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Résumé 
 

L’identification moléculaire des souches de mycobactéries disponibles dans notre laboratoire a été réalisée. 

L’amplification par PCR des gènes de hsp, ARNr16S, espaceurs intergéniques ARNr16S-23S suivie de 

l’électrophorèse sur gel d’agarose des fragments obtenus avec les oligonucléotides Tb11 et Tb12, 248 et 42, 

Int16S et Int23S, révèle la constance dans la taille des fragments pour toutes les souches et par paire 

d’oligonucléotides. Ces résultats sont confirmés par la RFLP qui ne montre pas de différences significatives 

entre les différentes souches. Dans ce cas la discrimination des souches est difficile, on peut penser qu’il 

s’agit d’un seul genre. Par contre la taille des fragments obtenus avec les oligonucléotides H49 et H50, 

GyrAF et GyrAR permet de distinguer trois groupes de souches, les souches 6PY, C-8, C-18, et C-19 forment 

un premier groupe, les souches BHF004, C-20 et SPYR forment un deuxième groupe, et enfin la souche PYR-1 

forme un troisième groupe. 
 

Le séquençage et l’alignement multiple avec Clustal des séquences en comparaison d’une part avec 

Mycobacterium gilvum pour le premier groupe  et d’autre part  avec Mycobacterium vanbaalenii et 

Mycobacterium austroafricanum pour le deuxième groupe, confirment par le taux de similarité élevé (99-

100%) cette classification. Un arbre phylogénétique basée sur les séquences partielles du gène hsp65, 

permet de situer les nouvelles par rapport aux autres mycobactéries .Cela corrobore bien avec nos 

résultats, tout en confirmant la cohérence de ces trois espèces dans le genre monophylétique 

Mycobacterium. 

 

Mots-clés :  mycobactéries, oligonucléotides, amplification par PCR, séquençage, alignement multiple. 
 

 

Abstract 
 

Molecular Identification of Mycobacterium strains 
 

Molecular identification of  available myxobacterium strains was hold in our laboratory. PCR amplification of 

genes for hsp, ARNr16S, intergenic spacer region of ARNr16S-23S,  followed by agarose gel electrophoresis 

of  DNA fragments resulted with the oligonucleotids Tb11 and Tb12, 248 and 42, Int16S and Int23S; revealed 

a constant size of the fragments for all the strains for each pair of nucleotids. These results were confirmed 
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by Random Fragment length polymorphism (RFLP) which could not give significant differencies among strains 

for each pair of primers. In this case discrimination of strains by the only fragment size was difficult. On the 

other hand fragment size with the nucleotids H49 and H50 , GyrAF and GyrAR was helpful for discriminating 

strains ; three groups were distinguished : 6PY, C-8, C-18, et C-19 were in the first group ; BHF004, C-20 et 

SPYR were in the second group, and the only  strains PYR-1 in the third group. Sequencing and multiple 

sequence alignment with  Clustal of partial sequences of  hsp65 gene of different strains in  comparison with 

Mycobacterium gilvum for the first group; and with   Mycobacterium vanbaalenii et Mycobacterium 
austroafricanum for the second group have confirmed by the high percentage of similarity (99-100%) the 

mentioned above classification. The based-partial sequences of hsp65 phylogenetic tree has located the new 

strains among other mycobacteria. These results are in harmony with the monophyletic group of 

Mycobacterium. 
 

Keywords :  mycobactérium, oligonucleotids, amplification by PCR, sequençing, multiple alignment. 
 

 

1. Introduction 
 
Le genre Mycobacterium est le seul représentant de la famille de Mycobacteriaceae de l’ordre des 

Actinomycetales. Il comprend  des bactéries dont le génome à une teneur  élevée en  G et C (55à 70%) et dont la 

paroi  contient des acides mycoliques, absent du règne bactérien à l’exception  de quelques genres voisins 

(Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus, Tsukamurella, Dietzia et Gordiana) [1,2]. Les mycobactéries sont des 

bacilles aérobies stricts immobiles, asporulés et acapsulés. La présence d’acides mycoliques periétaux est 

responsable d’une propriété tinctoriale particulière : ce sont des bacilles acido-alcalo-résistants(BAAR) [3]. Les 

mycobacteries les plus courantes (notamment pour le BK) sont traditionnellement identifiées par  des techniques 

phénotypiques. Cependant, l’identification moléculaire devient de plus en plus indispensable [4]. L’analyse de la 

séquence des gènes de l’ARN ribosomal 16S est devenue la règle d’or standard pour la discrimination 

taxonomique des bactéries. Ces séquences hautement conservées sont parfois incapables de donner  

suffisamment d’informations pour discriminer certaines espèces dans le genre ou encore des souches au sein 

d’une espèce [5,6]. L’amplification par PCR de la région intergénique entre 16S-23S de l’ADNr a permis de 

différencier des souches voisines [6] 

 

Depuis l’avènement des techniques d’identification moléculaire, le genre Mycobacterium a connu  une très 

grande évolution et comprend à ce jour 97 espèces [1,2]. Le séquençage de différentes cibles génomiques (rrs, 

rpoB, gyrB, espace intergénique 16S-23S, hsp65) permet quant à lui  des identifications  précises et rapides, 

nécessitant cependant l’accès à un séquenceur [2]. Ces techniques fondées sur l’analyse des séquences cibles 

précitées présentent des limites par l’absence de la différenciation  des espèces du complexe tuberculosis Leurs 

séquences génomiques sont en effet  identiques à 99,99%. Seule la séquence du gène gyrB présente quatre  

sites  de polymorphisme naturel  permettant la différentiation des espèces  tuberculeuses [7]. La Technique de 

PCR-sequençage est devenue la méthode la plus fiable  pour l’identification des mycobactéries grâce aux 

banques de données de plus en plus riches en sequences bactériennes [8,9] 
 

Ce travail présente la caractérisation moléculaire de quelques souches de mycobactéries disponibles au 

laboratoire. Les gènes de : ARNr16S, région intergénique des espaceurs ARNr 16S-23S , gyrase ,hsp ont été 

amplifiés par PCR et séquencés. Des  alignements  multiples   avec Clustal ont permis la comparaison des 

séquences qui montrent un taux de similarité élevé (99-100%) avec des sequences de références d’une part 

avec Mycobactérium  gilvum et d’autre part avec Mycobacterium austoafricanum et Mycobacterium vanbaalenii, 
un arbre phylogénétique  permet de situer les souches étudiées, tout cela est consistant avec un groupe 

monophylétique, le genre mycobactérium. 
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2. Matériel et Méthodes 
 

2-1. Souches bactériennes et milieux de culture 
 

Les souches de mycobactéries utilisées et disponibles au laboratoire sont les suivants : BF004, 6PY, C-8, C-

18, C-19, C-20,  PYR-1, SPYR, ces souches isolées et identifiées ne sont pas encore caractérisées sur le plan 

moléculaire et aussi non classifiées. Les souches ont été cultivées en utilisant les protocols décrits par 

Kerstin Der et al [10] et Wayne et al. en 1986 [11]. La souche E.coli INVaF a été transformée. 

 

2-2. Extraction d’ADN et Amplification par PCR des gènes 
 

L’ADN des souches a été extraite selon Guillou et al. 1993 [12].Toutes les PCR  ont été effectuées en utilisant 

l’appareil T Personnal série 1409333 de Biometra Whatman. Tous les oligonucléotides utilisés ont été 

synthétisés par Eurogentec S.A, ils sont présentés dans le Tableau 1.  
 

Tableau 1 : Oligonucléotides et gènes correspondants utilisés pour les PCR 
 

Gène à amplifier Oligonucléotides utilisés 

Fragment portant les inteins de la 

Gyrase A 

H49: 5’-AGGTTGTGCGGCGGGATATTGGT-3’ 

H50:5’-TTCGCCCGGACCGCAGCCACG-3’ 

GyrAF :5’-CACCGCCGCGTGCTGTACGCGATG-3’ 

Gyr AR:5’-GTGCGGCGGCATGTTGGTGGCCAT-3’ 

Gène hsp Tb11 : 5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3’ 

Tb12 : 5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’ 

Région intergénique des gènes de 

16S –23S ARNr 

Int16S :5’-TTGTACACACCGCCCGTCA-3’ 

Int23S :5’-TGCCAAGGCATCCACCATG-3’ 

Fragment  contenant les gènes de 

ARNr16s et de ARNr 23S 

248 :5’-GTGTGGGTTTCCTTCCTTGG-3’ 

42 : 5’-CCACACGGGTTAACCTCGC-3’ 

Gène de l’ARNr16S 16SD:5’-AGCGGCGGTGTGTAG-3’ 

16SC: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3’ 

 
Chaque PCR a comporté 30 cycles. Après une dénaturation initiale de 2 minutes à 95°C chacun des cycles 

comprenait : une dénaturation  pendant 2  minutes à  94°C, une hybridation pendant une minute à 55°C et une 

polymérisation pendant 3 minutes à 72°C, le dernier cycle est suivi d’une extension pendant 10 minutes à 72°C. 

 

2-3. Electrophorèse des fragments d’ADN 

 

L’électrophorèse des fragments d’ADN a été effectuée sur gel d’agarose en  utilisant le tampon TBE et  pour 

les fragments digérés le gel de polyacrylamide sur tampon TBE  

 

2-4. Digestion, clonage et séquençage des fragments amplifiés 
 

Les  enzymes de restriction BstEII, HaeIII et  Rsal ont été utilisées . Le clonage et la transformation  ont été 

réalisés en utilisant les kits  Invitrogen. La purification des plasmides a été   réalisée en utilisant  le kit  

Genomed et le séquençage des fragments effectués par Genome Express.  
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3. Résultats et discussion 
 

Les résultats des amplifications par PCR des différents gènes sont consignés dans le Tableau 2. 
 

Tableau 2 : Taille des  fragments obtenus par PCR pour les souches de Mycobactéries  
utilisées dans cette étude 

 

 Taille des fragments 

 

 

BHF004 6PY C-8 C-18 C-19 C-20 Pyr-1 SPyr 

 

H49 et H50 

 

 

GyrAF et GyrAR 

 

0,88kb 

et 

0,41kb 

 

- 

 

- 

 

 

- 

 

- 

- 

 

- 

 

- 

- 

 

- 

 

- 

- 

 

- 

0,88kb 

et 

0,41kb 

 

- 

0,91kb 

et 

0,41kb 

 

0,41kb 

0,88kb 

et 

0,41kb 

 

- 

Tb11 et Tb12 0,44kb 0,44kb 0,44kb 0,44kb 0,44kb 0,44kb 0,44kb 0,44kb 

248 et 42 1,7kb 1,7kb 1,7kb 1,7kb 1,7kb 1,7kb 1,7kb 1,7kb 

Int16S et Int23S 0,62kb 0,62kb 0,62kb 0,62kb 0,62kb 0,62kb 0,62kb 0,62kb 

 

Les  résultats des différents PCR et ceux de la RFLP ont permis de montrer que :  
 

Pour les oligonucléotides Tb11et Tb12,  248 et 42, Int16S et Int23S, il ya une  constance dans la taille des 

fragments issus de l’amplification par PCR  pour toutes les souches et par paire d’oligonucléotides. Les 

tailles des fragments étant 0,44kb pour Tb11/Tb12, 1,7kb pour 248/42 et 0,62 kb pour Int16S/Int23S.  Pour 

toutes ces souches la digestion enzymatique des différents fragments avec  les enzymes de restriction 

BstEII, HaeIII et Rsal et ceci pour tous les oligonucléotides n’a pas présenté des différences significatives. 

Ces résultats montrent que  la taille des fragments obtenus par amplification par PCR des gènes ; hsp, ARNr 

16S, région intergénique 16S-23S ARNr, ARNr 23S, couplée à  la digestion enzymatique ne permet pas de 

différencier les souches de la même espèce et non pas aussi les espèces du même genre. 
 

Cependant,  pour les oligonucléotides H49 et H50 , on observe les résultats suivants : quatre (4) souches 

(6PY, C-8, C-18, et C-19) ne donne aucun fragment, 4 souches (BHF004,C-20, Pyr-1, SPyr ) présentent chacune 

deux fragments , le fragment  de 0,41kb est présent dans les quatre souches, trois souches  (BHF004, C-20, 

SPyr) présentent un fragment de 0,88kb tandis que la souche Pyr-1 présente seule  un fragment de 0,91kb. 

Pour les oligonucléotides GyrAF et GyrAR, seule la souche Pyr-1 présente un fragment de 0,41kb. Ces 

résultats ont permis d’identifier trois groupes de nouvelles souches ainsi répartis 
 

-un groupe comportant  les souches 6PY, C-8, C-18  et C-19 

-un groupe  comportant les souches  BHF004, C-20 et SPyr 

-un groupe comportant  la souche Pyr-1. 

 

L’analyse des résultats de l’alignement multiple avec Clustal Figure 1 montre que le pourcentage de 

similarité pour des séquences étudiées pour les souches  6PY, C-8, C-18, C-19.  est très élevé et compris 

entre 99-100%, ces  séquences étant identiques laissent dire qu’il s’agit des souches de la même espèce, en 

comparaison avec Mycobacterium gilvum.  
 

Oligonucléotides 
Souches
s 
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Figure1 : alignement multiple avec Clustal pour les sequences des souches : 6PY; C-8; C-18; C-19 et la 
séquence de Mycobactérium gilvum 

 
 
L’analyse des résultats de l’alignement multiple avec Clustal Figure 2 montre que le pourcentage de 

similarité pour des séquences étudiées pour les souches BHF004, C-20, SPYR est très élevé et compris entre 

99-100%, ces séquences appartiendraient aussi à la même espèce, en comparaison avec Mycobacterium 
vanbaalenii et Mycobacterium austraoafricanum. Cependant  la souche PYR-1 fait partie d’une autre espèce 

de Mycobactérie. Par cette étude trois nouvelles espèces de mycobacterium ont été identifiées, la 

classification de ces trois nouvelles espèces basée sur  des séquences partielles du gène hsp65,  par rapport 

aux autres espèces de mycobactérium est présentée dans l’arbre phylogénétique de la Figure 3. 
 

La Figure 3 permet de distinguer les souces 6PY ; C-8 ; C-18 ; C-19 (premier groupe) comme des taxons 

au niveau d’un nœud qui les sépare de Mycobacterium gilvum ; les souches BHF004 ; C-20 et Spyr ( 

deuxième groupe); comme des taxons ; elles sont situées avec Mycobacterium Vanbaalenii ; ceci au niveau 

d’un nœud qui les sépare de Mycobacterium austroafricanum et enfin la souche Pyr1. Cet arbre de la 

Figure 3  confirme également les résultats obtenus avec la  taille des fragments 
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Figure 2 : Résultats de l’alignement multiple avec Clustal pour les sequences des souches : BHF004 ;           
C-20 et SPYR et les séquences de Mycobacterium vanbaalenii et  

Mycobacterium austraoafricanum 

 

 
 

Figure 3 :  Arbre phylogénétique des souches du genre Mycobacterium isolées au Laboratoire et des 
espèces apparentées ; basé sur les séquences partielles du gène hsp65 
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En général pour les souches de la même espèce, le taux de similarité est presque compris entre 99 et 100%, 

pour les séquences de l’ADNr 16S, dans ces conditions on utilise les  espaceurs intergéniques de l’ADNr 

compris entre 16S et 23S.[5,6] Les résultats du séquençage de ces espaceurs peuvent ou ne pas discriminer 

les souches de la même espèce. Si le taux de similarité est supérieur à 97ou 98%, la discrimination est 

difficile. Par contre si le taux de similarité au niveau des séquences des espaceurs est inférieure à 97%, la 

discrimination  est possible est plus aisée. Il est annoté que les séquences des espaceurs codent pour les 

ARN de transfert et trois cas sont possibles, soit deux ARNt, soit un seul, soit enfin aucun et selon le cas , il 

ya une diversité des séquences des espaceurs [6] 

 

 

4. Conclusion  
 

L’identification moléculaire des souches de mycobactéries de notre laboratoire par PCR, en utilisant trois 

types d’oligonucléotides amplifiant : 
 

-les inteims de la gyrase ; 

-le gène de thermosensibilité hsp 65 

-la région intergénique 16S et 23S 
 

a permis de révéler les fragments de taille constante dans les mycobactéries étudiées. Quatre types de 

fragments de taille constante, spécifique pour chaque oligonucléotide ont été trouvés. La taille des 

fragments étant la même pour chaque oligonucléotide utilisé chez toutes les mycobactéries, nous pouvons 

déduire que ces oligonucléotides sont un outil important dans le diagnostic et l’identification des 

mycobactéries. Nous avons pu classer nos souches en trois groupes : 
 

-un groupe proche de Mycobacterium gilvum ; 
-un groupe proche de Mycobacterium vanbaalenii ; 
- et un groupe proche de Mycobacterium neoaurum. 
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