 RD711 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 1875725 1881660 RD742 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 2219418 2223186 RD713 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 2235803 2239118 RD743 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 2265111 2266239 RD724 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 2629496 2634359 RD728 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 2784616 2785969 RD715 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 2902566 2904318 RD727 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 3781987 3782408 RD735 Mostowy et al. [192]
NC_000962.3 | 3904957 3906706 726 Gagneux et al. [91]
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Référence Début (incl.) | Fin (excl.) | Nom Notes
NC_000962.3 | 1710766 1711556 750 Gagneux et al. [91]
NC_000962.3 | 1502786 1503881 761 Gagneux et al. [91]
NC_000962.3 | 29987 34321 RDcap_ Spainl Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 136717 138162 RDcap_ Spain2 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 188884 190192 RDcap_ Spain3 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 484395 485447 RDbovis_ buffl Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 533231 534212 RDbovis_ sigK Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 669912 683321 RDbovis_1160_1 | Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 1151878 1154484 RDbovis_ kdp Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 1376214 1376863 RDcap_ Asial Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 1523188 1547065 RDbovis_Kruger | Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 1720073 1720718 RDbovis_ wbbl2 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 1987197 1998792 RDoryx_ wag22* | Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 1996617 1999707 RDcap_ Asia2 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 2038716 2048278 RDoryx_ 1* Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 2180593 2187400 RDbovis_ 0173 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 2195376 2198580 RDcap_ Spain4 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 2359036 2362916 RDcap_ Asia3 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 2629040 2639540 RD5oryx* Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 3119191 3120523 RDcap_ Spainb Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 3447447 3451241 RDbovis_ virS Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 3477735 3482410 RD12HUP Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 3479669 3491251 RD12oryx* Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 3549074 3555365 RDoryx_ 4* Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 3823566 3825360 RDbovis_1160_2 | Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 3945596 3951328 RDbovis_fadD18 | Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 3967679 3968974 RDpin Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 4142143 4143783 RDbovis buff2 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 4194727 4196290 RDcap_ Spain6 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 4366791 4376361 RDcap_ Spain7 Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 4370864 4375132 RDbovis_ Apan Mostowy et al. [193]
NC_000962.3 | 664279 669600 RDAf1 Miiller et al. [196]
NC_000962.3 | 680336 694428 RDAf2 Berg et al. [17]
NC_000962.3 | 1768073 1768877 RDEul Smith et al. [250]
NC_000962.3 | 4371019 4373425 RDpan Rauzier et al. [221]
NC_000962.3 | 2627068 2636921 RDbdas Mostowy et al. [191]
NC 000962.3 | 3447250 3448436 RDVirsdas Mostowy et al. [191]
NC_000962.3 | 4188300 4190242 N-RD25das Mostowy et al. [191]
NC_000962.3 | 4352302 4356435 RD1das Mostowy et al. [191]
NC_000962.3 | 3296370 3296371 pks 1/15 7bp Constant et al. [56]
NC_000962.3 | 3296370 3296371 pks 1/15 6bp Marmiesse et al. [174]
NC_000962.3 | 2784160 2784568 CUS_GS_RD715
NC_000962.3 | 2949905 2955132 RD197 Schiirch et al. [233]
NC_000962.3 | 2626968 2633061 RD185 Schiirch et al. [233]
NC_000962.3 | 358029 363748 RD112 Schiirch et al. [233]
NC_000962.3 | 1715869 1733378 RD148 Schiirch et al. [233]
NC_000962.3 | 2238646 2242137 RD174 Schiirch et al. [233]
NC_000962.3 | 2128378 2129584 RD163 Schiirch et al. [233]
NC_000962.3 | 2038670 2055881 RDsurRv1799 Dippenaar et al. [75]
NC_000962.3 | 2163477 2166383 RDsurppe34 Dippenaar et al. [75]
NC_000962.3 | 2534706 2534981 RDsurRv2262 Dippenaar et al. [75]
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Référence Début (incl.) | Fin (excl.) | Nom Notes
NC_000962.3 | 2578443 2578536 RDsurRv2307c Dippenaar et al. [75]
NC_000962.3 | 2627066 2636919 RD5sur Dippenaar et al. [75]
NC _000962.3 | 3113849 3127190 RDsurDR Dippenaar et al. [75]
NC_000962.3 | 3710233 3710381 RDsurRv3324A Dippenaar et al. [75]
NC_000962.3 | 2214297 2217261 RD7tb Huard et al. [125]
NC_000962.3 | 4056945 4058397 RD236a Huard et al. [125]
NC_000962.3 | 4189257 4190367 N-RD25tbA Huard et al. [125]
NC_000962.3 | 4189233 4190191 N-RD25tbB Huard et al. [125]
NC_000962.3 | 4368661 4368718 RD1tbB Huard et al. [125]
NC_000962.3 | 4352092 4353695 RD1mon Alexander et al. [5]
NC_000962.3 | 34788 35208 RD301 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 164949 165738 RD302 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 321665 322040 RD303 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 426726 428184 RD304 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 472035 472534 RD305 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 1313127 1313384 RD317 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 1313134 1313390 RD306 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 1714722 1719659 RD307 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 1727147 1728126 RD308 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 1897541 1901104 RD309 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 2197955 2198334 RD310 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 2729620 2729833 RD311 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 2784161 2784568 RD312 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 3037025 3037297 RD313 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 3606557 3607839 RD314 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 3868985 3869341 RD315 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 3952928 3954225 RD316 Bespiatykh et al. [18]
NC_000962.3 | 76163 84825 RD105ext Shitikov et al. [244]
NC_000962.3 | 3743197 3769514 RDRIio Lazzarini et al. [156]
NC_000962.3 | 3378269 3380708 MiD4 Garcia-Pelayo et al. [95]
NC_000962.3 | 2562514 2563875 ND1

NC_000962.3 | 3883907 3887201 ND2

TABLE B.1 — Tableau récapitulatif des RD mis a jour sur la référence NC_000962.3.
Extraction des positions effectuée via jonction PCR et mapping. Les positions sont données

en base-0.
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Nom du champ

geo_ loc_ name

country

Country

Isolation__country

geo loc name

geographic location (country and/or sea region)

geographic location (country and/or sea region)

geographic location (country and/or sea)

geographic location (country and/or searegion)

geographic location (country)

geographic location (country :regionarea)

(
(
(
geographic location (country and/or sea region)
(
(
(
(

geographic location (locality)

geographic location (region and locality)

geographic location country and or sea

Geographic location name country

geographic locations

geographic location

geographic origin

geographical location

geographical location (country :region location)

geolocname

lat_lon

Lat_lon

latitude and longitude

geographic location (latitude and longitude)

geographic location (latitude longitude)

geographical location (lat lon)

geographical location (longitude and longitude)

lat lon

latlon

ANNEXE B. TABLEAUX

TABLE B.2 — Liste des champs de métadonnées de géolocalisation du NCBI normalisés

par TB-Annotator

Métadonnée

Nom scientifique

Pays

Coordonnées géographiques
Hoéte

Source d’isolation

Date de collecte

Status VIH

Status culture

TABLE B.3 — Liste des métadonnées extraites normalisées supportées par TB-Annotator
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Valeur

Homo sapiens

Bovinae

Suidae
Meles
Ferret

Possum
Caprinae
Raccoon
Muridae
Elephantidae
Felinae

Dassie

Primate

Antilopinae
Sea lion
Canidae

TABLE B.4 — Liste des valeurs de métadonnées d’hote supportées par TB-Annotator

Valeur
Sputum
Tissue

Pulmonary
Simulated
Lymph node

Cerebrospinal fluid
Pleural fluid

TABLE B.5 — Liste des valeurs de métadonnées de source d’isolation supportées par TB-
Annotator
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2022, la tuberculose était la deuxieme cause de
décés dans le monde due a un seul agent
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through the analysis of genomes obtained from
numerous tuberculosis strains. With the
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reduction in their cost, there are currently more
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sequences. This is a rich data source, but it
remains raw data that needs to be analyzed.
This thesis introduces the TB-Annotator
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