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Résumé :
Dans la présente ¢tude, nous rapportons une analyse in silico portant sur les séquences de
souches de Mycobacterium bovis isolées de bovins en Algérie, obtenues par Tazerart et al.

(2021), ou ils ont réalisé le séquengage complet du génome (WGS) de souches locales.

La variabilité¢ génétique du geéne rpoB responsable de la résistance a la rifampicine chez
Mycobacterium bovis a été¢ analysée en comparant les souches isolées de bovins en Algérie avec
des souches zoonotiques afin de mieux comprendre les mécanismes de la résistance a la
rifampicine. L’étude phylogénétique des souches MTB été également réalisée en se basant sur
I’analyse du gene PGRS26 codant pour une protéine antigénique. L’étude du géne rpoB était
basée sur les séquences génomiques, disponibles sur la base de données NCBI GenBank, qui
ont été collectées pour effectuer un alignement multiple au moyen du logiciel BioEdit et
visualisée par JalView. Ces séquences ont été comparées a d’autres isolats issus de différentes
régions du monde, provenant aussi bien de bovins que de I’Homme. L’approche phylogénétique
par I’analyse du géne PGRS26 était réalisé avec des séquences collectées de la méme base de
données, curées et alignées avec le site Phylogeny.fr et enfin I’analyse phylogénétique par le

logiciel MEGAT11.

L’analyse des séquences du gene rpoB chez les souches locales a révélé une forte homologie
avec celles d’isolats provenant de différentes régions géographiques isolées chez les bovins,
témoignant d’une conservation génétique marquée. En revanche, la comparaison avec les
souches zoonotiques de M. bovis a mis en évidence une variabilité génétique, notamment au

niveau de la région déterminante de la résistance a la rifampicine (RRDR).

Le premier arbre phylogénétique basé sur le gene PGRS26 des souches M .bovis a permis
d’évaluer la diversité génétique des souches algériennes comparées a des isolats du monde.
Deux clades principaux ont été identifiés et les souches locales montrent une stabilité génétique
notable avec une distance patristique de 9.15 x 1073 par rapport a la souche de référence, sauf
la souche CSURQI1134, qui était a une distance de 2.734 x 1073 Le deuxiéme arbre
phylogénétique incluant les souches du complexe MTB révele une divergence génétique entre
ces especes tout en mettant en exergue un clade ancestral conservé {M. tuberculosis, M. caprae,
M. orygis et M. bovis BCG}. 1l est intéressant de noter que les souches algériennes restent
phylogénétiquement proches de la souche de référence de Mycobacterium bovis avec une

distance patristique de 3,43 x 10



Le gene PGRS26 présente une séquence relativement variable entre les différentes souches du
MTBC, ce qui en fait un bon marqueur pour les analyses phylogénétiques. Son inclusion permet
de mieux appréhender les relations évolutives entre les souches de M. bovis isolées en Algérie

et celles d’autres régions ou pays.

Les résultats obtenus dans le présent travail contribuent & une compréhension approfondie du
profil moléculaire de ces isolats et nous incitent a renforcer les efforts de surveillance et de
controle de la tuberculose bovine en Algérie.

Mots clés : Mycobacterium bovis, rpoB, variabilité génétique, analyse phylogénétique,
complexe MTB , PGRS26.



Abstract:

In the present study, we report an in silico analysis of sequences of Mycobacterium
bovis strains isolated from cattle in Algeria, obtained by Tazerart et al. (2021), where they

performed whole genome sequencing (WGS) of local strains.

Genetic variability of the rpoB gene responsible for rifampicin resistance in Mycobacterium
bovis was analyzed by comparing strains isolated from cattle in Algeria with zoonotic strains,
in order to better understand the mechanisms of rifampicin resistance. A phylogenetic study of
MTB strains was also carried out, based on analysis of the PGRS26 gene encoding an antigenic
protein. The study of the rpoB gene was based on genomic sequences, available in the NCBI
GenBank database, which were collected for multiple alignment using BioEdit software and
visualized using JalView. These sequences were compared with other isolates from different
parts of the world, from both cattle and humans. Phylogenetic analysis of the PGRS26 gene
was carried out using sequences collected from the same database, curated and aligned using

the Phylogeny.fr website, and phylogenetic analysis using MEGA11 software.

Analysis of the rpoB gene sequences in local strains revealed a high degree of homology with
those of isolates from different geographical regions isolated from cattle, testifying to marked
genetic conservation. On the other hand, comparison with zoonotic M. bovis strains revealed

genetic variability, particularly in the rifampin resistance determining region (RRDR).

The first phylogenetic tree based on the PGRS26 gene of M. bovis strains was used to assess
the genetic diversity of Algerian strains compared with isolates from around the world. Two
main clades were identified, and local strains showed notable genetic stability, with a patristic
distance of 9.15 x 10-* from the reference strain, except for strain CSURQ1134, which was at
a distance of 2.734 x 10-*. The second phylogenetic tree including the MTB complex strains
reveals a genetic divergence between these species, while highlighting a conserved ancestral
clade {M. tuberculosis, M. caprae, M. orygis and M. bovis BCG}. Interestingly, the Algerian
strains remain phylogenetically close to the Mycobacterium bovis reference strain with a

patristic distance of 3.43 x 10-*

The PGRS26 gene has a relatively variable sequence between different MTBC strains, making
it a good marker for phylogenetic analyses. Its inclusion provides a better understanding of the
evolutionary relationships between M. bovis strains isolated in Algeria and those from other

regions or countries.



The results obtained contribute to an in-depth understanding of the molecular profile of these
isolates, and encourage us to strengthen bovine tuberculosis surveillance and control efforts in

Algeria.

Key words : Mycobacterium bovis, rpoB, genetic variability, phylogenetic analysis, MTB
complex, PGRS26
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La tuberculose bovine est I'une des infections zoonotiques qui illustre parfaitement le cas
du pathogene sans frontiere d’hote ou géographique (Dumont et a/ 2018). L’agent pathogéne
responsable de cette maladie est Mycobacterium bovis qui appartient au complexe M.
tuberculosis (MTBC), un groupe qui comprend les agents pathogénes humains étroitement li¢e
a Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium africanum. 1l affecte principalement les
bovins ainsi que d’autres animaux et peut étre retrouvé chez I’Homme via les produits laitiers

non pasteurisés ou la viande contaminée (Mohammadi et a/ 2018).

La tuberculose bovine figure sur la liste des maladies a déclaration obligatoire de 1'Organisation
mondiale de la sant¢ animale (OMSA) ; la prévalence globale était de 3,27% (2,11-5,05%) pour
les animaux et de 18,09% (11,20-27,90%) pour les troupeaux (Neto et al, 2024). En Egypte ,
dans les deux derni¢res décennies, la prévalence de I’infection chez les bovins a varié entre
0.2% et 4.3% (Kasir et al, 2023). En Algérie, l'identification de la circulation des souches de
M. bovis et de leurs hotes ainsi que leur répartition géographique sont mal comprises. Peu
d'études portant sur la microbiologie ont été rapportées donnant libre champ a la tuberculose

bovine de rester une maladie endémique en Algérie (Tazerart et al 2021).

Le traitement de la tuberculose en médecine humaine repose sur I’administration combinée de
quatre antibiotiques de premiere ligne sur plusieurs mois : I’isoniazide, la pyrazinamide,
I’é¢thambutol et la rifampicine (Kposso et al, 2024). Toutefois, 1’émergence de souches
mycobactériennes résistantes a ces agents constitue un défi majeur en santé publique a 1I’échelle
mondiale. Parmi ces antibiotiques, la rifampicine joue un role clé en ciblant la sous-unité 3 de
I’ARN polymérase bactérienne, codée par le gene rpoB. Des mutations survenant dans une
région spécifique de ce gene, appelée RRDR (Rifampicin-Resistance-Determining-Region),
sont principalement responsables de ’apparition de la résistance a la rifampicine (Vargas et al,
2020). Une caractérisation génotypique est nécessaire pour les souches locales de M. bovis dans

le but de comprendre 1’évolution et I’adaptation des souches en présence de la rifampicine.

Les protéines antigéniques spécifiques du genre Mycobacterium sont représentées par la famille
PE PGRS, en particulier du complexe Mycobacterium tuberculosis (MTB). Le domaine PE qui
est conservé dans la région N-terminale précéde un domaine polymorphe PGRS riche en résidus
de glycine (Chen et al 2025). Ce dernier domaine est responsable de la variabilité antigénique

et contribue aux mécanismes d'évasion immunitaire, facilitant ainsi la survie des pathogenes

(Sharma et al 2022). Une étude phylogénétique basée sur une protéine antigénique qui est
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soumise a une pression immunitaire, serait une bonne approche pour avoir une idée sur

I’évolution génétique de cette famille au sein de la population MTB.

Le présent travail a pour premier objectif d’analyser la variabilité génétique du géne de la
résistance de la rifampicine rpoB chez Mycobacterium bovis 1solé en Algérie en comparant les
souches bovines avec des souches zoonotique isolées chez ’'Homme ; et comme deuxiéme
objectif, une étude phylogénétique des souches MTB basée sur I’analyse du géne PGRS26

codant pour une protéine antigénique.
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I .1- Les Mycobactéries :

1.1.1. Définition :

Le genre Mycobacterium est représenté par un nombre de pathogenes stricts et
opportunistes qui affectent a la fois les humains et les animaux (Rastogi et al, 2001). Il regroupe
actuellement plus de 200 espéces différentes (Ratovonirina 2017). Ces bactéries ont une
croissance trés variable selon I'espéce. En distinguant les mycobactéries a croissance rapide a
celle a croissance lente (Ciriac, 2022). Mycobacterium marinum, Mycobacterium chelonae
et Mycobacterium smegmatis sont les mycobactéries a croissance rapide avec un temps de
génération de 2 a Sh et forment des colonies visibles en moins de 7 jours. Tandis que les
mycobactéries a croissance lente avec un temps de génération moyen de 14 a 15h pour
Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium leprae ainsi qu’environ 20h pour
Mycobacterium bovis .Ces dernieres sont généralement pathogénes et provoquent
respectivement la tuberculose humaine (TB), la lépre et la tuberculose bovine (TBDb)
(Kanabalan et al 2021, Ciriac, 2022).

I.1.2. Classification :

1.1.2.a) Mycobactéries non tuberculeuses (MNT) :
Les mycobactéries non tuberculeuses sont considérées comme des microorganismes

environnementaux que 1’on peut trouver dans différents environnements, principalement liés a
I’eau, le sol, les particules de poussicre et les aérosols. Les MNT sont moins virulentes que
Mycobacterium tuberculosis, sauf quelques-unes qui sont a I’origine d’infections graves et
souvent opportunistes chez I’homme. D’autres sont a I’origine des implications vétérinaires
importantes comme Mycobacterium avium subsp tuberculosis qui provoque la paratuberculose

connue par la maladie de Johne (Ciriac, 2022).

1.1.2.b) Complexe Mycobacterium tuberculosis (CMTB):

Le complexe MTB est un groupe d’especes responsables de la tuberculose chez I’homme
et l’animal qui comprend Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium canettii, Mycobacterium pinnipedii et Mycobacterium
caprae. Ces bactéries sont génétiquement apparentées avec une similarité génétique de plus de
99.95 % au niveau nucléotidique et une structure strictement clonale (Smith et al, 2009). Des
études de génétique évolutive de ce complexe ont affirmé qu’ils ont évolué d’un ancétre
commun (Labie, 2003, Kanabalan et al, 2021). Chacune de ces souches possédent une

spécificité biologique et épidémiologique différente qui se repose sur I’hdte principal et la
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région géographique. Il est possible de distinguer ces différentes espéces grace a des variations
moléculaires conservées comme des délétions ou des polymorphismes nucléotidiques SNP
(Single Nucleotide Polymorphism), également connues sous le nom de régions de différence
(RDs) (Smith et al, 2006). Les RDs ont été démontrés comme étant des polymorphismes
d'événements uniques, ou les mutations ne se sont produites qu'une seule fois dans la phylogénie
d'une espece ; elles sont donc uniques, irréversibles et n'affichent pas d’homoplasie, ce caractére
est soutenu par la structure clonale des populations et I'absence d'événements de transfert
horizontal de génes chez le complexe MTB (Faksri et al, 2016).
e Evolution du complexe MTB :

Le complexe MTB inclut huit lignées phylogénétiquement distinctes en plus du groupe M.
canetti plus €loignée. Mycobacterium tuberculosis constitue les lignés L1, L2 et L7 constituant
un vaste ensemble des souches adaptées a I’homme, 1’origine de la majorité des cas de la
tuberculose humaine dans le monde. Les lignées M. africanum L5 et L6 restreintes aux humains
d’Afrique de I'Ouest ont un lien avec la huitieme lignée qui comprend les diverses souches
adaptées aux animaux dont M. bovis étant le plus en aval de la phylogénie (Fig. 1) (Ganzalo et

al 2014) .

A » M. caneltii C59 \
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M. protoluberculosis - lineage | - M. tuberculosis
Il::“ lineage 2 GC123
{phOR codon 71 GGT .>ATTJA lineage 3 > ”:”"_5”‘8"39’9“
e lineage 4 H37Rv bodat
phoP promoter nt -48 G->A lineage 5
¢ ' |RD7, RD8, RD10 '
M. africanum
lineage 6 MAF419 J
o )
RD12, RD13 " animal-adaptod
: ”' slrains
"
J

Figure 1:Arbre phylogénétique globale schéematique du MTBC (Ganzalo et al, 2014)
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1.2. Généralités sur la tuberculose bovine :

1.2.1. Définition :
La tuberculose bovine est une maladie infectieuse zoonotique chronique qui menace le

bétail et une variété des animaux sauvages ainsi que d’autres mammiféres y compris I’homme
(Kao et al, 2016). Elle est causée par le bacille Mycobacterium bovis qui affecte principalement
les ganglions lymphatiques en provoquent des nodules dit « tubercules » d’ou vient
I’appellation de la pathologie, par la suite elle se propage vers d’autres organes comme les
poumons, le tube digestif, le foie, les organes génitaux, la mamelle et I’ceil (Dubois, 2002), qui
peuvent devenir chronique (Tazerart , 2021). Selon ’OMSA « I’organisation mondiale de la
santé¢ animale » la tuberculose bovine est trés répandue en Afrique, et certaines zones d’Asie

ainsi que d’autres pays développés comme I’Europe et I’Amérique (OMSA, 2019).

1.2.2. Historique :
La tuberculose est I’une des maladies infectieuses les plus dévastatrices dans 1’histoire de

I’humanité (Brosch et al, 2015), elle existe depuis plusieurs milliers d’années mais elle a été
mieux comprise en 1882 grace a la découverte des bacilles tuberculeux par le fondateur de la
bactériologie, le médecin allemand Robert Koch. Peu apreés, et a la fin des années 1889, un autre
agent pathogeéne majeur dans les élevages bovins appelé Mycobacterium bovis a été identifié
mais il a ¢été officiellement nommé en 1970 (Karlson et Lessel, 1970). En 1902, les deux
scientifiques Albert Calmette et Camille Guérin qui font les expériences sur les animaux en
bactériologie et en médecine vétérinaire, ensembles ils étudierent 1’infection tuberculeuse des
bovins produite par voie orale et se sont concentré particulierement sur la modalité d’entrée des
bacilles bovins virulents au niveau de la muqueuse digestive (Lagrange, 1998). En 1908, Ils
ont isolé des bacilles bovins et I'ont cultivée sur un milieu contenant de la bile de beeuf et des
pommes de terre glycérinées dans des conditions spécifiques pour en réduire la virulence. Apres
13 ans et 230 sous cultures successives ils obtiennent une souche atténuée capable de conférer
une immunité a la tuberculose sans provoquer la maladie dont le premier vaccin appelé BCG
(bacille de Calmette et Guérin) pour la lutte contre la tuberculose humaine et bovine et qui reste
utilisé jusqu’a aujourd’hui (Lagrange, 1998). Par comparaison avec M. tuberculosis, la souche
M. bovis BCG présente dix délétions, trois d'entre elles sont les mémes que celle qui avait été

décrite chez M. bovis , les sept autres ont été désignées RD4 a RD10 (Labie, 2003) .

1.2.3. Physiopathologie :

La contamination des hotes mammiferes par 1’agent tuberculeux est principalement par

voie respiratoire. La bactérie infecte les poumons, ou elle est phagocytée par les macrophages
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et les cellules dendritiques alvéolaires donnant lieu a des phagosomes qui vont se fusionner

avec les lysosomes. (Forrelad et al, 2013).

Les mycobactéries pathogénes développent plusieurs mécanismes pour contourner cet
environnement en inhibant la fusion phagosome-lysosome. Par conséquent, 1’infection est
généralement contenue avec formation de granulome ou les bactéries peuvent entrer dans un
état de dormance provoquant une tuberculose latente. Dans des cas d’immunodépression, ils

peuvent se réactiver et se propager vers d'autres organes (Forrelad et al, 2013).

1.3. Mycobacterium bovis:

1.3.1. Taxonomie:
Selon Ciriac (2022), I’organisation taxonomique de la bactérie Mycobacterium bovis est

comme suit :

e Domaine : Bacteria

e Classe : Actinobacteria

e Sous-classe : Actinobacteridae

e Ordre : Actinomycetales

e Sous-ordre : Corynebacterineae
e Famille : Mycobacteriaceae

e Genre : Mycobacterium

e Espéce : Mycobacterium Bovis

1.3.2. Caracteéres culturaux :

Les mycobactéries sont apparentées aux bactéries Gram positive par leur composition en
peptidoglycanes au sein de la paroi cellulaire. Elles ne sont pas détectées de maniere fiable par
la coloration de Gram traditionnelle car leur paroi cellulaire hydrophobe résiste a la pénétration
des colorants. En présence de phénol et de chaleur appliquée, la colorante phéniquée fuchsine
peut étre utilisée, comme lors de la coloration de Ziehl-Neelsen, qui utilise également le bleu
de méthyléne comme contre-colorant. Etant donné que ces complexes colorants de paroi
cellulaire sont résistants a la décoloration par les acides minéraux, les mycobactéries sont
appelées « bacilles acido-alcoolo-résistants » ou « BAAR ». La plupart des especes de
Mycobacterium , y compris MTBC, se développent mieux a une température de 35 a 37 °C.

Comme de nombreuses bactéries aérobies, leur croissance est stimulée par 1'incubation dans de
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l'air contenant 5 a 10 % de CO2. Les espéces de NTM sont des bactéries a croissance lente, il
peut falloir plusieurs semaines pour que les colonies deviennent visibles sur les plaques de
culture qui sont généralement conservées pendant 6 a 8 semaines. Les colonies de MTBC sont
généralement séches, rugueuses et de couleur créme ou beige, et sont communément appelées
« rugueuses et chamois » a l'inverse, les colonies de M. bovis sont plates et lisses (Caulfield et

Wengenack, 2016)

1.3.3. Caractéres morphologiques :
1.3.3.a) Structure et composants structuraux :

Les mycobactéries possédent une structure des bacilles batonnets fins, a gram positif,
acidophiles, non mobiles ; droits ou légérement incurvés (Fig. 1), inaptes a former des
endospores et ne posseédent pas de capsule. Ces bactéries ont une taille de 1 a 20 um de long et

0.2 2 0.6 um de large (Fig. 2) (Ciriac, 2022) .

Figure 2:Morphologie des mycobactéries sous microscope électronique (Institut IGTP,
Espagne 2021)

e Paroi cellulaire et enveloppe :

L’enveloppe cellulaire des mycobactéries joue un réle fondamental dans 1’adaptation a
I’intérieur de la cellule hote, elle stimule leur adhésion aux macrophages en inhibant les
mécanismes microbicides provoquant la mort cellulaire. Leur paroi cellulaire est riche en
lipides, qui sont classés en deux catégories : lipides fortement liés et des lipides faiblement liés
(Rastogi et al, 2001). Trois composants principaux constituent 1'enveloppe des mycobactéries
: (1) la membrane cytoplasmique, (ii) une paroi cellulaire abondante en lipides et en sucres et
(ii1) une capsule composée de polysaccharides et de protéines. Cette derniere est constituée de

peptidoglycane, d'arabinogalacane et d’acides mycoliques. (Koumba , 2010). ). Les acides
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mycoliques des bactéries acido-résistantes contribuent a la formation de I'enveloppe
mycobactérienne, avec sa structure et ses fonctions globales. Ils servent également de barriére
perméable, capable de résister a une multitude d'agents thérapeutiques courants tels que les
antibiotiques et les désinfectants. (Chaubey et al 2021) .L’architecture ressemble a celle des
corynébactéries et des Nocardia d’ou la création du super groupe CMN : Corynebactéries,

Mycobactéries, et Nocardia qui les distinguent des autres bactéries. (Ventura et al 2007)

Composants cellulaires :

Mycobacterium tuberculosis, 'agent causal de la tuberculose, contient une molécule
d'ADN simple, circulaire et double brin, et des ribosomes dispersés dans le cytoplasme

(Yamada et al 2015)
1.3.3.b) Génome :

Le premier séquencage du génome entier de Mycobacterium bovis était en 2003,
comportant 4 345 492 pb disposé en chromosome circulaire unique avec une teneur en CG
de 65,63 %. Le génome contient 3 952 génes codant pour des protéines, dont un prophage et 42

¢léments IS (séquences d’insertions) (Fig. 3) (Garnier et al, 2003).

Mycobacterium
bovis
4,345,492 bp

Ny

o GRS

Figure 3: Représentation circulaire du génome de Mycobacterium bovis (Garnier et al, 2003)

1.3.4. Comparaison entre le génome de M. tuberculosis et M. bovis :
Bien que la tuberculose humaine et animale soit cliniquement indiscernable et que M.

bovis soit phylogénétiquement 1ié¢ a M. tuberculosis, les génomes des deux especes présentent
au moins 1200 polymorphismes de séquence unique et sept régions de différence (RD), qui ne
sont pas présents chez M. bovis. Parmi ces variations M. bovis et M. tuberculosis présentent des
mutations silencieuses dans 20 régulateurs transcriptionnels ou systémes a deux composants

PhoP/PhoR. Ces systémes régulent divers aspects du métabolisme mycobactérien et ils jouent

9
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un role central dans l'interaction entre les mycobactéries pathogenes et leur hotes (Gracia et al

2020).

Une autre ¢tude basée sur I’identification et la caractérisation de la variabilité génétique
entre les deux souches de référence (M. tuberculosis H37Rv et de M. bovis AF2122/97) a

identifiée deux différences majeures :

e Le géne Rv3479 codant pour une protéine transmembranaire de 3 225 pb présente chez
les deux bactéries dont son role reste mal connu. Cependant, le géne orthologue chez
M. bovis AF2122/97 présente une délétion de 714 pb débutant de la position 1254 a
partir du codon d’initiation ATG. Cette délétion génére deux cadres de lecture ouverts
ORF (Open-Reeding-Fram) plus petits, dont les séquences sont presque identiques a
celle de Rv3479 (Amadio et al, 2005).

e Une variation au niveau du geéne rpfA, un gene de 1 221 pb qui code pour un facteur de
résurrection des bactéries en dormance. La partie centrale de la protéine contient des
répétitions APADLAPP, la souche de M. bovis est dépourvue de cette partie en raison
d'une délétion intragénique de 240 pb (Amadio et al, 2005).

I.3.5. Génes de résistance :
Les mycobactéries ont développé une résistance aux antibiotiques pour s’adapter et survivre
malgré la présence d’'une molécule antimicrobienne grace a I’accumulation des mutations dans les

genes cibles (Heym et Cole 1996).

Chez Mycobacterium bovis, les mutations spontanées dans certains genes essentiels a la
croissance bactérienne lui procurent des genes de résistance a des antibiotiques. La détection de ces
mutations par les techniques avancées de biologie moléculaire comme le séquencage du génome
entier est crucial pour comprendre 1’évolution de cette souche (Soliman et al, 2024). Les genes de

résistance les plus retrouvés chez M. bovis sont classés dans le tableau 1.

10
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Tableau I:Les génes de résistance les plus retrouvés chez Mycobacterium bovis
(Soliman et al, 2024)

Géne Protéine Locus Antibiotique
rpoB | Sous unité  de ' ARNp Rv0667 | Rifampicine (RIF)

rpoC | Sous unité B’ de I’ARNp

katG | Catalase peroxydase Rv1908c | Isoniazide

ahpC | Sous unité de 1’alkyl Rv2428
Hydroperoxyde réductase

rpsL | 30S protéine ribosomique S12 | Rv0682 | Streptomycine

embB | Arabinosyl-transféraseb Rv3795 | Ethambutol
embC | Arabinosyl-transférasec Rv3793
embR | Régulateur transcriptionnel RvI1267c
gvrA | ADN gyrase sous-unité A Rv0006 | Fluoroquinolones
gvrB | ADN gyrase sous unité B Rv0005
pncA | Pyrazinamidase Rv2043c | Pyrazinamide
/nicotinamidase

1.3.6. Géne de résistance a la rifampicine :

La résistance des mycobactéries a la rifampicine est associée a quatre genes essentiels
rpoA, rpoB, rpoC et rpoZ codants pour les sous unités de I’ARN polymérase a, B, f'et ®
respectivement. De plus, il existe une région appelée Rifampicin Resistance-Determining
Region « RRDR » représentée par 81 pb au niveau de la séquence du gene rpoB ou 95 % des
mutations connues dans cette région conférent une résistance a cet antibiotique (Vargas et al,

2020).

1.3.6.a) Mode d’action de la rifampicine :

La rifampicine est I’un des antibiotiques a spectre large utilisé en associations avec
d’autres antibiotiques dans la lutte contre la tuberculose depuis 1967 (Heym et Cole, 1996).
Elle entraine la mort bactérienne en se liant a la sous unité  de I’ARN polymérase bactérienne,
bloquant ainsi la transcription de I’ARN (Vargas et al 2020). Des mutations spontanées dans
des genes codant pour la sous unité f de I’ARN p affectent une région de 22 acides aminés
modifiant la structure de cette derniere ainsi que le site de liaison a la rifampicine (Sechi et al,

2001)

11
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1.3.6.b) Géne rpoB :
Le geéne rpoB est affirmé comme un geéne crucial pour les études phylogénétiques et

I’identification des bactéries (Adékambi et al, 2008). (Fig. 4)

Figure 4 : Structure tridimensionnelle du géne rpoB chez la souche de référence H37Rv

Mycobacterium tuberculosis (PDB ID : 4KBJ)

e Caractéristiques du géne :
Les caractéristiques du gene rpoB dans le génome de Mycobacterium tuberculosis variant
bovis selon la souche de référence AF2122/97 sur NCBI sont représentés dans le tableau

suivant :

Tableau II: Caractéristiques du geéne rpoB (NCBI )

Gene rpoB

Emplacement De 761576 a 765094
Longueur 3519 pb

Position du geéne 2217

Longueur de la protéine 1172

e  Mutations fréquentes sur le géne rpoB :

Environ 90 a 95 % des isolats résistants a la RIF ont été associés a des mutations dans un
fragment de 81 pb du rpoB situé entre les positions 426 et 452 représentants la région RRDR
chez M. tuberculosis (Li et al, 2021).

En 2021, L’OMS (OMS, 2021b) a publié un catalogue des mutations des geénes de
résistance aux ATB du complexe MTB dont les mutations associées a la résistance a la

rifampicine qui ont été classé selon leur localisation dans la séquence du géne rpoB :

12
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e Auniveau de la région RRDR qui s’étend des codons 426 a 452 : Ser450Tyr.
e Les mutations Vall70Phe et Ile491Phe sont restées les seules mutations situées en

dehors de la région conférant une résistance a la rifampicine.

Selon une étude réalisée en Egypte, des souches cliniques de Mycobacterium bovis,
portées les mutations suivantes (Soliman et al, 2024) :
1. Asp435Phe
2. Asp435His
3. Gap 1287 1289

Dans le but d’identifier les types des mutations du gene rpoB et leur fréquence au Maroc, une
étude basée sur la caractérisation moléculaire des souches Mycobacterium tuberculosis isolés
au nord du Maroc dont les mutations fréquentes étaient (Karimi et al, 2020) :

1. Ser531Leu

2. Ser531Trp

A travers le monde, la mutation Ser531Leu est la plus fréquente (Tableau III).

Tableau III:Liste des mutations du géne rpoB dans différentes études internationales chez M
.tuberculosis (Zaw et al, 2018)

Pay,s Mutation dans RRDR Mutation hors RRDR
(année)
Brésil Phe505Val,
(2015) Ser531Le, Ser531Trp, Asp516Phe e572Val
Inde Ser531Leu, His526Tyr, 2:;13; ggllz
(2015) Asp516Val,Arg511Cys,Val513Asp, Glu521Asp Ala451Asp
Vietnam Ser531Leu, Ser531Trp, Ser531Phe, Ser531Gln,
2011) His526Leu, His526Asn, His526Arg, His526Tyr, | GIn490His ,GIn490Arg
His526Ser, Asp5S16Val, Leu530Met
Afrique du . MDR-TB :Ser331Leu, Pro535Thr, lleS72Met,
Sud (2016) His526Leu,Asp516Tyr,Leu533Pro Tvr645His
XDR-TB:Asp516Gly,Leu533Pro, Ser531Leu y
Chine Mutations aux codons 531, 526, 516, 511, 522, Val550Leu
(2010) 533, 550, 509 et 572
Sers31Leu, AspS16Val, Asp516Tyr Ser512lle,
Pakistan Leu533Pro
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1.4.La famille des protéines PE_PGRS :
1.4.1. Définition :

La famille des protéines PE (proline -acide glutamique) comprend un groupe d’antigénes
mycobactériens exposés a la surface de leurs membranes (Maio et al, 2020). Elles sont codées
par une unique famille des génes multigéniques PE PGRS (Polymorphic Guanine-Cytosine-
Rich Sequence) (Tian et Xie, 2010). Il est intéressant de noter que dans le complexe MTB,

environ 7% du génome est représenté par ces génes (Band et al, 2025)

1.4.2. Evolution :

Les génes PE_PGRS sont regroupés dans une région du génome sous forme des geénes
chevauchants résultant par plusieurs événements évolutifs, de duplication et de recombinaison
génétique (Maio et al, 2020). Leurs ancétres ont été les premiers a étre associés au locus
génétique esx-1 (ESAT-6-secretion-System 1 ) codant pour le prototype des systémes de
sécrétion de type VII (T7SS). La duplication du cluster esx-1 suivie de multiple autres
éveénements a entrainé une expansion de ces familles au sein des espéces mycobactériennes a
croissance lente .1l est intéressant de noter que I’apparition des génes PE-PGRS et PE_ MPTR
(Major Polymorphic Tandem Repeat ) ont suivi I'émergence d’un autre locus appelé esx-5

(ESAT-6 Secretion System 5) (Fig. 5) (Maio et al 2020)

EE0000 000NN ONEED)
A PE_PGRS
EEN000rOND m'“ 10O NN 1,2,5,8,19,20,22,24, 25,
29,33, 38,41, 44,47, 52
EET0000n 000NN
[ a5 PE_PGRS
EEEDOCO0mA00D T 14 15,21, 23.26, 28 31,
& 32,34, 45, 46,48, 51,54, 55,
57,58, 59
A3 na
EEDOOAm AN  PE_PGRS
27,42,43,50,53
4
[Expansion of pe and ppe B
genes, pe_pgrs and ppe_mptr EED O ODNOOGE)  PE_PGRS
and diversification. 3,4,9,10
High level of genetic C §
variability among orthologs in | EEEI0N0N 0000000 PE_PGRS
1 STB 11,16, 17, 18, 30, 35
Insertion of Emergence of the sequence
pe ppe genes coding the I-GRPLI motif in
in esx-/ 2 pe_pgrs 5
region n::Plicatiarn Stabilization of pe_pgrs and
of pe ppe 3 ppe_mptr genes in Mb.
Sé““s ;‘ 1f(l|1n Duplication i Mos! genes showing low level
eox. cluster of pe ppe of genetic variability and
genes as neutral or purifying selection
pairs or
single gene

Evolution of pe and ppe genes in Mycobacterium and MTBC

Legend: pg PPE p Unique domain _1-GRPLI - PGRS domain MPTR domain
) = b 00000 00000000 ENENENENE - - BAENENE

Figure 5: Evolution des protéines PE et PPE du genre Mycobacterium et le complexe MTB
(Ganzolo et al 2014)
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1.4.3. Structure :

Les protéines du domaine PE se caractérisent par la présence d’un motif Proline-acide
glutamique (PE) aux positions huit a neuf dans un domaine N terminal hautement conservé qui
consiste en environ 110 acides aminés. De méme les protéines PPE portent un motif Proline-
Proline acide glutamique (PPE) aux positions sept a neuf dans le domaine N terminal d’environ
180 acides aminés. Les domaines C terminaux des protéines PE et PPE sont trés variables. Ces
derniéres sont codées par des geénes avec une forte fréquence de séquences répétitives riches en
GC qui différent par leur nombre et copies entre les espéces apparentées. Chez les
Mycobactéries du complexe MTB, le domaine PE est dominé par de multiples répétitions riche
en glycine (répétition GGA-GGX) ou en X (représente 1’'un des acides aminés connues),

dénommée la sous famille PE_PGRS (Band et al, 2025).

1.4.4. Fonctions des protéines PE_PGRS :

La présence de la famille des protéines PE/PPE/PE_PGRS uniquement dans les souches
pathogenes du genre Mycobacterium tel que Mycobacterium marinum et Mycobacterium bovis
indique son importance probable dans la pathogenése des maladies. Ces protéines ont été
majoritairement rapportées comme étant soit exposées a la surface ou bien sécrétées. Elles
jouent un réle important dans le développement de la pathogenese mycobactérienne en

modulant I’évasion au systéme immunitaire de 1'hote (Sharma et al, 2022).

1.4.4.a) Modulateurs de la réponse immunitaire de 1'hote :

Les mycobactéries pathogenes infectent principalement les macrophages qui agissent
comme un réservoir pour le pathogeéne en utilisant une variét¢ de moyens contre les mécanismes
de protection médiés par les cellules immunitaires. Les protéines PE/PPE, PE_PGRS et PPE-
MPTR constituent la majorité des protéines PE/PPE, qui sont associées a la paroi cellulaire et
ont une nature sécrétoire. Certaines de ces protéines contrélent également la réponse
immunitaire de I'hote en augmentant la production des cytokines qui déclenchent une
inflammation pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. Par exemple, PPE 37 module la
réponse pro-inflammatoire chez I'hdte en diminuant la production d'IL-1, d'IL-6 et de TNF

(Sharma et al, 2022).
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1.4.4.b) Interaction avec la voie de signalisation des TLR :

Les protéines PE_PGRS peuvent interagir avec la voie de signalisation des TLR (Toll
Like Receptor) en tant que récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires présent sur la
paroi cellulaire des mycobactéries entrainent ainsi des éveénements de signalisation
intracellulaire tels que 1’activation des cellules immunitaires innées, la sécrétion des cytokines
pro inflammatoire et I’initiation de la réponse immunitaire adaptative. A titre d’exemple, le
PE PGRS33 qui se localise au niveau de membrane mycobactérienne interagit avec le TLR2

des lymphocytes T et déclenche la voie de signalisation TLR2 (Chen et al, 2025).

1.4.4.c) Source majeur de la variabilité antigénique :

Certaines protéines PE PGRS sont des antigénes bien établis et sont activement
impliquées dans l'interaction avec I'hdte. Le méme anticorps peut avoir une réactivité croisée
avec une variété d'antigénes PE_PGRS, indiquant qu'il existe des épitopes partagés parmi les
diverses protéines PE_ PGRS qui pourraient se trouver dans leur séquence conservée. La
richesse en GC résultant des copies en tandem de répétition de 9 pb CGGCGGCAA pourrait
étre le point chaud pour la recombinaison ainsi que le glissement de brin pendant la réplication

et donc la source de la variation des PE_PGRS (Tian et Jian, 2010).

1.4.5. PE_PGRS26 :

PGRS 26 est une protéine de 491 acides aminés chez Mycobacterium tuberculosis et
présente une similarité de structure et de fonction avec un autre membre de la méme famille,
PGRS33 avec un pourcentage d'identité¢ de 53 % (Fig. 6). Chez les macrophages infectés,
PGRS26 subit une régulation négative, entrainant une diminution de son expression (Tian et

Jian 2010).

L/ Q ;

Figure 6: Structure tridimensionnelle de la protéine PGRS26 de Mycobacterium bovis
AF2122/97 (UniProt ID : Q79FP3)
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Les caractéristiques du gene PGRS26 dans le génome de la souche de référence Mycobacterium

tuberculosis H37Rv sur NCBI sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau IV: Caractéristiques du géne PGRS26 (NCBI)

Geéne PGRS26

Emplacement Complément (1618209-1619684)
Longueur 1476 nt

Position du géne 690

Longueur de la protéine 491AA

L.5. Epidémiologie :

L’infection par Mycobacterium bovis cause d’une maladie difficile a gérer et a éradiquer.
L’une de ces difficultés réside sur la capacité a se propager entre les différentes especes y
compris les bovins, mais également de nombreuses autres espéces sauvages tel le blaireau
d'Eurasie (Meles meles) en Irlande et au Royaume-Uni, le cerf de Virginie (Odocoileus
virginianus), le bison (Bison bison) et 1'€lan (Cervus canadensis) en Amérique du Nord, le
sanglier (Sus scrofa) et les especes de cerfs en Europe, ainsi que le buffle d'Afrique (Syncerus

caffer) en Afrique australe (Corner et al , 2011).

Dans les pays de la région Moyen-Orient et Afrique du Nord (MENA), plusieurs facteurs de
risque semblent jouer un rdle clé dans la propagation de Mycobacterium bovis chez les animaux.
Des ¢éléments tels que 1’age, le sexe, 1’état général de I’animal, un affaiblissement du systéme
immunitaire, le surpeuplement, les contacts entre especes, les habitudes de paturage, le mode
d’alimentation, 1’environnement ou encore les conditions climatiques, sans oublier certaines
variations physiologiques ou pathologiques, peuvent tous favoriser la dissémination de cette

bactérie a potentiel zoonotique (Kasir et al, 2023).

1.6. Impact sanitaire et économique :

La pandémie de la tuberculose bovine exerce un impact sanitaire majeur sur la santé
animale qui est souvent observé sous forme d’une faiblesse, perte d’appétit et de poids et une
fievre irrégulicre (OMSA, 2019). La tuberculose bovine entraine principalement des pertes
économiques importantes dans les fermes en raison d'une mortalité élevée et d'une diminution

de la production laitiére et carnée. L’évaluation de ces pertes dans quelques pays ou 1'élevage
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domestique joue un role majeur montre un accroissement des coits de production (Tialla et al,

2021).

I.7. Transmission zoonotique de la tuberculose bovine :
La notion de la tuberculose zoonotique comprend tous les cas de la tuberculose humaine
qui ne sont pas due par Mycobacterium tuberculosis mais plutot par les Mycobactéries

généralement isolés chez les animaux notamment Mycobacterium bovis (Hauer, 2015).

Les animaux infectés développent généralement une tuberculose latente et asymptomatique,
durant laquelle le systéme immunitaire contrdle la prolifération du bacille et pendant cette
phase, I'animal atteint diffuse silencieusement le pathogéne aux autres animaux (Dumont et al,
2018). Dans les pays en voie de développement, qui sont considérés comme des zones a forte
prévalence de la tuberculose bovine, la contamination peut étre professionnelle avec une
transmission de I’infection direct des bovins aux éleveurs par voie respiratoire ou bien indirect

due a la consommation du lait cru ou de la viande contaminée (Haddad, 2013).

Selon 1'Organisation mondiale de la santé (OMS), il est estimé que Mycobacterium bovis serait
1ié a plus de 3 % des cas mondiaux de tuberculose chez I'homme. Les cas ont été principalement
dépistés dans les pays en développement, et plus précisément en Afrique subsaharienne ou
chaque année, on dénombre 70 000 nouveaux cas de tuberculose humaine a MB. Toutefois, ces
statistiques semblent sous-évaluées, car dans ces zones ou la tuberculose humaine est trés
répandue, l'identification microbiologique des cas de tuberculose est rarement effectuée et

consignée. (Dumont et al, 2018).

Des transmissions interhumaines par voie aérienne ont finalement été rapportées, bien qu'elles
demeurent faiblement documentées dans lesquelles 1'humain peut présenter différents tableaux
cliniques : guérison spontanée, maladie, infection latente et éventuellement réactivation ou

réinfection. (Dumont et a/, 2018).
I.8. Prévalence de la tuberculose bovine :
I.8.1. Dans le monde :

La tuberculose bovine est inscrite sur la liste des maladies a déclaration obligatoire par
I’Organisation mondiale de la santé animale (OMSA). Plusieurs facteurs de risque ont été
identifiés, notamment 1’age des animaux, la taille du troupeau, la cohabitation avec d'autres
especes, I’introduction de nouveaux animaux, ainsi que le type d’exploitation (viande, lait ou
mixte). Une méta-analyse regroupant des études menées entre 1993 et 2023 a I’échelle mondiale

a révélé une prévalence plus élevée en Asie, atteignant 8,19 % chez les animaux. A I’inverse,
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I’ Amérique du Sud qui présentait une prévalence assez faible estimée a 0,36 %. Au Brésil, apres
plus de vingt ans de mise en ceuvre d’un programme national de contrdle et d’éradication de la
brucellose et de la tuberculose animale (PNCEBT), la prévalence est devenue extrémement
basse, avec seulement 0,009 % chez les animaux et 0,16 % au niveau des troupeaux. (Neto et
al , 2024). En Afrique subsaharienne la tuberculose bovine est une maladie endémique qui
touche le bétail et a été recensée dans 42 des 54 pays du continent. La fréquence différe selon

les régions, les races concernées et le genre d'¢levage (Tschopp, 2020)

Par rapport au pays du nord, la tuberculose est presque maitrisée en tant que question de
sant¢ animale, 1’abattage systématique des bovins présentant une réaction tuberculinique
positive et la mise en place d’un programme de lutte contre la tuberculose bovine ont
considérablement réduit cette maladie dans les cheptels bovins. De plus, l'instauration
généralisée de la pasteurisation du lait a complétement stoppé la transmission de la tuberculose
bovine aux populations humaines. Ces mesures de contrdle ont considérablement réduit le

risque de transmission zoonotique de MB a 'homme (Dumont et al, 2018).

1.8.2. En Algérie :

En Algérie, la tuberculose bovine est également connue pour étre repérée malgré les
tentatives gouvernementales de contrdle de la maladie (Sahraoui et al, 2009). En 2021, une
¢tude faite par Tazerart et ses collaborateurs, a montré une estimation de 2,049,652 carcasses
bovines suspectées d’étre atteintes de tuberculose dans le pays. Au sein de cette population 94

ont été testé positivement pour Mycobacterium bovis (Fig. 7) (Tazerart et al, 2021).

8| _100km A Boufarik: - C. : :342 [ - wnsp 17 [ -< pected: 153
g — e ol - Suspicious carcasses: 26(7m) - Susps 10 16
', - = 3195 Five M.bovis; Q1138, Q1139, (5.84%) (10 45%)
= an Q1141 and Q1142 - Absence of M. bovis - Absence of M. bovis
/| - Suspicious carcasses: 28(!4 36%%)
‘| - Four M.bovis; Q1128 Q1131, )
£ Q1132 and Q1133
Cmmspecmd 67 - +Blida

14 (20.9%) o |
Fo-r M.bovis; Q1129, Q1134, 3 tledea
Q1135 and Q1136 >

Y Tunisia

Morocco)

Figure 7: Localisation des cinq abattoirs ou les cas positifs ont été détectés dans quatre
wilayas du nord de I'Algérie. (Tazerart et al, 2021).
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IT . Matériels et Méthodes :
I1.1. Souches de Mycobacterium bovis étudiées :

Les séquences des souches de Mycobacterium bovis proviennent de I’étude de Tazerart
et al , (2021) , qui ont fait pour la premicre fois le séquencage du génome entier WGS des
souches Mycobacterium bovis isolées en Algérie chez les bovins. L’¢tude a permis de
caractériser 13 souches formant trois génotypes distincts. Nous avons sélectionné 5 souches de
différents génotypes et leurs séquences ont été téléchargées de la base de données National

Center for Biotechnology Information (NCBI) (au format Fasta).

I1.2. Bases de données et logiciels :
I11.2.1. Base de données NCBI (National Center for Biotechnology Information) :

C’est une ressource essentielle pour la recherche scientifique internationale et constitue
I'un des piliers de la recherche biomédicale actuelle. Fondé en 1988 sous la tutelle des National
Institutes of Health (NIH) américains. NCBI constitue un réseau lié¢ a des ressources cruciales
telles que GenBank (le plus grand dépo6t de séquences ADN/ARN au monde) (Fig. 8), PubMed
(base de données pour les articles biomédicaux) et ClinVar (une véritable ressource riche en
informations sur les mutations génétiques associées aux pathologies). Des instruments tels que
BLAST, qui mettent en paralléle des séquences génétiques en quelques secondes. Le NCBI est
essentiel pour les chercheurs dans les domaines de la bio-informatique, de la génomique, de la
médecine et de la biologie évolutive. Les données ouvertes favorisent la recherche scientifique,
|'établissement de diagnostics médicaux et le progrés en matiére de traitements. On ['utilise

universellement comme norme pour la normalisation et le partage des informations biologiques.

BE= An official website of the United States government Here's how you know ~ N

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

All Databases v

Welcome to NCEBI

The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to
biomedical and genomic information.

NCBI Home
Resource List (A-Z)

Popular Resources
PubMed

Bookshelf

PubMed Central
BLAST

Nucleotide

All Resources

Chemicals & Bicassays
Data & Software
DNA & RNA

About the NCBI | Mission | Qrganization | NCBI News & Blog

Submit Download Learn

Genome
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Domains & Structures Deposit data or manuscripts Find help documents, attend a

into NCBI databases
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Genes & Expression

Genetics & Medicine
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Literature
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Figure 8: Interface de la Base de données NCBI (National Center for Biotechnology

Information)
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I1.2.2. Logiciel Bioedit v7.2.5:

C’est un logiciel de modification d’alignement de séquence biologique développé par

Tom Hall (Hall, 1999). Son interface et ces outils facilitent I’ajustement et la gestion des

séquences sur ’ordinateur. Un éditeur de séquences gratuit et largement utilisé en

bioinformatique (Fig.9). Ce logiciel facilite 1'alignement multiple des séquences grace a

l'algorithme ClustalW intégré ainsi que diverses manipulations comme la visualisation, 1'édition

manuelle, le marquage des résidus conservés...etc. La sélection de Bioedit était pour sa

simplicité d’utilisation et sa capacité a gérer divers formats de fichier (FASTA, GenBank) ainsi

que sa capacité a incorporer d’autres outils tels que Blast.

? Biokdit Sequence Alignment Editor - [C'\Users\HP\Desktop\Nouveau dossier (5)\esult et duscussion\Alignement rpoB Ref Alg Differzone fas] = X
yFile Edt Sequence Alignment View AccessoryApplication RNA Options Window Help - (8%

B0

Qe i gp e

Wue[Eg ] Ovee ] Selcin’ Seqre Ntk ore &g
i

Nunbeing Mk Nore i

f 1 ITde B PRI PR QuE

:Jl'llIIIH|I|II|Illl|l’ll|1|H||III|llllIll”]l||||IIII|llll|lll'l'lll|llllIllllIllll[IIII|||llIll’l|l||l||lll|llll|l”'|l|l||lll

(
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 -

17708304 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCARAGTTCCTCGAATAACTCCGTACCCGGAGCGCCARACCGEGTCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGRACCACTTGAG
CSURQ1128 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCARAGITCCTCGA CTCCGTACCCGGAGCGLC CGGGTCTCCTTCGCTAAGC“GCGCG--LC CTTGAG
CSURQIL3L : ““GGLnGn CCCGCCAGAGCRARACAGCCGCTAGTCCTAG TTCCTCGAATAACTCCGTACCCGGAGCGLC I “TLGCAnAGC“GLGLGﬁAC ACTTGA
CSURQ1132 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAARACAGCCGCTAGICCTAGT AAAGTTCCTCGAATAACTCCGTACCCGGAGCGCCARA GCTGCGCGAACCA
CSURQ1134 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAARACAGCCGCTAGICCTAGTCCGAGTCGCCCGCARAGTTCCTCGARTAACTCCGTACCCGGAGCGCCARAC GCTGCGCGAACCACTTGAG
CSURQ1140 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCA. AGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCAL TTC( CTCCGTACCCGGAGCGLC GC”GLGLG- C“ \CTTGAG
JAIOHEO1 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCA TCCTAGTCCGAGTCGCCCG TTCCT CTCCGTACCCGGAGCGCC. CGGGTPﬂcchCGLln:GL GCGC

0P027035 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAARACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGLCCGL TTCCTCGAATAACTCCGTACCCGGAGCGCCARACCGEGTCTCCTTCGCTAAGCTGLGL!

JBJURTO1 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAG AGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAARGTTCCTCGARTAACTCCGTACCCGGAGCGCCARACCGEGTCTCCTTCGCTARGCTGCGCGA

LR699570 : TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAARACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGLCCRCARAGTTCCTCGAATAACTCCRTACCCGRAGCGCCARACCGEGTCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGAACCACTTGA
CP023708 : TTGGLnGuT CCCGCCAGAGCARRACAGCCGCTA Gﬂﬂ~1ﬁGTCCGHGﬂCGcCCGLHirGTjCPTCGnn.HrL.LLGTHCCCGGHGLGCCAﬂruLGGG?CﬂCCﬂﬂLGL. ARGCTGCGCGAACCACTTGAG
NAZPO1 + TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCARAGTTCCTCGAATAACTCCGTACCCGGAGCGCCAARCCGGETCTCCTTCGCTARGCTGCGCGAACCACTTGA
Consensus  |TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAARACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAARGTTCCTCGAA rlu‘CCGTH&LLGGAGLGLLNU:CCGGGx CCTTCGCTAAGCTGCGCGARCCACTTGAG
I .’.ﬂ_’ 0

Figure 9: Interface du logiciel Bioedit (v7.2.5)
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11.2.3. Java Alignment Viewer (Jalview) v2.11.4.0 :

Utilis¢ comme outils de visualisation, il facilite et simplifie la compréhension des
alignements. C'est un logiciel graphique open-source, écrit en Java, congu pour la visualisation,
I'annotation et I'analyse interactive des alignements de séquences multiples (Fig. 10). Michele
Clamp et son équipe ont lancé ce projet la premicre fois en 1996, puis Waterhouse et ses
collégues ont poursuivi le développement de Jalview Version 2 qui comporte plusieurs
fonctionnalités avancées (Waterhouse et al., 2009). Jalview se distingue par sa capacité a
prendre en charge tout un processus d'alignement, de sa création a son édition manuelle,
incluant l'annotation structurale et fonctionnelle, 1'élaboration d'arbres phylogénétiques (NJ,
UPGMA), I'examen statistique de la conservation (consensus, PCA), et méme la réalisation de
figures haute définition destinées a la publication. Jalview prend en charge les formats majeurs
(FASTA, CLUSTAL, STOCKHOLM, MSF) et offre la possibilité d'importer et d'exporter
divers types de fichiers du projet. A ce jour, Jalview reste un élément central dans le domaine

de la bioinformatique moléculaire.

[ Fie Tools Help Window Jalview 2.11.4.1 - X
C\Users\HP\Desktop\Nouveau dossier (5)\PGRS26\PGRS 1128.txt -
File  Edit Select View Annotations Format  Colour  Calculate  Web Service
W‘U ‘ n E‘U W‘UU 11U 120 130 1‘40 1‘50

CSURQT126 CACCCEIECINIICC CBCCA| ICBCC) C CCC Ci CACACC CBCCABBTCCECC ICCECCEICECC] CCAAA A CC CC/—\CC Ci CCCBCC| CACC CC CCBCCBECECCECCETTA
CSURQ1131 ICACCCBIGCITICC CBCCA| CGCCGCCBAICCCETCEEECACACC AC CC CCABGTCCHCCI CCGCCBTCBCCECCAAA CC ATTECCGCCACC] C| CCCECCBICACCECCI CCGCCBECECCECCEITA
CSURQ1132 CACCCEIECINIICC CECCA| (CBCCECCBATCCCETCBEECACACCBACEBCCEBCCAGBTCCECC CCECCEBNCBCCECCAAABC ATIECCECCACC] Ci CCCEBCCEBICACCECC CCECCBECECCECCETTA
CSURQT134 ICACCCBIGCITICC CBCCA| CGCCGCCBAICCCEICEEECACACCEACECCECCABBTCCECC CCGCCBICECCECCAAAGC ATTECCGCCACC] C| CCCECCBICACCECCI CCGCCBECECCECCEITA
CSURQ1140 CACCCEIECIRRICC CECCA| (CBCCECCBATCCCEICEEECACACCBACECCECCABEBTCCECC CCECCEIICBCCECCAAAGC ARIECCECCACC] Ci CCCBCCEIICACCECC CCECCBECECCECCETTA

RNAalifold Cansensus UCACCCGUGCUUUCCUUGCGCGCCAUUGGCGCCGCCEAUCCCEUCGEECACACCGACGCCGCCAGBUCCGCCGEUGCCGCCOUCGCCEECAAAGCCGGEAUUGCCECCACCUUGGCUGGGCCCECCEUCACCECCEUUGCCGCCGECGCCECCCUUA
WIFE Structure . ( ( [ [ ) ) ) ) ) ( { [ byt (

O AT T T GOCATT LS CATCECG ChCLACACUAL L ABSTU LG0T T AGDCEEGATTECU LA TRGRT G CACESTCACCLCGT TRRCRUCELECEACE

TCACCCGTGCTTTCCTTGCGCOCCATTEECGCCECCGATCCCGTCEEGCACACCGACBCCGCCAGGTCCGCCEETGCCOCCETCGCCGCCAAAGCCEGEATTECCGCCACCTTGGCTGGGCCCGCCETCACCECCETTBCCGCCGGCECCGCCETTA

Occupancy

(Column 104 C 100%

Figure 10: Interface du programme Jalview (v2.11.4.0)
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I1.2.4. Plateforme phylogeny.fr :

Pour effectuer l'analyse phylogénétique, nous avons utilisé la plateforme web
Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr), développée par Dereeper et al. (2008) (Fig. 11). A
l'aide de I'outil “A la carte” qui permet de sé€lectionner et paramétrer individuellement chaque
étape d'analyse. Le site nous permet de générer une curation de nos séquences a 1’aide de
Gblocks 0.91b dans le but d’améliorer la qualité de I'alignement multiple en éliminant les
régions ambigués, les gaps excessifs et les positions hypervariables qui peuvent fausser les
distances phylogénétiques. Les séquences curées ont été extraites pour construire 1’arbre

phylogénétique au moyen du logiciel Mega 11 .

5. pour la

. Nonmation
Genomuaueaet
J Structurale

B Lirmm

Phylogeny Analysis Dlast Explorer Online Programs Your Workspace  Documentation

Nignment Curation
MUSCLE  [cab|  Gblocks

"Ala Carte" Mode

1. Workflow Setup

Workflow Settings

(optional); [

Choose processing steps to run and select software to use:

¥ Multiple Alignment
@\

0
0 1006
0

2 Alignment curation:
)
(o

[ Construction of phylogenetic tree:

€ PhyML

Figure 11:Interface de la plateforme phylogeny.fr
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I1.2.5. MEGA v11.0.13 :

Un logiciel utilisé¢ pour la construction et la visualisation de l'arbre phylogénétique a
partir d'un fichier curé a l'aide de la méthode d’analyse Neighbor-joining avec les parameétres
suivants : 1 000 bootstrap, p-distance comme modele de substitution et 3 threads. C'est un
programme de bioinformatique créé par Tamura et al. (2021), qui est couramment utilisé dans
le domaine de l'analyse phylogénétique et de la génétique évolutive permettant de réaliser
I'ensemble des analyses nécessaires a 1'étude de I'évolution moléculaire, a partir de 1'alignement
des séquences jusqu'a la visualisation des arbres phylogénétiques. MEGA 11 intégre de
nombreux algorithmes de reconstruction phylogénétique incluant les méthodes de distance
(Neighbor-Joining, UPGMA) et de maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood) .1l
offre aussi des outils avancés tels que 1'évaluation des distances évolutives, le calcul du taux de

substitution, ...etc.

File  Analysis  Help

M11: Analysis Preferences

o N > 0 [A
) (P () (k) () () (E) (%) (%) (h
o’ g L— g S’ S’ e S e g
ALIGN DATA MODELS DISTANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION RATES Optnn Seﬂ:—"g
KR
TA o ANALYSIS

Data

TIMETREE

Scope & All Selected Taxa

Statistical Method = Neighbor-joining

PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny = Bootstrap method
No. of Bootstrap Replications 1000
SUBSTITUTION MODEL

Substitutions Type | Nucleotide

Model/Method - p-distance

Substitutions to Include = d: Transitions + Transversions
RATES AND PATTERNS

Rates among Sites = Uniform Rates

Pattern among Lineages = Same (Hamogeneous)
DATA SUBSET TO USE

(Gaps/Missing Data Treatment | Pairwise deletion

Select Cadon Positons | [1st M2nd M3 [ Noncoding Sites

SYSTEM RESOURCE USAGE

Number of Threads = 3

Figure 12:Interface du logiciel Megall (v11.0.13)
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I1.3. Alignement multiple :

e Le choix du gene rpoB :

Notre attention s’est portée sur le géne rpoB, codant pour la sous-unité béta de 'ARN
polymérase, une enzyme cruciale pour la transcription de 'ADN en ARN chez les bactéries.
Des mutations dans la région RRDR sont souvent liées a un processus de résistance a la
rifampicine, en perturbant l'attachement de la rifampicine a I'ARN polymérase, rendant ainsi le

traitement inefficace. Dans le contexte de cette étude 1’analyse du géne rpoB vise a :

- Identifier et caractériser les mutations présentes au niveau de la région RRDR du géne
rpoB.
- Comparer ces mutations avec des profils de référence des souches sensibles et

résistantes.
I1.3.1. La récupération des séquences du géne rpoB :

Pour commencer notre recherche sur le géne rpoB, nous avons obtenu le numéro du
BioProject PRIEB37177 (le projet de séquencage des souches MB algériennes) a partir de
l'article de Tazerart et al, 2021, cité dans la section ‘Results’. Par la suite, nous avons accédé a
la plateforme NCBI et sélectionné 1'onglet génome dans le menu « Ressources populaires ».
Suite a l'affichage de la base de données Génome, nous avons entré le numéro de projet dans le
champ de recherche approprié. Les résultats identifiés présentaient 13 souches de M. bovis,
parmi lesquelles nous avons choisi 5 souches Q1128, Q1131, Q1132, Q1134 et Q1140, de
différents génotypes. Pour chacune de ces cinq souches, nous avons accédé aux données
d'assemblage du génome et nous avons consulté la rubrique « voir les genes annotés ». A I’aide
de I'outil de recherche basé sur le mot-clé : rpoB, nous avons pu s’acquérir de I'emplacement
génique, la direction de la s€quence, le nom, le symbole, le locus tag, le type d gene, la protéine
ainsi que la longueur de la séquence en acides aminés du gene. Les séquences nucléotidiques
completes du geéne ont été obtenues et téléchargées en format FASTA. Chaque séquence a été
renommeée selon le nom de la souche d'origine afin de faciliter les alignements. Ces séquences
ont ensuite €té regroupées dans un seul fichier FASTA pour permettre 1’alignement multiple

(Fig. 13).
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Copier (Ctrl +C) et coller (Ctrl + V) le numéro du

Accéd NCBI Aller G . .
ceéder au er sur « Genome » BioProject PRIEB37177
Consulter les données d’assemblage de chaque Les résultats présentent 13 souches de M. bovis ; nous
génome, puis cliquer sur I’option « Voir les genes avons sélectionné 5 souches (Q1128,Q1131,Q1132,
annotés » Q1134 et Q1140) de différents génotypes.

Le résultat indique I’emplacement génique, le sens de lecture, le nom, le
symbole, le locus-tag, le type de géne, la protéine et la longueur de la
séquence en acides aminés

Filtrer a I’aide de I’outil de
recherche par mot-clé (« rpoB »)

Regrouper toutes les séquences dans
un seul fichier pour réaliser un
alignement multiple

Télécharger les séquences nucléotidiques complétes du géne au format
FASTA, puis les renommer selon la souche d’origine

Figure 13:Diagramme explicatif des entrées réalisées pour I’obtention des séquences du géne
rpoB des souches M. bovis isolé en Algérie.

I1.3.2. Alignement du gene rpoB :

L'objectif de 1'alignement est d'identifier les mutations spécifiques du geéne rpoB liées a
la résistance a la rifampicine de M. bovis provenant de bovins en Algérie (Tazerart et al, 2021)
entre elles ainsi qu’avec celles isolées dans diverses régions géographiques et en les comparant

également avec des souches de M. bovis issues des cas cliniques en Egypte et au Ouganda.

I1.3.2.a) Souches égyptiennes :

Une ¢étude égyptienne intitulé «Genetic diversities and drug resistance in Mycobacterium
bovis i1solates from zoonotic tuberculosis using whole genome sequencing» de Soliman et son
équipe publiée en 2024 a été sélectionné pour comparer les isolats des cas cliniques avec les
souches algériennes isolées du bovin. Tout d'abord, nous avons extrait le numéro du BioProject
PRINA1019495. Nous avons utilisé la plateforme NCBI ainsi que la base de données Génome
pour obtenir les séquences du gene rpoB, suivant le méme procédé utilisé pour la récupération
des geénes rpoB des souches algériennes. Les résultats obtenus montrent que 55 génomes
séquencés représentent les espéces M.Tuberculosis et M.bovis. Nous avons sélectionné trois
souches de M.bovis (S20, S23 et TB1). Il est aussi mentionné dans 1’étude égyptienne que la
souche TB1 présente une résistance a la rifampicine, tandis que deux autres S20 et S23 sont

sensibles.
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Les séquences ont été ensuite assemblées dans un seul fichier sous format FASTA

(tableau V).

Tableau V:Séquences du geéne rpoB étudiées de souches prélevées chez I’Homme

BioProject BioSample Souche Héote Pays
SAMN38024412 TB1
PRINA1019495
SAMN37519964 0023 Homo sapiens Egypte
SAMN37519961 0020
PRINA233394 SAMN02567762 | B27995 | Homo sapiens | ©Ouganda

I1.3.2.b) Souche de Ouganda

Nous avons examiné une recherche ougandaise intitulée ‘Retrospective Analysis of
Archived Pyrazinamide Resistant Mycobacterium tuberculosis Complex Isolates from
Uganda—Evidence of Interspecies Transmission’ réalisée par Wanzala et al en 2019 qui
présente un cas clinique atteint par Mycobacterium bovis ou cet isolat était résistant a tous les
antibiotiques antituberculeux. Nous avons d’abord identifi¢ le numéro de BioProject
correspondant (PRINA233394). Ce numéro a été consulté sur la plateforme en ligne du NCBI
ainsi que dans la base de données ‘Génome’, ce qui nous a permis d’accéder aux données
génomiques associées. La séquence du gene rpoB issue de la la souche B2 7505 a ensuite été
extraite en suivant un protocole identique a celui appliqué pour les souches algériennes,
téléchargée au format FASTA, et enfin renommée en fonction du nom de la souche et de son

origine (Cf. tableau V).

I1.3.2.c) Souches provenant de différentes zones géographiques :

Dans le cadre de cette étude, et pour améliorer la précision et la représentativité des
résultats d'alignement, nous avons recherché les séquences du géne rpoB des souches issues de
régions différentes dans la base de données NCBI. Nous avons rassemblé un lot de séquences
pour confronter les mutations détectées dans la zone RRDR avec des profils de référence.
Certaines séquences ont pu €tre obtenues directement a partir des pages d'annotation génomique
complétes suivant les mémes étapes mentionnées précédemment, ou le géne rpoB était

explicitement identifié et annoté. Cependant, pour d'autres souches, en particulier celles pour
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lesquelles seuls des génomes WGS étaient disponibles, le géne rpoB n'était pas spécifiquement

annoté. Devant cette situation, on a dii procéder a une recherche manuelle du géne dans les

contigs, en recourant a des outils tels que BLASTn pour identifier et extraire la séquence

nucléotidique du géne. Les séquences récupérées ont par la suite été enregistrées en format

FASTA, nommées d'apres leur origine géographique ou leur identifiant de souche, et réunies

dans un méme dossier pour I'étape d'alignement (tableau VI).

Tableau VI: Origine des séquences du geéne rpoB étudiées isolées du bovin.

BioProject BioSample Souche Héote Pays
SAMEA6617080 CSURQI1128
SAMEA6617082 CSURQI1131
PRIJEB37177 Bovi
SAMEA6617083 CSURQ1132 ovin Algérie
SAMEA6617085 CSURQI1134
SAMEA6617090 CSURQ1140
Bos Royaume-
PRJEB15187 SAMEA20450668 AF2122/97 .
Taurus Uni
PRINA756983 SAMN21018175 TMTO05 Bovin Brésil
Bos
PRINA428763 SAMNO08321034 2002/0476 Canada
Taurus
PRINA119433 Bos )
SAMN45177730 L24001 Chine
7 Taurus
PRJEB33636 SAMEA5803801 Mb3601 Bovin France
PRINA412319 SAMNO7709478 3/86R Bovin Inde
Bos
PRINA287158 SAMNO06627641 MbURU-016 Taurus Uruguay

Le programme BioEdit a été utilisé pour effectuer un alignement multiple avec 1’algorithme

ClustalW. Nous avons conservé les parametres par défaut afin d'identifier les mutations

présentes dans la région RRDR :

- Le fichier contenant les séquences des souches algériennes en format FASTA a été

importé dans le programme BioEdit via l'option « open sequence set » afin de charger
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les séquences. Apres I'ouverture des séquences dans 1'éditeur, nous avons effectu¢ un
alignement multiple en utilisant 1'outil ClustalW intégré (disponible sous « Accessory
application -> alignement multiple ClustalW »). Les paramétres par défaut ont été
appliqués, ce qui a conduit a un alignement automatique de toutes les séquences. Par la
suite, l'alignement réalis¢ a été examiné manuellement en utilisant les outils de
visualisation de Jalview afin d'identifier toute variation nucléotidique ou mutations
spécifiques parmi les différentes souches analysées.

- Unautre fichier contenant des séquences de rpoB issue de 1’étude égyptienne additionné
de la souche de Ouganda et un autre regroupant d’autres issues de différentes zones
géographiques ont été téléchargé vers le programme Bioedit (séparément). En cliquant
sur ’option “alignement multiple ClustalW” nous avons réalisé l'alignement entre les
séquences, et pour la visualisation de 1'alignement nous avons utilisé le programme

Jalview.

I1.4. Analyse phylogénétique :
e Le choix du géne PGRS26 pour créer un arbre phylogénétique :

Dans une étude effectuée en 2003 par I'équipe de Garnier et al, une comparaison a été
réalisée entre le génome entier de la souche de référence M. bovis AF2122/97 a celle de M.
tuberculosis H37Rv qui a montré que malgré une identité génomique globale supérieure a
99,95%, plusieurs génes PE-PGRS notamment PE_ PGRS26 présentent des indels (délétions et
insertions) spécifiques a M. bovis. Ces protéines représentent des structures de surface ou
d’antigénicité. De plus une autre étude faite par I'équipe de Dheenadhayalan et Brennan en 2006
dans le but d'évaluer la variabilité intra-espéce du géne PE PGRS26 parmi une large collection
d’isolats cliniques de MTBC, suggere que le domaine PE est quasi-invariable, reflétant une
pression sélective forte, tandis que le domaine PGRS accumule des insertions/délétions qui sont
plus prononcées dans les isolats de M. bovis. Ainsi, ce gene a été sélectionné dans le cadre de
notre étude pour la construction d’un arbre phylogénétique, dans le but d’explorer les relations

évolutives entre les souches MTB analysées.

Nous avons également ¢tudié les liens évolutifs entre M. bovis et les isolats appartenant au

complexe MTB.

I1.4.1. Provenance des séquences :
Les génes PGRS26 des 5 souches de Mycobacterium bovis d’origine algérienne, les
mémes choisis pour 1’alignement multiple, ont été étudiés. Etant donné que les génomes de ces

souches ont été disposés sur NCBI sous forme de contigs, pour détecter le gene, nous avons

30



Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

téléchargé la séquence de PGRS26 de la souche Mycobacterium bovis de référence
(AF2122/97) de NCBI. Par la suite, nous avons aligné les génomes des souches algériennes
pour qu'on puisse récupérer les séquences PGRS26 de la plateforme BLAST a 1’aide de 1’outil

« Align two or more sequences».(Tableau II , Annexe)

Pour I’étude du geéne au sein du complexe MTB, nous avons récupérer les séquences du geéne
PGRS26 issu de différentes espéces du complexe tel que M. africanum, M. canetti, M. bovis
BCG, M. tuberculosis et M. bovis, M .caprae, M. pinnipedii et M. mungi depuis la base de
données NCBI. Par la suite, nous avons téléchargé ces séquences sous forme FASTA et
renommé chaque séquence par un numéro d'accession, l'origine géographique, l'année

d'isolement et le geéne. (Tableau II, Annexe)

I1.4.2. Alignement multiple et génération de la séquence consensus :
Nous avons réalisé un alignement multiple des s€quences de PGRS26 récupérées depuis
BLAST sur le programme Bioedit par I’algorithme Clustal W pour générer une séquence

consensus. Cette étape n’a pas été réalisée pour I’étude au sein du MTBC.
I1.4.3. Recherche des séquences homologues sur BLAST :

La séquence consensus a ¢ét¢ déposé dans le champ « Enter accession number(s), gi(s), or
FASTA sequence(s)» dans la plateforme BLAST, puis on a choisi la base de données
«Nucleotide collection (nt)» et pour le choix de l’organisme on a entré [’espéce
Mycobacterium bovis. Nous avons choisi I’option « Highly similar sequences (megablast)»
avec le reste des parametres par défaut. Plusieurs séquences ont été obtenues apres le lancement
de BLAST et 13 séquences de M.bovis ont été sélectionnées présentant une homologie entre

94.94% et 99.93%.

Afin d’enrichir notre arbre phylogénique nous avons téléchargé plusieurs génomes de
souche M.bovis provenant de différentes zones géographiques (Uruguay, Brésil, Argentine, ...)
sous forme de contig. A l'aide de 'outil « Align two or more sequences», nous avons déposé
la séquence consensus dans le premier champ et le génome des souches dans le deuxieme
champ avant de lancer le BLAST. Les résultats montrent que la séquence PGRS séquencée est
retrouvée dans différents contigs, En conséquent, nous avons téléchargé les séquences retenues
et puis a l'aide du programme Bioedit, nous avons assemblé¢ ces séquences manuellement pour
obtenir le géne de PGRS26 complet. A la fin, on a collecté toutes les séquences de PGRS26

dans un fichier sous format FASTA.
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Télécharger la séquence BLAST : aligner la séquence PGRS26 de Récunération * extraire les fragments
écupéra : y
PGRS26 de la souche de la souche de référence avec les génomes ,p. . . e
. L. algériens dispersés sur les contigs.
référence. algériens. y

\

Assemblage : assembler manuellement, dans BioEdit, les
séquences retenues par BLAST en s’appuyant sur la séquence
de référence PGRS26.

Création : générer une séquence consensus a partir
des souches algériennes assemblées.

J

Copier(entrl+¢) coller (entrl+v) : On copie la séquence consensus et on
la colle dans le champ prévu a cet effet de BLAST, en conservant tous
les paramétres par défaut, puis on sélectionne « M. bovis » comme
organisme avant de lancer 'analyse.

Résultats : BLAST révéle 47 souches de M.
bovis, dont la majorité sont des BCG,
partageant le géne PGRS26.

Enrichissement : télécharger plusieurs génomes de M. bovis Sélection & téléchargement : parmi ces souches,

issus de différentes zones géographiques (Uruguay, Brésil, retenir 13 présentant une homologie comprise entre

Argentine), puis les comparer par BLAST avec la séquence 94,94 % et 99,93 % puis t¢lécharger leurs séquences au
consensus algérienne.. format FASTA

Figure 14: Diagramme explicatif des entrées réalisées pour 1’obtention des séquences du gene
PGRS26 de la souche M.bovis

11.4.4. Construction de I’arbre phylogénétique :

Sur la plateforme phlogeny.fr, nous avons sélectionné I’option A la Carte dans la
catégorie phylogeny analysis. On a téléversé les séquences sur le champ en incluant les
séquences algériennes, les séquences retenues de BLAST, les séquences de PGRS26
assemblées manuellement et la s€quence de référence (AF2122/97). L alignement est lancé en
amont de la curation avec 1’algorithme GBlocks 0.91b, sans modification dans les paramétres.

Par la suite, on télécharge les séquences curées sous la forme FASTA (Fig. 13 et 15).
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Alignment Curation

"Ala Carte” Mode MUSCLE \cb|  Golods Help ?

‘ 1. Overview “ Q.AhgnmentSet\Res.“ 3.CumﬁmwSet\Res.|

Curation results

Gblocks 0.91b Results

Processed file: input.fasta

Number of sequences: 30

Alignment assumed to be: DNA

New number of positions: 1094 (selected positions are underlined in blue)

18 20 30 48 50 60

(N TR N I TC/CCCGTGCTTTCCTTGCACGCCATTAGCGCCGCCGATCCCATCAGACACACCAACAC]
Lo LK Pl V1 T/ CCCGTGCTTTCCTTGCGCGCCATTGECGCCGCCGATCCCATCGACACACCRACGLG
Lo L bl V1 T/ CCCGTGCTTTCCTTGCACGCCATTGECGCCGCCGATCCCATCGRCACACCRACGLG
Lo L e 1 T/ CCCGTGCTTTCCTTGCGCGCCATTGGCGCCGCCGATCCCATCRGECACACCRACGLG
(o 1os e e U I TC/ CCCGTGCTTTCCTTGCACGCCATTAGCGCCGCCGATCCCRTCAGRCACACCRACAC]
(o 2oy e TN I TC  CCCGTGCTTTCCTTGCGCGCCATTRGCGCCGCCEATCCCATCGRGCACACCGACACG
o]y el el TC  CCCGTGCTTTCCTTGCGCGCCATTEGCGCCGCCAATCCCGTCAGACACACCGACRL]
[Tl R TC  CCCGTGCTTTCCTTGCGCGCCATTEGCGCCGCCAATCCCGTCAGACACACCGACRL]
R0l TC / CCCGTGCTTTCCTTGCGCGCCATTEGCGCCGCCAATCCCGTCAGACACACCGACRL]
VAL 200t Rl T €/ CCCGTGCTTTCCTTGCGCGCCATTGECGCCGCCGATCCCATCGRCACACCRACGLG
(oLt A T/ CCCGTGCTTTCCTTGCGCGCCATTGGCGCCGCCGATCCCATCAGRCACACCACGLG

AR LY f e Tt o FLLLLYLER o L L L L NG LYLEL LY L S LI LLY.

Figure 1: Selected alignment blocks (underlined in ).

Input:

Figure 15: Interface de Gblocks apres la curation des séquences PGRS26 sur la plateforme

phylogeny.fr

11.4.5. Edition et visualisation de ’arbre sur MEGA 11 :

Les séquences curées générées par phylogeny.fr ont été ouvertes avec le logiciel
MEGAI11 en optant pour la phylogénie Neighbour-Joining dans la catégorie <Phylogeny>
disponible sur I’interface du logiciel. Les paramétres sélectionnés sont ceux décrits dans la page
XX. Les souches présentes dans 1’arbre sont identifiées par un numéro d'accession, 1'origine
géographique, 1'année d'isolement et le gene. Une fois I’arbre généré, nous avons pensé a
modifier la longueur des branches et a marquer les souches algériennes et la souche de référence
afin de faciliter la lecture. L arbre modifié a été t€léchargé sous trois formats différents : PDF,

EMF et SVG (Fig. 15 et 16).
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Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

Accéder a la plateforme Copier / Coller (Ctrl +C / Ctrl +V) les Aligner les séquences avec MUSCLE,
Phylogeny. ft. séquences dans I'interface « A la carte », puis cliquer sur Submit.
Résultats : récupération de I'alignement curé } { (horsir« Nextls’;:i:ze»dzt)érb;:;lcrl:ll alignement 3

Ouvrir le fichier FASTA dans MEGAL, puis construire

Télécharger I'alignement curé au format FASTA. Parbre par la méthode Neighbor-Joining.

Les analyses ont été effectuées avec 1 000
réplications de bootstrap, en utilisant la méthode de
distance p-distance et en paralléle sur trois threads.

Visualiser 'arbre dans MEGAL11 : ajuster la longueur des
branches et annoter les souches spécifiques.

Figure 17:Diagramme explicatif montrant la construction de 1’arbre phylogénétique en
utilisant la plateforme phylogeny.fr et le logiciel MEGA11
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

II1. Résultats et Discussion

III. 1. Alignement multiple

I11.1.1. Alignement des séquences du géne rpoB des souches algériennes :

L’alignement multiple par le programme Bioedit (grace a I'algorithme ClustalW ) du géne
rpoB présent chez Mycobacterium bovis isolé des bovins algériens, montre une identité totale

de 100% sur la totalité des positions alignées (visualisation sur Jalview sur la figure 18).

1260 1270 1|280 1290 1|300 1|310

CSURQ1128 CACC CCAA ACAACC
CSURQ1131 CACC CCAA ACAACC
CSURQ1132 CACC CCAA ACAACC
CSURQ1134 CACC CCAA ACAACC
CSURQ1140 CACC CCAA ACAACC

coromn O LTl T T5CACACCA TR GUCAATTATOA A GeA CRA BT

GCCGCGATCAAGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG

Occupancy

Figure 18: Alignement multiple des cinq séquences rpoB de Mycobacterium bovis isolées
des bovins en Algérie.

Dans cette étude, nous avons caractérisé in silico la région codante du gene rpoB. Le gene
rpoB, codant pour la sous-unité B de I’ARN polymérase, une enzyme essentielle a la
transcription de I'ADN en ARN. La sous-unité B est une cible majeure de la rifampicine. Les
mutations dans ce gene altérent I’affinité de liaison du médicament, conduisant a une résistance.
Environ 95 % des résistances a la rifampicine sont associées a des mutations dans la région

appelée RRDR (Rifampicin Resistance-Determining Region).

L’alignement initial des cinq souches algériennes entre elles, réalisé via BioEdit, n’a
révélé aucune divergence significative, indiquant une forte conservation du gene rpoB dans les
souches M.bovis sélectionnées. Cet alignement refléte 1’homogénéité de ces isolats issus
d'¢levages des wilayas de Blida et Médéa qui adoptent la stratégie d'abattage préconisée par
I’OMS, c'est-a-dire l'abattage immédiat des bovins atteints de tuberculose avant l'apparition

potentielle de variants résistants. Cette approche préventive réduit l'exposition des souches
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bactériennes a la rifampicine. Ces animaux sont retirés de la population avant I’initiation de
tout protocole thérapeutique. C'est grace a cette procédure que les populations de M. bovis isolé

du bovin restent sensibles a la rifampicine et conservent une stabilité génétique.

I11.1.2 Alignement du géne rpoB avec d’autres séquences de différentes zones
géographiques :

D'autres séquences du géne rpoB des souches isolées du bovin tel que le géne de la souche
de référence et d’autres séquences provenant de différentes zones géographiques ont été
¢galement alignées pour identifier d'éventuelles mutations chez le géne. L'alignement multiple
de ces séquences montre une identité¢ nucléotidique de 100% sur ’ensemble des positions

alignées (visualisation sur Jalview sur la figure 19).
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Figure 19:Alignement multiple de géne rpoB de M.bovis isolé de la souche de référence et
d’autres séquences de différentes zones géographiques.

L'absence d’une variabilité génétique dans les séquences algériennes du géne rpoB dans
la région RRDR confirmée par une comparaison avec la souche de référence AF2122/97 et des
séquences issues de diverses régions geographiques, suggere une forte conservation
interrégionale observée dans le géne rpoB chez les souches de M.bovis. Cette conservation du
gene pourrait refléter une origine phylogénétique commune récente ou le résultat des mesures
strictes appliquée chez le bovin en cas de tuberculose (la stratégie d'abattage lors d'une infection
par M.bovis et 1'absence de traitement par I'antibiotique). Dans une étude francaise réalisée par

Appegren et al, publiée en 2023, ils ont utilisé des méthodes de génotypage (Spoligotypage,
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MIRU-VNTR) pour identifier et caractériser les souches de M. bovis entre 2000 et 2010. Ils ont
démontré que la stabilité génétique du géne rpoB chez M. bovis en France indique une
adaptation optimale aux réservoirs bovins, ou l'absence de traitement antibiotique et
|'éradication par abattage sanitaire maintiennent une pression évolutive minimale (Appegren
et al, 2023). Cette observation est particulierement intéressante quand on la compare aux
données de M. tuberculosis ou des mutations telles que S450L ou H445Y sont liées a une
résistance €levée, mais I'ARN polymérase conserve sa fonctionnalité grace a une flexibilité

conformationnelle (Li et al, 2021).

I11.1.3. Alignement multiple du géne rpoB isolé du bovin avec d’autres isolés de
I’Homme :

Des séquences du geéne rpoB des souches M.bovis isolées chez 1’humain dont trois
séquences d’origine égyptienne et une séquence provenant de I'Ouganda ont été alignées avec
les séquences du geéne rpoB des souches algériennes étudiées. L'alignement multiple de ces
séquences a révélé que deux isolats humains égyptiens (0023,0020) ont une correspondance de
séquence de 100% avec les séquences algériennes. Cependant, le troisiéme isolat humain de la
meéme étude (TB1) indique une similitude de 99.89% dont deux mutations localisées dans la
région hotspot. La premicre est une délétion d’un codon (c .1288 1290del) et la deuxieme est
une substitution a la position 1303 (p.1303 G>C) ce qui donne I’acide aminé histidine au lieu
de I’aspartate. D'autre part I’isolat provenant de L'Ouganda (B2 7505) révele une ressemblance
nucléotidique de 99.97% dont une mutation située dans la région hotspot du geéne rpoB a la

position 1303 (p.1303 G>T) ce qui donne I’acide aminé tyrosine au lieu de I’aspartate.
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Figure 20: Alignement multiple de géne rpoB de M.bovis des souches algériennes avec ceux
des isolats humains

L’alignement de ces séquences avec les isolats algériens montre une identité parfaite
(100%) entre deux séquences égyptiennes et les cinq séquences algériennes, tandis que la
troisiéme séquence et la séquence ougandaise présentent des mutations dans la région RRDR,
dont le codon (430) pour la séquence égyptienne (TB1) et le codon (435) pour les deux
séquences égyptienne (TB1) et ougandaise (B2 7505) selon la numérotation de M.tuberculosis.
Une étude effectuée en inde montre que des locus tel que le codon (430,435) dans la séquence
rpoB refléte des mutations reconnues comme des déterminants majeurs de résistance a la
rifampicine, car elles altérent le site de liaison de l'antibiotique sur la sous-unité  de 'ARN
polymérase (Vadakunnel et a/, 2025). Conformément aux observations de I’étude égyptienne,
I’identité parfaite observée entre les séquences rpoB des souches bovines algériennes et celles
de souches zoonotiques sensibles a la rifampicine isolées en Egypte suggére fortement une
origine animale commune ce qui renforce I'hypothese d'une transmission inter-espece depuis le

bétail.

Les variations identifiées dans le géne rpoB au sein des souches résistantes a la
rifampicine sont associées a la pression sélective induite par le traitement antibiotique, leur
émergence et leur stabilisation au sein des populations bactériennes sont stimulées par une

exposition prolongée ou inappropriée a la rifampicine. Une autre hypothése serait que la
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transmission des souches M .bovis résistantes a la rifampicine dans nos alignements peuvent
¢galement étre d’origine humaine malgré que la transmission interhumaine est considérée
comme ¢éveénement rare. Une étude sur la transmission de Mycobacterium bovis au Royaume-
Uni de 2005 a 2008 a révélé que, parmi les 129 isolats identifiés chez des cas cliniques, ils ont
trouvé que 9 personnes infectées par M.bovis nées apres 1960 (lorsque la pasteurisation a été
largement adoptée au Royaume-Uni). De plus, aucun des patients n'a été en contact direct avec
des animaux sauvages, ce qui suggere une transmission interhumaine récente (Mandel et al,
2011). Cette transmission inter-humaine de souches résistantes constitue un enjeu majeur de

santé publique.

Des exceptions peuvent étre constatées malgré 1'absence du traitement, certaines mutations
rpoB ont été détectées, provoquées par des contraintes indirectes telles que l'utilisation
d'antibiotiques non ciblé (traitement d'autres infections), ou la transmission d’homme a
I’animal. Une étude égyptienne récente sur l'isolement et la caractérisation de souches de
Mycobacterium bovis prélevées sur des bovins abattus révéle que parmi six isolats
phénotypiquement résistants a la rifampicine, les chercheurs ont identifié trois substitutions
ponctuelles dans la région RRDR : a savoir les mutations H526Y, S531L et D516V (selon la
numérotation E.coli). (Desouky et al, 2022). Une autre étude italienne ou des chercheurs ont
analysés 14 souches de Mycobacterium bovis isolées du bovin a confirmé que six souches sont
résistantes a la rifampicine grace au séquengage du geéne rpoB, et cette résistance est

principalement associée a la mutation L521P (Sechi et al, 2001).
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I11.2. Analyse phylogénétique :
I1.2.1. Géne PGRS26 chez M.bovis :

L’arbre phylogénétique construit a partir des séquences nucléotidiques du géne PGRS26
basé sur un alignement multiple suivi d’une méthode de type Neighbor-Joining est représenté
sur la figure 20. Les séquences incluses dans I’analyse ont été collectées entre 1997-2023. Les
valeurs de support statistique, en particulier les bootstraps a 100%, valident la solidit¢ des
regroupements constatés. La souche de référence est représentée par le carré bleu LT708304.1 :
M. bovis (UK/1997/PGRS26). Les résultats révelent une diversité génétique considéré marquée
entre les souches de Mycobacterium bovis isolées en Algérie et celles issues d’autres régions

du monde dont deux clades principaux ont été identifiés (Fig. 21, 22).

Le premier clade est un groupe monophylétique ancestral qui regroupe la souche de
référence M. bovis (UK/1997/PGRS26) avec des souches isolées en Irlande en 2021(Mutant M.
bovis/Irlande/2021) ainsi que d’autres isolées en Argentine en 2009 du bovin (Bos taurus). Ces
isolats bien que ¢loignés dans le temps, semblent présenter une certaine stabilité génétique au
sein du géne PGRS26 en les comparant a la séquence de référence avec une distance patristique
située entre 0 et 10" pour la souche argentinienne et entre 2x107 et 5x10°° pour les souches

irlandaises (Fig. 19 et 20).

Le deuxiéme clade présente une diversité géographique et temporelle remarquable,
regroupant des souches collectées entre 1986 et 2023 provenant d'Algérie (CSURQ1128,
CSURQI1131, CSURQI1132, CSURQ1134 et CSURQ1140), de France, d’Uruguay, du Brésil,
d’Inde, de Chine, de Belgique et de Russie. Bien que la majorité de ces souches montrent une
conservation du gene PGRS26, elles présentent collectivement une divergence de 9.15 x 103
par rapport a la souche de référence ancestrale. Parmi les isolats algériens de bovins (2017),
quatre souches (CSURQ1128, CSURQ1131, CSURQ1132 et CSURQ1140) se distinguent par
une distance génétique modérée de 9.15 x 1073 par rapport a la référence, une valeur partagée
avec des souches francaises, brésiliennes, indiennes et canadiennes malgré leur éloignement
temporel. En revanche, 1'isolat algérien CSURQ1134 révele une divergence accrue de 2.734 x
1073, se positionnant a 1.828 x 1073 des autres souches du clade. Cette tendance a I'éloignement
est encore plus marquée chez la souche russe "M. bovis BCG" (isolat humain, 2006) qui présente
une distance exceptionnelle de 2.776 x 1073 par rapport a la référence et 1.861 x 1073 vis-a-vis
des autres membres du clade, confirmant son isolement phylogénétique au sein de ce groupe

(Fig. 19 et 20). Cette divergence marquée s’explique par le fait que la souche BCG est une
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forme atténuée et modifiée de M. bovis, développée pour étre utilisée comme vaccin, a contrario

de la souche algérienne CSURQ1134 considérée comme souche "sauvage" retrouvée

naturellement chez le bovin.

Le groupe externe comprend la souche M. riyadhense, classée parmi les mycobactéries

non tuberculeuses, ainsi que d’autres souches telles que M. marinum, M. ulcerans,

M. pseudoshottsii et M. liflandii, regroupées au sein du groupe MuMC (pour Mycobacterium

ulcerans/M. marinum). Ces isolats sont a une distance patristique de 5,39 x 10~ 2 du deuxi¢me

clade et a 5,68 x 1072 du clade ancestral.
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Figure 21:Arbre phylogénétique basé sur les séquences du géne PGRS26 de souches de
Mycobacterium bovis collectées en Algérie et dans 12 pays entre 1997 et 2023.
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Figure 22:Tableau explicatif illustrant les distances patristiques entre les différentes souches
de M. bovis, basé sur l'arbre phylogénétique.

I1.2.2. Géne PGRS26 chez le complexe MTB :

L’arbre phylogénétique construit a partir des séquences nucléotidiques du gene PGRS26

issus de différentes especes du complexe MTB (Mycobacterium tuberculosis , M . pennipedi ,

M . canneti , M.caprea , M.bovis , M.bovis BCG, M.orygis , M. mungi et M. africanum ) basé

sur un alignement multiple du gene étudi¢ suivie d’une phylogénie par la méthode de

Neighbour-joining représenté sur la figure 21 Les séquences incluses dans cette analyse ont été

collectées entre 1934 et 2023. Leur traitement a été réalisé a 1’aide des outils disponibles dans

le logiciel MEGA 11, en suivant les mémes étapes que pour la construction du premier arbre

phylogénétique. Les résultats révelent une séparation claire entre les différentes espéces avec

une organisation phylogénétique reflétant a la fois la répartition géographique et 1’histoire

évolutive des souches appartenant au MTBC.
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Le premier groupe, qualifi¢ de clade ancestral, enraciné par la souche de référence
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, isolée chez ’humain aux Etats-Unis en 1934, rassemble
quatre autres souches de la méme espece provenant de différentes régions du monde : Afrique
du Sud, Russie, Pérou et I’Inde. Malgré la diversité géographique et temporelle de ces isolats,
ils présentent tous une forte similarité au niveau du gene PGRS26, ce qui suggere une certaine
conservation génétique. Ce clade comprend également d’autres especes du complexe
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), telles que M. orygis, M. caprae, M. bovis BCG, M.
mungi, M. bovis, M. canettii ainsi que M. africanum, qui présentent une faible distance
patristique entre elle, ce qui est assez remarquable. Bien que ces souches proviennent d’hotes
variés, de continents différents et été collectées a des époques distinctes, elles partagent un
profil génétique étonnamment proche du géne PGRS26. Les distances patristiques, entre ces
souches et la souche H37Rv restent tres faibles, allant de 8 x 107" a 4,38 x 10°¢ pour les M.
tuberculosis, de 5 x 107" a 8 x 107" pour M. orygis, de 1,3 x 107'°a 2,5 x 10~ pour M. bovis
BCG, et atteignant 3,91 x 108 pour M. mungi. D’autre part, Les souches de M. bovis isolées en
Algérie en 2017 révélent une conservation notable du géne PGRS26 entre elles, avec une faible
distance génétique intra-espece (3,43 x 107*). Comparées a la souche H37Rv, elles présentent
une divergence plus marquée (entre 1,07 x 1077 et 107°), mais restent trés proches de la souche
M. bovis de référence (LT708304.1), avec une distance de 3,43 X 107*. Du c6té de M. africanum,
trois souches collectées dans des contextes géographiques et temporels trés différents
[Colombie (2006), Chine (2016) et Gambie (2004)] montrent une stabilité génétique notable.
Elles forment une branche courte et peu divergente par rapport a la souche H37Rv, avec une
distance patristique de 3,43 x 10, soulignant une forte cohérence génétique intra-espece.
Ainsi, les isolats de M. canettii présentent des profils plus variés. La souche somalienne isolée
en 1969 s’¢loigne modérément du clade ancestral (3,44 x 107), tandis que trois isolats
djiboutiens, collectés en 1997, 1999 et 2004, forment un groupe distinct mais relativement
homogene. Ceux-ci montrent une forte conservation du géne PGRS26 et une divergence

modérée par rapport a H37Rv, avec des valeurs comprises entre 6,87 x 1072 et 6,95 x 1073,

Le deuxiéme clade comprend quatre souches (M. tuberculosis, M. pinnipedii, M. caprae
et M. canettii) qui se distinguent par leur éloignement par rapport au clade ancestral. Parmi
elles, une souche de M. tuberculosis isolée a Hong Kong en 2012 et une souche de M. pinnipedii
prélevée en Australie en 1986 forment un groupe distinct, présentant une distance évolutive
similaire de 3,67 x 107'. De plus, une souche espagnole de M. caprae révéle également une

v uée, estimée 3 -1, suggérant une évolution indé . illeurs,
divergence marquée, estimée a 3,60 x 107!, suggérant une évolution indépendante. Par ailleurs

45



Chapitre 111 : Résultats et Discussion

une souche de M. canettii isolée a Djibouti en 2003 se caractérise par un éloignement génétique-
significatif par rapport aux autres souches de M. canetti appartenant au premier clade ancestral,

avec une distance patristique de 3,67 x 107!, indiquant une trajectoire évolutive plus singuliére.
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Figure 23: Arbre phylogénétique basé sur les séquences du géne PGRS26 de souches de
Mycobacterium bovis et espéces apparentées provenant de différentes régions géographiques
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Tableau explicatif montre les distances patristiques entre les souches de complexe
MTBC basées sur 'analyse phylog

Figure 24



Conclusion



Conclusion

La présente étude a porté sur la variabilité génétique du gene rpoB, impliqué dans la résistance
a la rifampicine, chez des souches de Mycobacterium bovis isolées en Algérie et 1’étude

phylogénétique de ces souches a travers la protéine antigénique PGRS26.

L’étude comparative des séquences génétiques dérivées de souches bovines a celles extraites
de cas humains (souches zoonotiques), a révélé des divergences génétiques significatives,
indiquant une variation dans le profil de résistance a cet antibiotique essentiel pour la thérapie
contre la tuberculose. Les analyses ont montré que les souches bovines examinées étaient
génétiquement sensibles a la rifampicine, alors que certaines souches humaines présentaient
des mutations typiques de résistance. Cette observation renforce I'hypotheése d’une possible
évolution distincte entre les hotes, tout en soulevant des questions de santé publique, notamment
en termes de transmission zoonotique et de danger d'apparition de souches résistantes a
plusieurs médicaments. Cette caractérisation génétique visant a surveiller la virulence de la
bactérie pourrait étre une piste pour définir I’origine de la souche M. bovis lorsqu’elle est isolée

chez ’Homme.

De méme, I'étude phylogénétique basée sur le géne PGRS26 est une approche différente des
méthodes généralement utilisée (génome complet, SNP, Spoligotypage...) pour ce pathogene.
L’analyse a aidé a examiner la variation génétique entre les différentes souches isolées en
Algérie et diverses autres isolées dans le monde avec une grande différence temporelle et
géographique. Le premier arbre phylogénétique construit a partir des séquences du gene
PGRS26 chez M. bovis révele une diversité génétique marquée entre les souches locales et
celles issues d'autres zones géographiques dont deux clades principaux ont été identifiées. Les
souches algériennes ont présenté une distance patristique de 9.15 x 1073 par rapport a la souche
de référence, révélant une certaine stabilité génétique de ce gene au sein de I’espece M. bovis.
Cependant, la souche CSURQ1134 semble plus €¢loignée avec une distance de 2.734 x 1073 de
reste du souches algériennes. Le deuxiéme arbre du gene PGRS26 issu de différentes especes
du complexe MTB révéle une divergence génétique entre les espeéces étudiées. La souche de
référence M. tuberculosis H37Rv forme un groupe ancestral avec d’autres especes du complexe
telles que M. orygis, M. caprae, M. bovis BCG et M. mungi. Ce clade présente une forte
conservation génétique, malgré la diversité des hotes, des origines géographiques et des
périodes d’isolement. Les souches M. bovis isolées en Algérie restent trés proches de la souche

de référence avec une distance patristique de 3,43 x 107,
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Conclusion

Sur la base des résultats obtenus, la surveillance génétique des souches zoonotiques par des
approches bio-informatiques, en particulier pour la détection des mutations associées a la
résistance a la rifampicine ainsi que le suivi de 1’évolution antigénique des souches M. bovis ,

est de mise dans le cadre d’une stratégie intégrée de santé publique.

En perspective de ce travail, nous proposons I’exploration d’autres genes d’intérét afin
d’approfondir la compréhension des mécanismes de transmission et de 1’évolution de
Mycobacterium bovis dans un contexte zoonotique. Par ailleurs, une surveillance réguliére et
ciblée des souches pourrait permettre de détecter précocement les mutations critiques,

notamment celles associées a la résistance aux antibiotiques.
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ANNEXE :

Tableau I: Séquences du géne PGRS26 des souches M.bovis récupérer pour construire
une arbre phylogénétique

Numéro d’accession/projet

Espéce Origine WGS(Date) Hote
Royaume-Uni LT708304.1(1998)
CP133602.1(2021)
Irlande CP133601.1(2021)
CP133603.1(2021)
. JQEMO01000000(2009)
Argentine JQENO01000000(2009)
CSURQ1128(2017)
CSURQI1131(2017)
Algérie(2017) CSURQ1132(2017)
CSURQ1134(2017)
CSURQ1140(2017)
CP096839.1(2008)
CP096844.1(2005)
France CP096843.1(2001)
CP096845.1(1999)
M.bovis CP096842.1(2011) BOVIN
LR699570.1(2014)
Uruguay NAZMO01000000(2015)
NAZP01000000(2015)
Chine CP010332.1(2016)
CP015773.2 (2010)
Brésil JAIOHG010000000(2018)
JAIOHE010000000(2018)
JAIOHHO010000000(2018)
Inde CP023708.2(1986)
CP160832.1(2023)
Canada CP027035.1(2002)
CP117298.1 (2022)
Chine CP010332.1(2016)
Belgique CP039850.1(2016)
Russie CP011455.1(2006)
M.riyadhense Arabie Saoudite CP045092.1(2018) Homo sapiens
M.liflandii Bats-Unis CP003899.1(2001) _ enopus
tropicalis(grenouille)
M.marinum Etats-Unis CP025779.1(2008) poisson
M.pseudoshottsii Grece CP155055.1(2019) Ar‘gyroscl)mus
regius(poisson)
M.ulcerans Japan AP017635.1(2005) Homo sapiens
M.marinum Chine CP092981.1(2020) Oncorhynchus

kisutch(poisson)




Tableau II : Séquences du gene PGRS26 présentes dans différentes souches du complexe
MTBC utilisées pour la construction d’un arbre phylogénétique

Numéro d’accession/projet

L’espece L’origine WGS(Date) L’hote
Etats-Unis AL123456.3(1934) Homo sapiens
Afrique du sud CP041821.1(2008) Homo sapiens
Russie CP071128.1(2018) Homo sapiens
M.tuberculosis Pérou CP089774.1(2012) Homo sapiens
Inde CP005386.1(2013) Homo sapiens
Hong Kong CP022578.1(2012) Homo sapiens
. Canada CP063804.2(1997) Homo sapiens
M.orygis -
Inde CP138660.1(2022) Bovine
Chine CP189862.1(2023) Cerf sika
M.caprae
Espagne MWXD01000000(1996) Chevre
France AM408590.1 Souche de laboratoire
M.bovis BCG Usa CP003494.1 Souche de laboratoire
Brésil AM412059.2 Souche de laboratoire
Japon AP010918.1 Souche de laboratoire
M.mungi Botswana LXTB01000000(2013) Mungos
M.pinnipedi Australie MWXB01000000(1986) /
Royaum-uni LT708304.1(1998) Bovine
CSURQ1128(2017)
. CSURQ1131(2017)
M.bovis Algérie CSURQ1132(2017) Bovine
CSURQ1134(2017)
CSURQ1140(2017)
F0O203508.1(1997)
. . F0O203510.1(1999) )
M.canetti Djibouti HES855708.1(2003) Homo sapiens
F0203509.1(2004)
Somalie HES572590.1(1969) Homo sapiens
Colombie CP014617.1(2006) Homo sapiens
M.africanum Chine CP010334.1(2016) Homo sapiens
Gambie FR878060.1(2004) Homo sapiens
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