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   RESUME 

Dans le cadre de cette thèse, nous avons mis au point un outil de 

différenciation moléculaire performant, simple et transférable pour Bartonella 

henselae , basé sur la technique MLVA. 

5 VNTR dits « principaux » ont été sélectionnés pour leur polymorphisme 

(BHVA- E). Ceci nous a permis d’évaluer la diversité des souches et/ou isolats 

de B. henselae. Avec ces 5 VNTR, et pour 178 isolats et/ou souches testés, un 

index de diversité de 0.98 et 99 profils ont été obtenus. Ces profils se 

répartissent en groupes A et B. Le groupe A n’inclut que des isolats félins, alors 

que le groupe B est constitué d’isolats félins, d’un isolat canin et de la totalité 

des isolats humains testés. Une étude réalisée sur des isolats de chats et de 

leurs propriétaires a montré que la technique MLVA est un outil efficace pour la 

traçabilité. 

Les VNTR les moins polymorphes semblent pouvoir jouer le rôle de marqueur 

géographique, alors que pour les BHV les plus polymorphes, certains allèles 

sont particulièrement associés aux isolats humains. Aucun profil commun aux 

génotypes I et II n’a été rencontré. Nos observations suggèrent par ailleurs que 

tous les isolats du groupe B, c’est-à-dire les isolats de génotype I (d’origine 

humaine et féline)  ainsi que tous les isolats humains appartenant à l’un ou 

l’autre des 2 génotypes, pourraient être dérivés d’isolats félins de génotype II 

(groupe A).  

 En outre, la technique MLVA s’est avérée capable de typer des « variants » de 

B. henselae issus de félidés sauvages.  

La comparaison des performances de la technique MLVA versus les autres 

techniques déjà développées telles que ECP, MLST et MST, utilisant des 

souches communes, a montré que la technique MLVA est plus discriminante 

que l’ensemble de ces techniques et par ailleurs plus stable que l’ECP. 

Enfin, nos résultats suggèrent que seul le groupe B serait zoonotique, et que 

parmi les 5 VNTR polymorphes intragéniques que nous avons utilisés, certains 

au moins joueraient un rôle dans le potentiel zoonotique, la persistance chez le 

chat et/ou la virulence pour l’Homme.  

    Mots clé : Bartonella henselae, Applications épidémiologiques, MLVA, VNTR, Phylogénie. 
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     EPIDEMIOLOGIC AND PHYLOGENETIC STUDIES FOR BARTONELLA 

     HENSELAE USING MLVA TECHNIQUE 

 

The aim of this study was to develop a simple, highly efficient and transferable tool 

for Bartonella henselae  typing, based on multiple Locus variable Number tandem 

repeat Analysis (MLVA). 

Five “main” VNTRs were selected according to their polymorphism ( BHV-A, B, C, 

D and E). Their combination allowed us to evaluate strain diversity and to establish 

the relationships between different strains of Bartonella henselae. When tested on 

178 B. henselae isolates and strains, a diversity index of 0.98 and 99 profils were 

obtained.  MLVA profiles were grouped into 2 main groups named A and B. Group 

A was exclusively constituted by genotype II feline isolates. Group B included the 

other feline isolates, one dog isolate and the totality of human isolates (20 human 

isolates). 

A study carried out on some cat isolates and their owners showed that MLVA is 

very efficient for traceability studies. 

The less polymorphic VNTR seem to constitute geographic markers,while  for the 

most polymorphic VNTR, some alleles were particularly associated to human 

isolates. There was no common profile between genotypes I and II. Our 

observations suggest that all group B isolates, i.e. all genotype I isolates (of 

human and feline origins) and all human isolates (belonging to both genotypes) 

could be phylogenetically derived from one sub-population of genotype II feline 

isolates (group A). 

Moreover, MLVA was efficient for typing “variant” isolates of Bartonella 

henselae obtained from wild felids. 

We compared MLVA performances with those of PFGE, MLST and MST.                  

MLVA appears as the most discriminatory technique and is, in addition, more 

stable than PFGE.                            

Our data suggest that the group B could contain all zoonotic isolates and 

strains, and that among the 5 intragenic polymorphic VNTR used for MLVA, 

some of them at least could play a role in their zoonotic potential, in their 

persistence in cats, and/or in their virulence for humans.  

Keywords : Bartonella henselae, Molecular epidemiology, MLVA, VNTR, Phylogeny.  
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INTRODUCTION 

 

  L’avènement de diverses méthodes de biologie moléculaire (PCR, 

séquençage…) ainsi que des outils de la bioinformatique a permis aux 

microbiologistes d’étudier de façon plus approfondie le génome des organismes 

vivants et sa plasticité. Ce couplage entre ces deux disciplines semble être 

devenu nécessaire et indissociable. La mise à portée de nombreux laboratoires 

des outils du typage moléculaire et leur diversification a notamment résulté de la 

nécessité d’adapter les techniques existantes aux particularités génétiques des 

micro-organismes étudiés. Les nouvelles techniques de génomique présentent 

en effet l’avantage de permettre l’étude du génome et non pas de ses produits 

d’expression et sont donc, contrairement au phénotypage, indépendantes des 

conditions de culture et, parfois, de la culture même de certains micro-

organismes qui sont difficilement cultivables (durée de culture relativement 

longue), voire non cultivables. La mise au point raisonnée de logiciels adaptés 

aux questions biologiques a rendu possible l’exploitation de la masse 

d’informations complexes qui en a résulté.   

L’avènement des techniques moléculaire a ainsi fortement contribué à rendre 

possible l’étude de la diversité de nombreux agents bactériens, notamment 

Bartonella henselae.  

B. henselae est une bactérie émergente, zoonotique, agent de la maladie des 

griffes du chat (MCG), mais pouvant occasionner des manifestations plus graves 

comme l’angiomatose et le péliose bacillaires. Cette bactérie de culture difficile a 

le chat comme réservoir, généralement porteur asymptomatique. Le contact avec 

les chats, en particulier par griffure, constitue un facteur de risque majeur 

d’infection humaine. 

La présente thèse a pour objet de développer un outil de typage moléculaire, 

la technique MLVA (Multi-Locus VNTR Analysis) basée sur des séquences 

répétées en tandem de type VNTR (Variable-Number Tandem-Repeats) afin 

d’étudier d’une d’autre part, de comprendre le rôle de ces structures dans le 

pouvoir zoonotique et/ou la virulence. 
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Dans la première partie, nous avons synthétisé les principales données 

bibliographiques relatives à la bactérie et à ses facteurs de virulence, aux 

manifestations cliniques qu’elle peut occasionner chez les espèces sensibles, et 

en particulier l’Homme, et à son épidémiologie. Puis nous nous sommes 

intéressés aux mécanismes de variation de taille des VNTR et au rôle 

susceptible d’être joué par ces structures dans les phénomènes adaptatifs et la 

virulence, en particulier pour ce qui concerne les bactéries pathogènes.  

 

Notre partie expérimentale est subdivisée en quatre chapitres. 

Le premier est consacré aux deux étapes de la mise au point de la technique 

MLVA. 

Le second chapitre décrit les différentes applications épidémiologiques que nous 

avons mises en œuvre, en particulier l’étude de la diversité et des relations qui 

pourraient exister entre les souches/isolats de B. henselae provenant de chats, 

d’humains et de félidés sauvages provenant de différentes régions du monde, et 

d’autre part, son utilisation à des fins de traçabilité. 

Dans le troisième chapitre, nous avons essayé de comparer les performances de 

la technique MLVA avec celles des autres techniques moléculaires déjà 

développées chez cette espèce, puis d’évaluer la validité de la technique MLVA 

pour des études phylogénétiques par rapport à la technique MLST, considérée 

comme technique de référence pour la phylogénie. 

Enfin, nous avons abordé dans le quatrième et dernier chapitre, l’exploration du 

rôle biologique susceptible d’être joué par les VNTR chez B. henselae, en 

particulier au travers du lien pouvant exister entre l’évolution du nombre d’unités 

de base et le pouvoir zoonotique et/ou la virulence. 
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I- Données bibliographiques sur B. henselae  

A. Aspects bactériologiques 

Les bartonelles sont des bactéries de connaissance ancienne. La première 

espèce identifiée, Bartonella bacilliformis, a été décrite microscopiquement en 

1909 par le médecin péruvien Alberto Barton (Barton et al., 1909) et cultivée en 

1926 par Noguchi Battisti (Nouguchi et al., 1926). Les bactéries du genre 

Bartonella, dont B. henselae, sont des petits bacilles ou des coccobacilles, 

parfois légèrement incurvés (environ 0.5 à 0.6 µm de diamètre sur 1 à 2 µm de 

longueur), non acido-alcoolo-résistants, aérobies, Gram négatif, oxydase et 

catalase négatives (B. henselae est faiblement catalase positive), nitrate-

réductase, indole et uréase négatives (Slater et al., 1990 ; Regnery et al.,1992 ; 

Welch et al., 1991). Elles sont incapables d’oxyder le glucose pour la fourniture 

de leurs besoins énergétiques mais elles utilisent le glutamate et le succinate 

comme source de carbone. La culture de ces bartonelles, entre autres B. 

henselae,  est laborieuse et très difficile (La Scola and Raoult, 1999). Les 

conditions optimales de culture valables pour la plupart des espèces sont 

réalisées par l’ensemencement de milieux enrichis avec du sang (5 pour cent 

de sang défibriné de mouton, de lapin ou de cheval), à l’exception de B. 

quintana et B. koehlerae qui préfèrent la gélose chocolat en primo-culture 

(Heller et al., 1999 ; Birtles et al., 1993). Les bartonelles poussent mieux sur le 

sang frais de lapin ou de cheval que sur celui de mouton. Sur gélose au sang 

cuit, incubée à une température comprise entre 35 et 37°C, dans une chambre 

à teneur d’humidité élevée et en présence de 5% de CO2 (à l’exception de B. 

bacilliformis qui croît à 28-30°C sans nécessiter de CO 2), les colonies 

apparaissent généralement après environ 8 jours mais parfois seulement après 

de nombreuses semaines. Dans ces conditions, on obtient sur gélose des 

colonies sèches, ayant un aspect en chou-fleur, de petite taille, grisâtres, dont 

certaines sont rugueuses et adhérentes sur la gélose (cf. Figure 1 & 2) . 

Certaines bartonelles possèdent des flagelles unipolaires comme B. 

bacilloformis, B. clarridgeiae, B. chomelii et B. capreoli (Droz et al., 1999). Suite 

à plusieurs repiquages, certaines bactéries peuvent perdre leurs flagelles et se 

cultivent plus rapidement (minimum 5 jours) ; les colonies deviennent lisses,  
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brillantes et moins adhérentes sur la gélose. Des milieux de culture liquides, 

relativement complexes, ont permis  d’étudier  plus  précisément  le  

métabolisme de Bartonella, mettant en évidence une activité faible sur les 

carbohydrates (Chenoweth et al., 2004).   

Parmi les difficultés classiquement rencontrées lors de la culture de ces 

bactéries, figure le développement de contaminants sur la gélose, favorisé par 

la lenteur de la culture de ces bactéries (de 5 jours à plusieurs semaines). Ceci 

pourrait expliquer également la description tardive de bon nombre de ces 

espèces. Dans le but d’étudier la taxonomie des  bartonelles et la position 

phylogénétique de diverses souches, de nombreuses techniques de biologie 

moléculaire ont été développées qui seront évoquées dans le paragraphe 

suivant. 

            

                                
Figure 1 : Aspect de colonies de B.henselae     Figure 2 : B.henselae en microscopie à 

balayage 

 

B. Aspects taxonomiques : 

Les bartonelles font partie des α-Protéobactéries et sont biologiquement et 

génétiquement proches des genres Rickettsia et Brucella. Ce n’est qu’en 1993 

que Brenner et al ont pu, en se basant sur la comparaison des séquences de 

l’ARN 16S et l’hybridation ADN-ADN, unifier les genres Bartonella, représenté 

par B. bacilliformis, et Rochalimaea constitué par R. henselae, R. quintana, R. 

vinsonii et R. elizabethae (Brenner et al., 1993). En 1995, les espèces 

appartenant au genre Grahamella (G. talpae, G. grahamii, G.taylori, G. 

peromysci et G. doshiae) ont été affiliées au genre Bartonella au vu de la  
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similarité (98.5%) de leur séquence 16S rRNA avec celle de Bartonella 

bacilliformis (Birtles et al., 1995).  

Pour l’identification et la description des Bartonella, divers gènes ou portions de 

gènes ont été étudiés et amplifiés. On peut notamment citer les gènes codant 

l’acide ribonucléique  ribosomal  16S (ou 16rRNA) (Pitulle  et  al., 2002 ; Matar  

et al.,1999), les gènes codant l’extrémité 3’ du gène de la citrate synthase (gltA) 

(Birtles et al., 1996, Norman et al., 1995), la riboflavine synthase (ribC) 

(Bereswill et al., 1999), la protéine de choc thermique de 60 kDa (GroEL)  

(Zeaiter  et  al., 2002), la protéine de  division  cellulaire (ftsZ) (Zeaiter  et  al., 

2002 ; Kelly et al., 1998), la protéine 17kDa (Swerger et al., 2000), la flagelline 

Fla (Sander et al., 2000), la protéine de choc thermique  HtrA (Anderson et al, 

1997), l’endoribonucléase B (RpoB ) (Pitulle                                                                                                                                                                    

et al., 2002) et le fragment intergénique 16S-23S rRNA ou ITS pour Internal 

Trascribed Spacer (Birtles et al., 2000). 

Chez les bactéries en général, la séquence de 16S rDNA est l’un des outils les 

plus souvent utilisés et est considérée comme l’une des plus informatives dans 

les études phylogénétiques (Olsen and Woese, 1993). Cette séquence a aussi 

été la première étudiée chez les bartonelles. Mais,  certains auteurs ne la 

considèrent pas comme un outil efficace pour distinguer entre elles  certaines 

espèces de bartonelles (Fox et al., 1992 ; Hasegawa and Hashimoto, 1993 ; 

Teichmann and Mitchison, 1999). Pour résoudre cette difficulté, certains 

auteurs ont proposé d’autres gènes, les plus utilisés étant gltA et groEL, qui 

permettent d’avoir de meilleures valeurs de « bootstrap » au niveau des nœuds 

par rapport à ceux obtenus en se basant sur la séquence de 16S rRDNA. En se 

basant sur d’autres séquences, les résultats ne sont pas pleinement 

concordants (cf . figure 3) , comme le soulignent Marston et al., (1999) et Birtles 

et al., (1996), ce qui peut poser des problèmes d’interprétation et suggère des 

phénomènes anciens de recombinaison. Plus récemment, Pitulle et al., (2002) 

ainsi que La Scola et al., 2003 ont montré l’intérêt de la combinaison de 

plusieurs gènes afin de bien étudier les relations phylogénétiques.  Le genre 

Bartonella comporte actuellement 25 espèces et sous espèces validés    
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présentant entre elles une forte homologie de séquence, dont 12 sont 

pathogènes pour l’Homme et/ ou pour l’animal (cf . figure 4 et annexe 1) . 

 

 
Figure 3 : Comparaison des arbres phylogénétiques du genre Bartonella basée sur les 

séquences partielles ou complètes de gltA, rpoB, groEL, ITS, 16S rRNA et ftsZ.   

ber, vinsonii subsp. berkhoffii; vin, vinsonii subsp. vinsonii; aru, vinsonii subsp. arupensis; tri, 

tribocorum; eli,elizabethae; gra, grahamii; tay, taylorii; als, alsatica; dos, doshiae; hen, 

henselae; qui, quintana; koe, koehlerae; cla, clarridgeiae; bir, birtlesii; sho,schoenbuchensis; 

bac, bacilliformis; bov, bovis, (Zeiater et al.,2002) 
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Figure 4  : Arbre phylogénétique de 19 espèces du genre Bartonella, basé sur le gène ARN 16S 

(Boulouis et al., 2007) 
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C. Génome de Bartonella henselae : 

A ce jour, 5 espèces de Bartonelles ont été entièrement 

séquencées :B.quintana (2005),  B.henselae (2005); B. bacilifomis (2007). B. 

tribocorum (2007) et B. grahamii (2009) et une espèce en cours du 

séquençage : B. birtelsii. 

 Pour B. henselae, seul le génotype Houston I a été a été séquencé. Son 

génome de 1.9 MB se présente sous forme d’ADN circulaire contenant 1665 

gènes qui codent pour 1488 protéines et 124 pseudogènes. Son G+C% est de 

38(cf .figure 5).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
 

Figure 5  : Génome de B.henselae 

 

D. Facteurs de virulence chez B. henselae  : 

B. henselae  est caractérisée d’une part par sa capacité à induire une 

bactériémie intra-érythrocytaire au long cours chez son hôte réservoir 

mammifère, le chat (Kordick & Breitschwerdt, 1997), et d’autre part, par son 

aptitude à coloniser les cellules endothéliales de plusieurs organes en induisant 

un phénomène de prolifération vasculaire. Ces deux mécanismes font intervenir 

divers facteurs de virulence qui ne sont pas tous identifiés avec certitude. Dans  
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cette partie, je vais me focaliser sur les facteurs les plus connus et sur ceux 

dont la participation à la virulence est fortement suspectée. 

 

D.1. Bad A (Bartonella adhesin A) :  

La protéine Bad A (340kD) est localisée dans la membrane externe de B. 

henselae. Cette protéine est une adhésine, appartenant à la classe des 

autotransporteurs trimériques (TAAs). Elle module l’adhérence de B. henselae 

à des protéines de la matrice extracellulaire et à des protéines membranaires 

des cellules endothéliales via les β1 intégrines. Elle joue également un rôle 

dans la vasoprolifération, en activant le facteur HIF-1 (Hypoxia inducible facteur 

-1) qui est un facteur clé de transcription de l’angiogenèse, et la sécretion de 

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). (Reis et al., 2004, Reis et al., 

2007, Szczesny et al., 2008). Cette protéine est exprimée pendant les infections 

par B. henselae. La structure de la protéine Bad A est similaire à celle des 

autres protéines trouvées chez d’autres bactéries appartenant à la classe des 

autotransporteurs tels que Yad A (pour Yersinia enterocolitica) (Cover et al., 

1989; Bolin et al., 1982), Nad A ( pour Neisseria meningitidis) (Commnducci et 

al., 2002), Hia et Hsf (pour Haemophilus influenzae) (Cotter et al., 2005). 

Comme tous les autotransporteurs, Bad A est caractérisé par trois parties: la 

tête (zone N-terminale), le corps et un domaine C-terminal d’ancrage dans la 

membrane. La structure de la tête de Bad A est proche de celle des protéines 

de virulence Yad A et Nad A. En revanche la partie C-terminale ne présente 

aucune homologie avec les autres protéines connues (Reis et al., 2004, 

Szczesny et al., 2008). D’après Kaiser et al., (2008), la tête de Bad A est le 

domaine actif le plus important de la protéine, responsable de l’adhérence à 

des cellules hôtes. Le gène codant pour la tête de Bad A contient en particulier 

un VNTR avec 11 répétitions, alors que celui de YadA n’en contient que huit 

(Szczesny et al., 2008). 

 

D.2. La protéine Arp (Acidic repeat protein) : 

La protéine Arp, associée à la membrane externe, appartient aussi à la famille 

des autotransporteurs. En 2007, Litwin et al. ont identifié la structure de cette  
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protéine chez  la  souche  de  référence, B. henselae Houston I, et ont  mis  en  

évidence son caractère immunodominant. Comme les autres protéines 

autotransporteurs, la protéine Arp est composée d’un domaine α (domaine 

passenger secrété) et d’un domaine de translocation de l’ α–domaine à 

l’extérieur de la surface de la bactérie.   

Au sein du domaine passenger, Litwin et al. (2007) ont identifié un domaine 

pertactin-like (par homologie avec la pertactine de Bordetella pertussis, qui est 

également un autotransporteur) (Leininger et al.,1991) ainsi qu’une région de 

répétitions en tandem constituée de sept unités de base, de 144 pb chacune. 

Cette région la fait appartenir à une famille de domaines à fonction ATPase, la 

famille AAA ATPase. La protéine Arp a été également décrite, récemment, chez 

Treponema pallidum, dont le gène arp contient un nombre variable de 

répétitions selon les souches. Selon ces auteurs, cette zone est la cible des 

anticorps anti-syphilis spécifiques d’espèce (Harper et al., 2008).  

Chez B. henselae, le domaine AAA ATPase est plus immunogène que le reste 

de la protéine (Litwin et al., 2007). 

  

  D.3. Le système de sécrétion de type IV (T4SSs): 

Chez B. henselae, les systèmes de sécrétion de type IV les plus connus 

sont Trw et VirB/VirD4 qui ont pour fonction de libérer des facteurs de virulence 

à l’intérieur des cellules endothéliales et des érythrocytes (Dehio, 2005). 

a- Le système VirB/VirD4 permet chez diverses bactéries pathogènes la 

translocation dans les cellules hôtes de différents substrats comme de l’ADN ou 

des protéines effectrices. Ce système est codé par un opéron de 10 gènes 

(virB2-virB11) et par un autre gène codant pour  la protéine VirD4. Ce système 

est primordial pour la virulence de B. henselae puisqu’il permet l’auto-

aggrégation, l’attachement, l’invasion et la colonisation des cellules 

endothéliales. Il intervient également dans d’autres processus tels que: (i) le 

réarrangement du cytosquelette à l’origine de formation de l’invasome, 

l’activation des facteurs proinflamatoires NF- KB, (iii) l’augmentation de la survie 

de la cellule hôte via un effet anti-apoptotique et (iiii) la translocation des  
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protéines Bep (Bartonella translocated effector protein) (Schrôder & Dehio, 

2005).                                                                                                                                                               

b- Le système Trw a été montré essentiel dans le parasitisme intra-

érythrocytaire chez les bartonelles et plus particulièrement chez  B. tribocorum 

(Schulein et al., 2001). Ce système a une grande homologie avec celui trouvé 

dans le plasmide R388, originaire d’E. coli (80% d’homologie). Les gènes trw 

sont colinéaires avec les gènes de ce plasmide. La comparaison de deux 

systèmes montre que celui de B. tribocorum présente des duplications multiples 

de gènes tels que trwL, trwJ et trwH.  

 

E. Aspects cliniques  : 

Depuis la première description faite de la maladie des griffes du chat par 

Debré et al en 1950, le nombre des autres formes cliniques rencontrées chez 

l’Homme et décrites dans la littérature ne cesse d’augmenter. Certaines d’entre 

elles ont été également décrites chez le chien et très récemment des cas 

cliniques ont été signalés chez le cheval.      

 

E.1. Formes cliniques chez l’Homme : 

Chez l’homme, B. henselae engendre différentes manifestations cliniques selon 

le statut immunitaire de son hôte (Raoult, 1999). Parmi elles, on peut citer la 

maladie des griffes du chat (MGC), l’angiomatose bacillaire et la péliose 

bacillaire hépatique ou splénique, des bactériémies fébriles récurrentes ou 

persistantes, des endocardites, des manifestations oculaires, des méningo-

encéphalites…  

 

E.1.1. La maladie des griffes du chat (MGC) 

E.1.1.1. Historique :  

Historiquement, la première forme identifiée a été la "maladie des griffes du 

chat" (MGC) ("cat scratch disease") ou "maladie des griffures du chat" ou 

"syndrome des griffures de chat" ou "fièvre du chat" ("cat scratch fever") 

lymphoréticulose bénigne d'inoculation" ("benign inoculation 

lymphoreticulosis").  
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Elle a été découverte en 1932 par l’américain L. Foshay. Ce microbiologiste 

travaillant  sur la  tularémie  eut  l’occasion  d’observer  le développement 

d’adénites  

consécutives à des griffures de chat qui les distinguaient de la tularémie. La 

MGC fut décrite cliniquement pour la première fois en France en 1950 par 

Débré et al.  

Son étiologie fut longtemps incertaine, et ce n’est qu’en 1992 que B. henselae a 

été désignée par Regnery et al. (1992) comme l’agent principal de cette 

maladie.  

 

E.1.1.2. Données de prévalence  : 

Cette maladie n’est pas circonscrite à une zone particulière de la planète, 

mais semble avoir une répartition mondiale. En effet, de nombreuses études 

portant sur l’infection féline et/ou humaine par B. henselae ont été menées sur 

différents continents (Amérique, Asie, Europe, Océanie). Mais la prévalence 

globale de cette maladie chez l’Homme n'est connue que dans quelques pays 

du monde.  

 - Aux États-Unis : 22 000 à 24 000 cas de MGC ont été détectés en 1992, 

soit une prévalence de 9.3 pour 100 000 habitants dont 2 000 ont nécessité une 

hospitalisation c'est-à-dire 0.8 cas /100000 hospitalisations (Jackson et al1993). 

- En France : Cette maladie est assez fréquente avec environ 5000 cas 

déclarés/an   (Al-Soud et al., 2000). 

- Au Pays Bas : L'incidence de la MGC est d'environ 2 000 cas/an soit 

l’équivalent de  12.5 cas par 100 000 personnes (Bergmans et al., 1997). 

- Au Japon: L'estimation est de 10 000 cas/an (Murakami et al, 2002). 

           

E.1.1.3. Les symptômes  : 

Ils font le plus souvent suite à une griffure, éventuellement une morsure ou 

un contact étroit avec un chat (souvent un chaton de moins d’un an). 

 

 

 



 
 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 28 

 

α. Forme classique  :   

La MGC typique, chez un sujet immunocompétent, se caractérise par 

l’apparition d’une papule ronde de un à quelques millimètres, qui se développe 

3 à 10 jours après le contage. La taille de la papule reste constante pendant 

les deux semaines suivantes puis commence à décroître, mais parfois, elle 

persiste plusieurs semaines. Durant la première et la deuxième semaine qui 

suivent l’inoculation, les ganglions lymphatiques drainant la zone d’inoculation 

subissent une augmentation de volume, atteignant une taille de 2 à 3 

centimètres (cf. figure 6 A & B) . 

Une suppuration locale est présente dans 10 % des cas. Leur localisation est le 

plus souvent axillaire, épitrochléenne, cervicale, supra-claviculaire ou sub-

mandibulaire. 

 L’évolution de la MCG peut durer 2 à 3 mois mais certains cas plus sévères 

peuvent durer plus longtemps (Edouard & Raoult, 2009).     

       

 

 
Figure 6  (A & B): Photos illustrant des cas typiques de MGC montrant des adénopathies 

 

β. Les formes atypiques sévères: 

En plus des adénopathies, 5 à 14% des patients immunocompétents 

atteints de MGC présentent des symptômes systémiques sévères en raison de 

la dissémination de l’infection (Carithers, 1985 ; Margileth, 1993). Les patients 

peuvent présenter une fièvre prolongée de plus de deux semaines, un malaise, 

une fatigue, une perte de poids, des myalgies, des arthralgies et une 

splénomégalie (Bass et al, 1997). 

A B 
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Les formes atypiques de MGC peuvent être classées en plusieurs catégories 

en fonction de l’organe ou du tissu touché : 

- Formes nerveuses:  elles sont considérées comme les formes les plus graves 

de MGC chez les patients immunocompétents. Elles sont très rares et 

surviennent chez 2% des patients immunocompétents environ (Florin et al, 

2008). Selon Carithers (1985), il s’agit d’une encéphalopathie dans 90% des 

cas rencontrés, généralement, aiguë et diffuse, révélée dans un cas sur deux 

par des convulsions, ou plus rarement un coma. Elle se manifeste par des cris, 

des hallucinations visuelles, avec un état confusionnel. Des atteintes focalisées 

avec hémiplégie ou aphasie transitoire ont été décrites (Carithers, 1991).  

D’autres manifestations neurologiques ont été décrites, centrales, de type 

choréique cérébelleux  (Carithers,  1985),  ou   atteignant  le   système  nerveux  

périphérique :  

atteinte du nerf facial (Carithers, 1985) associée ou non à des manifestations 

parotidiennes   (Premachandra   et al.  , 1990).   En  1991,   Carithers   et   

Margileth décrivirent 76 patients ayant des complications neurologiques de 

MGC. Soixante-dix avaient une encéphalopathie et quinze avaient une atteinte 

des nerfs périphériques ou crâniens. Elles toucheraient plutôt les grands 

enfants, les adolescents et les adultes que les plus jeunes.  

Les complications neurologiques commencent à se développer quelques jours 

à deux mois après l'apparition des adénopathies.  

En 1995, Marra confirme les observations de Carithers et Margileth et cite des 

observations de myélite, de radiculite, de neuropathie par compression et 

d'ataxie cérébelleuse. En outre, une démence a été notée chez des patients 

propriétaires de chats et infectés par le virus de l'immunodéficience humaine 

avec des taux d'anticorps élevés vis-à-vis de B. henselae. 

 - Formes oculaires  : La première description d’une bartonellose oculaire a été 

faite par Henri Parinaud en 1889 chez trois patients présentant une fièvre 

prolongée, des adénopathies locorégionales et une conjonctivite folliculaire. Ce 

syndrome, secondairement appelé syndrome de Parinaud, fut rattaché à la 

MGC pour la première fois par Presme et Marchand en 1950. Carithers et al. 

(1991) montrèrent que ce syndrome pouvait traduire une forme atypique de  
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MGC et qu'il existait souvent sur la conjonctive des paupières une lésion 

granulomateuse spécifique ayant la forme d'un nodule (quelques millimètres à 

plus de un centimètre) et de couleur variant du rouge au jaune. Bien que le 

syndrome  de Parinaud puisse être engendré par d’autres agents infectieux, il 

est considéré comme étant la manifestation oculaire la plus fréquente de la 

MGC puisqu’il survient dans 4 à 6% des cas atypiques de la maladie après 

inoculation de la bactérie dans l’œil. 

La conjonctivite est généralement unilatérale, non suppurée, non douloureuse, 

avec formation d’une lymphadénopathie régionale au niveau des nœuds 

lymphatiques pré-auriculaires ou sous mandibulaires. Les autres manifestations 

ophtalmologiques liées à la MGC sont moins connues par des médecins 

généralistes car elles sont habituellement prises en charge directement par les  

ophtalmologistes. Parmi ces manifestations, on peut mentionner des névrites 

optiques (Mason et al., 2004), des rétinites stellaires (Ormerod et al., 1999 ; 

Ormerod et al., 1998 ), des neurorétinites (Cunningham et al., 2000 ; Wade et 

al., 2000),     des     uvéites     (   Drancourt    et al.,   2004) (cf . figure 7) .     

- Autres manifestations: D’autres manifestations plus rares peuvent 

apparaître : 

 - manifestations cutanées : éruption vésiculaire, urticaires (Landau et al., 

1999),  érythèmes noueux et polymorphe (Carithers HA., 1985) 

 - manifestations ostéo-articulaires: ostéomyélite (Hulzebos et al, 1999)  

- manifestations respiratoires: pneumonie (Margileth et al., 1998). 

- manifestations hématologique: anémie hémolytique (Greenbaum  et al.,1986). 

                                              
Figure 7 : Choriorétinite provoquée par B. henselae 

         chez un enfant (Earhart et Power, 2000) 
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E.1.2. Endocardite  : 

Plusieurs espèces de bartonelles sont responsables d’endocardites telles 

que B. henselae, B. quintana, B. elizabethae et B. vinsonii subsp. berkhoffii, B. 

koehlerae, B. alsatica et B. washoensis (Breitschwerdt et al., 1995 ; Daly et al., 

1993 ; Drancourt et al., 1995 ; Jalava et al., 1995 ; Roux et al., 2000 ; Spach et 

al.,1995 ; Raoult, 2006). Cette maladie touche aussi bien les patients 

immunodéprimés que les sujets immunocompétents (Raoult et al., 1996 ; 

Holmes et al., 1995).  

Globalement, chez l’homme, les bartonelles sont responsables de 3 % des 

endocardites  à hémoculture  négative en France, en  constituant  la 2ème 

cause, loin cependant derrière Coxiella burnetii (48%) (Raoult et al., 1996, 

Houpikian et al., 2005). Environ 80 % des cas rencontrés d’endocardite à 

Bartonella .sp sont imputables à B. quintana et les 20 % restants étant dus à B. 

henselae (Fournier et al., 2001). Les autres espèces sont très rarement 

impliquées (Houpikian et al., 2005 ; Raoult et al., 1996). Dans  la plupart  des  

cas  d’endocardite,  les bartonelles affectent le plus souvent les valves natives 

et rarement des prothèses valvulaires (Holenarasipur et al., 2007 ; Klein et al., 

2002 ; Kreisel et al., 2005 ; Lesprit et al., 2003 ; Sondermeijer et al., 2006 ; 

Walls et al., 2006).      

Les endocardites induites par B. henselae sont moins sévères que celles 

provoquées par B. quintana (Raoult et al., 1996).  

D’autres études ont montré que B. quintana provoque essentiellement des 

endocardites chez des personnes sans domicile fixe (SDF), celles-ci étant 

porteuses de poux du corps, vecteurs de cette espèce, ou chez des alcooliques 

chroniques sans valvulopathie antérieure. En revanche, B. henselae semble le 

plus souvent responsable d’endocardite chez des patients déjà atteints de 

valvulopathie, surtout lorsqu’ils ont été en contact avec des chats ou bien des 

puces du chat (Fournier et al., 2001 ; Houpikian et al., 2005). 

Les signes cliniques sont très variables, allant de formes aigues septicémiques, 

d’évolution brutale, à des formes très lentes. La fièvre est la 

premièremanifestation majeure et peut être associée à un amaigrissement et  



 
 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 32 

 

une altération de l’état général. L’apparition ou la modification d’un souffle 

cardiaque est le deuxième symptôme de l’endocardite. Les bactéries véhiculées 

par le sang se localisent dans l’endocarde tout en provoquant deux types de 

lésions : des végétations et des lésions destructrices. 

E.1.3. Angiomatose et péliose bacillaires : 

Cette maladie concerne presque exclusivement les personnes 

immunodéprimées, comme les sujets atteints de sida (taux de CD4+ inférieur à 

200 par mm3), de cancer, transplantés ou sous traitement par 

immunosuppresseurs (Koehler et al, 1993). Koehler et al ont montré en 1992 

que deux espèces, B. henselae et B. quintana, pouvaient être responsables de 

cette maladie. Le premier cas d’angiomatose bacillaire a été publié en 1983 par 

Stoler et al., chez un patient âgé de 32 ans et atteint de Sida. Depuis, de 

nombreux cas ont été décrits dans les pays industrialisés (Hnatuk et al., 1994, 

Mohle-Boetani et al., 1996). 

Des rares cas ont cependant été observés chez des sujets immunocompétents, 

se traduisant par  l’apparition progressive de nombreuses tumeurs vasculaires  

de  la peau et des tissus sous–cutanés (Cockerell et al., 1990 ; Tappero et al., 

1993). L’apparence clinique de ces lésions cutanées permet facilement de 

confondre cette maladie avec d’autres pathologies, notamment le sarcome de 

Kaposi et les lésions provoquées par la maladie de Carrion, due à Bartonella 

bacilliformis (Maurin et Raoult, 1996). Le nombre  de  ces tumeurs  est 

proportionnel  au degré d’immunodéficience du patient : il varie de un à 

plusieurs centaines et la taille des tumeurs de quelques millimètres à plusieurs 

centimètres (jusqu’à 10cm) (Edouard, & Raoult, 2009). Ces lésions se 

présentent sous des aspects très variés : papules, nodules, verrues, nodules 

sous cutanés et plaques hyper-kératosiques. Elles apparaissent sur tout le 

corps, parfois entourées d’une collerette qui varie entre l’incolore et le rouge 

foncé, pouvant s’ulcérer et saigner facilement. L’atteinte cutanée est la plus 

fréquente, mais de nombreux autres organes peuvent être touchés, avec un 

retentissement sérieux sur l’état général (cf . figure 8) . L’atteinte hépatique peut  
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revêtir différents aspects : hépatomégalie avec aspect nodulaire du foie, abcès 

hépatiques (Perkocha et al., 1990) et péliose hépatique.  

Cette dernière est une affection très rare, le plus souvent asymptomatique. Elle 

se caractérise par une prolifération des capillaires sinusoïdes hépatiques, 

conduisant à une dilatation lacunaire allant de quelques microns à plusieurs 

millimètres ; leur distribution est aléatoire au sein du lobule hépatique. Cette 

maladie a été décrite pour la première fois par Wagner en 1861, et ce n’est 

qu’en 1916 que Schoenlack a utilisé le mot péliose en référence à l’aspect livide 

de la surface du foie que cette maladie induit. De nombreux facteurs, associés 

à une péliose hépatique, ont été répertoriés dans la littérature, parmi lesquels 

on peut citer des médicaments et toxiques (stéroîdes androgéniques 

anabolisants, contraceptifs oraux, arsenic, azathioprime, corticostéroïdes, 

chlorure de vinyle) ou des infections bactériennes dont celles à B. henselae. 

Les patients atteints de péliose hépatique peuvent présenter un 

amaigrissement, de la fièvre, de douleurs abdominales, une hépato- et/ou 

splénomégalie, des nausées, de diarrhée. 

La rate (Daybell et al., 2004), le cœur (Cockerell et al., 1987), les nœuds 

lymphatiques (Chan et al., 1991, la moelle osseuse hématopoïétique (Milam et 

al., 1990), le cerveau (Spach et al., 1992), les muscles, les os (Koehler et al., 

1992, Gomez-Jorge et al., 1996, Baron et al., 1990) et les muqueuses 

intestinales (Cockerell et al., 1987, Koehler et al., 1995) et respiratoires (Slater 

et al., 1992) peuvent également être la cible de la maladie.  

 

                                                                                                                                   
Figure 8 : Photos illustrant quelques cas d’angiomatose bacillaire 
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E.1.4.  Bactériémie fébrile, récurrente ou persista nte :  

La bactériémie fébrile, récurrente ou persistante à Bartonella est un 

syndrome fébrile rencontré chez les immunodéprimés, qui peut être dû à B.  

quintana, B. elisabethae et B. henselae. Selon Jacobs et al, 1998, environ 5% 

des « fièvres d’origine inconnue » seraient consécutives à une infection par B. 

henselae.  En outre, dans cette étude prospective de 146 enfants atteints de 

fièvre prolongée d’origine indéterminée, cette bactérie s’avère être la troisième 

étiologie infectieuse de bactériémie fébrile. L’amaigrissement, le malaise, la 

fatigue et l’anorexie sont également associés à la bactériémie. 

 D’autres travaux ont montré que B. henselae pouvait provoquer soit une 

bactériémie fébrile soit une fièvre d’origine inconnue à la fois chez des patients 

immunodéprimés et immunocompétents ne présentant ni adénopathie ni 

lésions hépatospléniques.  

C’est pourquoi la possibilité d’une infection par cette bactérie doit être 

envisagée devant toute fièvre prolongée chez l’enfant (Lucey et al., 1992, 

Welch et al,. 1992 ; Jacobs et al., 1998 ; Tsujino et al,. 2004.).  

 

E.2. Les pathologies animales: 

B. henselae peut infecter quelques espèces animales en provoquant ou 

non des manifestations cliniques.  

 

E.2.1.Chez le chat:  

Le chat est reconnu comme étant le réservoir principal et naturel de B. 

henselae, sous la forme d’une bactériémie. Cette bactériémie semble être 

asymptomatique, que ce soit chez les chats domestiques (de compagnie ou 

errants) ou les chats sauvages. Dans de rares cas, des manifestations 

cliniques ont été observées au cours d’infections naturelles et expérimentales. 

 

α-Infection naturelle : 

Dans la plupart des cas étudiés, les chats infectés naturellement par B. 

henselae présentent une bactériémie asymptomatique, cyclique et de longue  
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durée (plusieurs mois) avec variation du niveau de bactériémie. Dans l’étude 

d’Abbott et al. (1996), une chatte infectée naturellement et suivie pendant 24 

mois a présenté une bactériémie cyclique de longue durée avec variations d’un 

facteur 100 du niveau de bactériémie, malgré un titre stable en anticorps. Dans  

cette étude, aucun signe clinique ou modification hématologique ne furent 

observés durant les phases aigues ou chroniques de la bactériémie Cependant, 

quelques autres études ont montré l’existence d’un lien entre l'infection par B. 

henselae et certaines manifestations cliniques. En se basant sur des tests 

sérologiques, Ueno et al. (1996) ont conclu que les chats immunodéprimés 

(FIV) avaient un risque plus élevé de développer une lymphadénopathie et une 

gingivite suite à une infection par B. henselae par rapport aux chats 

séronégatifs pour B. henselae. B. henselae a été également associée à des cas 

de stomatite, à des atteintes du tractus urinaire, en particulier rénales (Glaus et 

al., 1997). Une uvéite a été détectée chez un chat infecté naturellement par B. 

henselae (Lappin et al., 1999). 

 

β-Infection expérimentale : 

De nombreux essais d’infection expérimentale par B. henselae ont été 

réalisés sur des chats. Outre l’induction d’infections asymptomatiques, certains 

chats infectés, particulièrement parmi ceux ayant été inoculés avec des 

souches d’origine féline, ont développé des signes cliniques variés. Des 

infections expérimentales ont été réalisées par Abbott et al. (1997). Une 

bactériémie a été détectée entre une et trois semaines après l'inoculation 

expérimentale et a duré de un à huit mois chez la plupart des chats. Ces 

mêmes auteurs ont suggéré la possibilité d'une réponse immunitaire protectrice 

chez les chats domestiques réinfectés expérimentalement par B. henselae, 

après être débarrassés de leur infection initiale, puisque ces derniers n'ont 

développé aucune bactériémie. 

Yamamoto et al., 2002 ont réalisé une étude comparative après infection 

expérimentale de 12 chats SPF avec, d'une part une souche féline de B. 

henselae de génotype I (6 chats recevant une dose de 4,8.107 colonies / ml) et 

d'autre part la souche de référence Houston I (6 chats recevant entre 6.6.106 et  
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9,6.107 colonies /ml). Seuls les six chats infectés par la souche féline 

développèrent de la fièvre 2 à 12 jours après l'inoculation et celle-ci dura 1 à 2 

semaines. Cependant les 12 chats devinrent bactériémiques, mais avec une 

durée significativement plus longue chez les chats infectés par la souche féline  

(cf . figure 9) . La majorité des chats (83%) inoculés avec cette dernière 

présentèrent des récurrences de bactériémie, alors que ce ne fut pas le cas 

pour aucun des chats inoculés par la souche humaine (Houston I). Par ailleurs, 

les chats infectés par la souche Houston I développèrent une réponse 

sérologique IgM et IgG significativement moins forte que les chats infectés par 

la souche féline de génotype I.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 :Taux de bactériémie chez des chats SPF inoculés expérimentalement par une 
souche 

        féline de B. henselae de type I (n=6) et la souche Houston I ( n=6) (Yamamoto et al., 2002) 

 

Dans une étude plus récente, Werner et al., 2007 ont étudié l'infection 

expérimentale chez des chats domestiques par une souche féline de génotype 

I, F1, ayant subi plusieurs passages in vitro (N1, N20 et N 40). Les trois lots de 

chats infectés respectivement par la souche F1 (N1), F1 (N20) et F1 (N40) ont 

présenté le même niveau de bactériémie ainsi que la même réponse 

immunitaire (cf . figure 10) . 
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Figure 10 :Taux de bactériémie chez des groupes de chats inoculés par la souche,F1 

          après plusieurs passages (N1, N20 et N40) N1 (♦), N20 (∆) or N40 (�) (Werner et al., 2007). 
 

Divers signes cliniques ont été observés chez des chats infectés par des 

souches de B. henselae de génotype II, la manifestation la plus fréquente étant 

la fièvre, dont la durée n’a pas dépassé une semaine. Une inflammation locale 

(érythème, oedème) au niveau de site d'inoculation ainsi que des 

lymphadénopathies locales ou générales ont été observées (Kordick et al., 

1999, Guptill et al., 1997). En outre, des troubles de  la reproduction ont été 

décrits chez des chattes gestantes après infection par B. henselae (Guptill et 

al., 1998). Certains chats ont présenté des troubles neurologiques, de la 

léthargie, de l’anorexie … 

La présence ou l'absence de signes cliniques chez le chat pourrait être due à la 

variabilité de la virulence des souches de B. henselae (O’Reilly et al., 1999 ; 

O’Reilly et al., 2001). 

E.2.2. Chez le chien : 

Pour la première fois en 1993, une bartonelle, B. vinsonii subsp. berkhoffi, a 

été isolée chez le chien (Breitschwerdt et al. 1998). Depuis, le nombre des 

espèces et sous-espèces de Bartonella responsables de manifestations 

cliniques chez le chien ne cesse d’augmenter  (5 espèces  et  sous-espèces  au   

total : B. clarridgeiaB. vinsonii subsp. berkhoffi, B. elizabethae, B. henselae et  
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B. washoensis. Le chien exprime un tableau clinique voisin de celui de l’homme 

et semble constituer un bon modèle animal de ces infections (Tableau 1) . 

Tableau 1 : Aspects cliniques des infections à Bartonella chez l’Homme et le chien 
(Boulouis. et al, 2008) 

 

α. Endocardites  :  

Les endocardites sont les premières manifestations cliniques des 

bartonelloses à avoir été décrites chez le chien (Breitschwerdt et al., 1995). 

Selon des enquêtes rétrospectives ou prospectives, les bartonelles constituent 

environ 19 % (Sykes et al., 2006) à 28% (MacDonald et al., 2004) des causes 

d’endocardite chez cette espèce. Les espèces de bartonelles les plus souvent 

incriminées sont B. vinsonii sbp berkhoffii, B. clarridgeiae et B. clarridgeiae-like 

(Chomel et al., 2001 ; Sykes et al., 2006). Récemment, d’autres espèces de 

bartonelles ont été isolées et/ou détectées chez des chiens souffrant 

d’endocardite infectieuse telles que B. washoensis, B. quintana et B. 

rochalimae (Henn et al., 2009, Kelly et al., 2006). 
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Le premier cas d’infection d’une valve cardiaque chez l’espèce canine a été 

associé à B. vinsonii berkhoffi lors d’une étude réalisée sur 12 chiens dont 8 

présentaient une endocardite valvulaire végétative (Breitschwerdt et al., 1995, 

Breitschwerdt et al., 1999) (cf . figure 11) .  

Les chiens affectés ont présenté des signes d’endocardite ou de myocardite, 

des arythmies, et des souffles cardiaques.  

Des cas très rares d’infection liée à B. henselae ont été décrits dans la 

littérature. Dans une étude réalisée sur 31 chiens, 2 ont été révélés séropositifs 

par la technique d’immunofluorescence indirecte (IFI). En revanche, la bactérie 

n’a pu être isolée du sang ni détectée par PCR (Demers et al., 1995). Au 

Royaume-Uni, Barnes et al., (2000) ont repéré 3 chiens séropositifs pour B. 

henselae parmi 100 testés. Au Japon, Tsukahara et al (1998) ont mis en 

évidence, d’une part, la présence de 4 chiens séropositifs parmi 52 par la 

technique (IFI) et d’autre part, la détection de l’ADN de B. henselae chez 3 

chiens. Goodman et Breitschwerdt (2005) ont mis en évidence la production 

des anticorps chez 3 chiens parmi 4 ayant une endocardite infectieuse. 

L’endocarde de l’un de ces chiens a été utilisé dans notre étude expérimentale 

(cf. Chapitre 2). Dans une autre étude, plus récente, l’ADN de B. henselae et 

celui de B. koehlerae ont été détectés dans le tissu de la valve aortique chez un 

chien  présentant une sténose aortique modérée  (Ohad et al., 2009).  

  Dans la plupart des cas, les symptômes apparaissent brusquement et la 

maladie qui en résulte nécessite souvent des soins intensifs ou une 

hospitalisation prolongée. Outre les lésions végétatives de l’endocarde, les 

auteurs ont noté la présence de foyers de myocardite associés  à l’inflammation 

des artères coronaires et à des zones de nécrose fibrinoïde. Ces endocardites 

peuvent être accompagnées par de l’arythmie, une myocardite multifocale, des 

syncopes (Breitschwerdt et al., 1999).                      

 
 
 
 
 
 
 
Figure 11  : Photo prise chez un chien soufrant d’endocardite (Breitschwerdt et al., 1999 ) 
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 β. Péliose hépatique  :  

Plusieurs cas de péliose hépatique à B. henselae ont été décrits chez des 

chiens (Gillespie et al, 2003). Les chiens affectés présentent des signes de 

faiblesse, une distension et un épanchement abdominaux accompagnés de 

troubles électrolytiques, hématologiques ainsi que d’une augmentation des 

phosphatases. L’atteinte du foie se manifeste par une hépatomégalie qui est 

due à la formation de kystes. L’observation microscopique et histologique du 

tissu hépatique révèle des lésions caractéristiques de péliose hépatique qui se 

traduisent par des kystes remplis de sang, entourés d’un stroma fibromyxoïde 

contenant des cellules inflammatoires et des capillaires dilatés. 

 

      γ. Autres manifestations liées à d’autres espèces 

de bartonelles : 

Des études réalisées sur des chiens ont montré que B. vinsonii subsp. 

berkhoffii peut provoquer de lymphadénites granulomateuses et des rhitinites 

granulomateuses (Pappalardo et al, 2000). L’infection par cette espèce peut 

entraîner d’autres symptômes tels que perte de poids, crises convulsives, 

épistaxis récurrents, tremblement des membres, ataxie, vomissements et 

diarrhée, infarctus rénal, thrombocytopénie.  

En 2002 et pour la première fois, Mexas et al., (2002) ont réussi à amplifier par 

PCR l’ADN de Bartonella elizabethae dans le sang d’un chien présentant un 

amaigrissement, une perte d’appétit et des anormalités hématologiques et 

biochimiques.  

 

E.2.3. Infection à B. henselae  chez d’autres espèces animales :  

Récemment, cette bactérie a été isolée à partir du sang de deux chevaux 

dont l’un souffrait de coliques aiguës avec une anamnèse de fièvre et de 

maladie respiratoire non caractérisée, alors que le second présentait une 

baisse de performance, associée à une boiterie intermittente chronique passant 

d’un membre à un autre (Jones et al., 2008). La contribution de B. henselae à 

ces présentations cliniques chez le cheval n’est pas déterminée. Une étude  
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récente a mis en évidence par des méthodes histologiques, immuno-

histologiques,   ultra-structurales et moléculaires la présence de B. henselae 

chez un fœtus lors de l’avortement d’une poulinière. Etant donné l’association 

de cet agent à des lésions chez le fœtus, ceci a conduit Johnson et son équipe 

à conclure que l’infection par B. henselae était bien à l’origine de cet 

avortement (Johnson et al., 2009). 

B. henselae a été également isolée à partir du sang de grands félidés sauvages 

en liberté ou en captivité tels que des lions, des guépards, des lynx et des 

pumas (Chomel, communication personnelle, Molia et al., 2004 ; Jacomo et al., 

2002). Aucune publication n'a encore fait état de l'existence des pathologies 

associées à l'infection par B. henselae chez les félidés sauvages. 

 

 

F- Aspects épidémiologiques de l’infection par B. henselae  :  

 F.1. Etude de prévalence de l’infection par B. henselae chez le chat              

        par zone géographique : 

B. henselae a une distribution géographique ubiquitaire chez son réservoir 

naturel principal, le chat domestique, ainsi que l’ont montré les nombreuses 

études sérologiques et bactériologiques qui ont été réalisées dans différents 

pays du monde dans le but d’étudier la prévalence de B. henselae. Les 

tableaux 2-8 englobent toutes les données bibliographiques  disponibles 

relatives  aux  études de  prévalence réalisées à ce jour dans différentes 

régions du monde. Ces études sont classées par zone géographique (Europe, 

Amérique, Afrique, Asie et Océanie). Nous avons essayé d’extraire le maximum 

d’informations liées à chaque étude telles que : la catégorie de population féline 

étudiée (chats domestiques vs chats sauvages ; chats errants/chats de 

compagnie/chat provenant d’une fourrière), le type d’étude (bactériologique vs 

sérologique), le génotype (I/II) et le taux de prévalence (cf . Tableaux :  2, 3, 4, 

5, 6, 7 et 8).  
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           Tableau 2: études de prévalence de l’infection féline par B. henselae en Afrique 

                          B = Bactériologie ; S = Sérologie 

 

Pays Type  

d’étude 

Catégorie de 

population 

féline 

Taux de 

prévalence (%) 

Références 

Afrique du 

Sud 

B 

S 

De compagnie 

De fourrière 

1/31 (3.2) 

11/52 (21) 

Pretorius et al., 1999 

Kelly et al., 1996 

Algérie B De fourrière 27/185 (14.59) N . Azzag, 

communication 

personnelle 

Egypte S De compagnie 5/42 (12) Chids et al., 1995 

Zimbabwe B 

S 

De compagnie 

De compagnie 

&De fourrière 

2/25 (8) 

28/119 (24) 

Kelly et al., 1996 

Kelly et al., 1998 

Pays Type 

d’étude 

Catégorie de  

population féline 

Taux de 

 prévalence (%) 

Références 

Brésil S De compagnie  Velho et al., 2003 

Chili S De compagnie 54/76 (71) Zaror et al., 2002 

Canada S De compagnie 43/242 (17.8) Leighton et 

al.,2001 

USA S De compagnie 

De  fourrière 

370/1314 (28.2) Childs et al., 1995 

USA 

Californie 

B 

S 

De compagnie 

De compagnie 

81/205 (39.5) 

165/205 (81) 

 

Chomel et al., 

1995 

USA 

Caroline du 

Nord 

 

S 

De compagnie 

& Sauvages 

 

57/76 (75) 

93/100 (75) 

 

Nutter et al., 2004 

USA 

Baltimore 

S De compagnie 

& Errants 

77/592 (13) Childs et al., 1994 

USA 

Floride 

S Errants 

Sauvages 

186/553 (33.6) Luria et al., 2004 

Tableau  3: études de prévalence de l’infection féline par B. henselae en Amérique  
B = Bactériologie ; S = Sérologie 
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Pays Type  

d’étude 

Catégorie de 

population 

féline 

Taux  

prévalence 

 (%) 

Génotype(s) Références 

Australie 

Sydney 

Melbourne 

Nle Zélande 

Auckland 

 

B 

B 

 

B 

 

De compagnie  

Sauvages 

De compagnie  

De compagnie  

 

3/18 (16) 

24/59 (40) 

45/342 (13.2) 

8/48 (17) 

 

N.D 

 

N.D 

N.D 

 

Branley et al.,  1996 

 

Yates et al., 1997 

Joseph et al., 1997 

Corée  

du Sud 

PCR 

nichée 

De compagnie  

Sauvages 

16/48 (33.3) 

41/98 (41.8) 

N.D  Kim et al., 2009 

Indonésie 

(Jakarta) 

S Errants 

 

6/14 (43) 

 

 Marston et al., 1999 

Israël B 

S 

De compagnie  

Errants 

45/114 (39.5) 

40/48 (83) 

N.D Baneh et al., 1996 

Avidor et al., 2004 

Japon S 

S 

S 

B 

B 

De compagnie 

De compagnie 

De compagnie 

De compagnie 

De compagnie 

30/199 (15.1) 

43/471 (9.1) 

128/ 1447 (8.8) 

3/33 (9.1) 

50/690 (7.2) 

 

 

 

N.D 

Type I: 43/45 (95.5) 

TypeII :1/45(2.2) 

Ueno et al., 1995 

Maruyama et al., 1998 

Maruyama et al., 2003 

Maruyama et al., 1996 

Maruyama et al., 2000 

Jordanie B De compagnie  55/153 (32) N.D Al-Majali et al., 2004 

Philippines 

(Manilla) 

B 

S 

Errants 

Errants 

19/31 (61%) 

 73/107(68) 

Type I : 13/19 

(68.4) 

Chomel et al., 1999 

Singapore S Errants 38/80 (47.5) N.D Nasirudeen et al., 1999 

Thaïlande B 

 

 

B 

 

 

De compagnie  

Errants 

 

De compagnie  

 

Errants 

 

 

 

0/24 (0) 

 

45/288 (15.8) 

TypeI : 48/67 (71.6) 

Type II : 13/67 

(19.4) 

Type I:40/45 (88.8) 

Type II: 4/45 (8.8) 

Type I+ II = (2.2) 

Maruyama et al., 2001 

 

 

Inoue et al., 2009 

Taiwan B 

 

S 

De compagnie  

 

Errants 

Sauvages 

25/131 

 (19.1) 

 

31/131  

(23.7) 

Type I : 7/25 (29.1) 

Type II : 3/24 (12.5) 

Chang et al., 2006 

 
Tableau 4 : études de prévalence de l’infection féline par B. henselae en Australie et en Asie 

B = Bactériologie ; S = Sérologie 
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Pays Type 

d’étude 

Catégorie de 

  population féline 

Taux 

prévalence 

(%) 

Génotype (s) Références 

Danemark B 

 

 

S 

 

B 

De compagnie 

De fourrière 

 

De compagnie 

De fourrière 

Errants 

8/44(18.2) 

13/49(26.5) 

 

42/92(45.6) 

 

11/25 (44) 

Type I : 1/21 (5) 

Type II : 

20/21(95) 

 

 

Type II : 

11/11 (100) 

Chomel et al.,2002 

 

 

 

 

Engbaek et al., 2004 

Norvège B 

S 

De compagnie 

De compagnie 

0/100 (0) 

1/100 (1) 

N.D Bergh et al., 2002 

Suède S 

B 

De compagnie 

De compagnie 

3/292 (1) 

2/91 (2.2) 

 

Type II : 2/2 

(100) 

Hjlem et al., 2002 

Engval et al.,2003 

   Tableau 5 : études de prévalence de l’infection féline par B. henselae en Europe du nord 
B = bactériologie ; S = Sérologie 

 
 

 

 
 

Pays Type  

d’étude 

Catégorie de 

Population 

 féline 

Taux de 

prévalence 

 (%) 

Génotype (s) références 

Allemagne S 

B 

B 

De compagnie 

De compagnie 

De compagnie 

Errants 

107/713 (5) 

13/100 (13) 

1/97 (1) 

19/96 (18.7) 

 

N.D 

Type I : 1/20 (5) 

TypeII :18/20 (90) 

Haimerl et al., 1999 

Sander et al., 1997 

Arvand et al., 2001 

Autriche  S De compagnie 32/96 (33.3)  Allerberger et al., 1995 

Rép. 

Tchèque 

B De compagnie  

Errants  

De fourrière 

0/34 (0) 

4/6 (66.6) 

1/21 (5) 

 

Type II :5/5(100) 

(Type I : 0/5 (0) 

Melter et al., 2003 

 

Tableau 6 : études de prévalence de l’infection féline par B. henselae en Europe centrale 
                    B = bactériologie ; S = Sérologie 
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Pays Type  

d’étude 

Catégorie  

de population 

féline 

Taux   

de prévalence 

 (%) 

Génotype (s) Références 

Espagne S De propriétaire 34/115 (29.6)  Pons et al., 2005 

Italie 

Nord 

Lombardie 

 

Toscane 

 

Emilie-

Romagne 

S 

B 

B 

 

S 

B 

S 

B 

Errants 

 

Errants 

 

Errants 

De propriétaire 

De propriétaire 

De propriétaire 

553/1416 (39) 

361/1585 (23) 

140/769 (18) 

 

207/540 (38) 

0/28 (0) 

98/427 (23) 

24/248 (9.7) 

N.D 

 

TypeI:27/131(20.6) 

TypeII:80/131(61.1) 

N.D 

N.D 

Fabbi et al., 2004 

 

Fabbi et al., 2004 

 

Ebani et al., 2002 

 

Cabassi et al., 2002 

Pologne S De fourrière 31/36 (86)  Podsiadly et al., 2003 

Portugal S De propriétaire 1/ 14 (6.7)  Childs et al., 1995 

Turquie B 

S 

Errants 

De propriétaire 

10/102 (9.8) 

11/154 (7.1) 

N.D Celebi et al., 2008 

Tableau 7 : études de prévalence de l’infection féline par B. henselae en Europe du sud 
                                   B = bactériologie ; S = Sérologie 
 

Pays Type 

d’étude 

Catégorie de 

population féline 

Taux de 

prévalence 

 (%) 

Génotype (s) Références 

France 

Paris 

Lyon 

 

Nancy 

 

Marseille 

B 

 

B 

 

B 

 

B 

De propriétaire 

 

De propriétaire 

 

Errants 

 

Errants 

72/436 (16.5) 

 

8/99 (8.1) 

 

50/94 (53) 

 

38/61 (62.3) 

TypeI :11/72(15.3) 

Type II : 36/ 72(50) 

Type I : 6/8 (75) 

Type II : 0/8 (0) 

Type I : 17/ 50 (34) 

Type II : 18/ 50(36) 

TypeI : 15/38(39.5) 

Type II : 7/38(18.4) 

Gurfield et al., 2001 

 

Rolain et al., 2004 

 

Heller et al., 1997 

 

La Scola et al., 2002 

 

Grande 

Bretagne 

S 

S 

B 

B 

De propriétaire 

Sauvages 

De propriétaire 

De propriétaire 

28/ 69 (40.6) 

33/79 (41.8) 

40/351 (11.4) 

34/360 (9.4) 

 

 

N.D 

TypeI : 2/34 (6) 

Type II : 30/34 (88) 

Barnes et al., 2000 

 

Laycock et al, 2001 

Birtles et al., 2002 

Pays 

Bas 

B 

 

S 

 

De fourrière 

 

De fourrière 

De propriétaire 

25/113 ( 22) 

 

56/113 (50) 

28/50 (56%) 

Type I :6/25 (24) 

Type II : 10/25 (40) 

Bergmans et al., 1997 

Suisse S De propriétaire 60/728 (8 .3)  Glaus et al., 1997 

Tableau 8 : études de prévalence de l’infection féline par B. henselae en Europe de l’ouest  
                           B = bactériologie ; S = Sérologie 
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Au bilan, ces études de prévalence de l’infection féline par B. henselae,  

menées dans différentes régions du monde montrent que : 

-dans tous les pays où l’infection à B. henselae est recherchée, elle est mise 

en  évidence ; 

-la fréquence d’infection semble plus élevée chez les chats errants et de 

fourrière que chez les chats de compagnie ; 

-sauf en Asie du SE et en Algérie, les chats hébergent beaucoup plus souvent 

le     génotype II que le génotype. 

 

F.2. Modes et voies de transmission: 
 

F.2.1. Transmission de chat à chat: 
 

F.2.1.1. Rôle central de la puce : 

Au sein de la population, la transmission de B. henselae semble être 

assurée principalement  par la puce du chat, Ctenocephalides felis. 

Le rôle central de Ctenocephalides felis dans la transmission de B. henselae au 

sein des populations félines a été mis en évidence pour la première fois par 

Chomel et al en 1996. Des chats IOPS dépourvus de puces ont été mis en 

contact avec les puces gorgées sur les chats infectés. Une bactériémie 

asymptomatique a été mise en évidence chez les chats 2 à 6 semaines plus 

tard, qui pouvait durer 11 à 12 semaines et parfois plus d’un an, avec des 

phases d’intermittence. La charge bactérienne pourrait atteindre 104 à 106 

bactéries /ml de sang.  Dans la même étude, Chomel et al ont pu détecter 

également par PCR, l’ADN de B. henselae chez 34% des puces prélevées sur 

les 47 chats. 

Ces expériences plaident en faveur d’une transmission arthropodienne par 

Ctenocephalides felis.  

 

F.2.1.2. Autres sources et modes de transmission :  

Outre les puces, Guptill n’exclut pas le fait que les chats puissent devenir 

bactériémiques après l’ingestion de petits rongeurs infectés par B. henselae 

(Guptill et al., 1998).  
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Chomel et al. (1996) ont montré qu’en revanche aucune transmission 

horizontale (contact direct) de chat à chat n'est obtenue sans intervention des 

puces et n’ont pu mettre en évidence de transmission verticale (de la mère à 

son fœtus).  

Les études ultérieures (Abbott et al., 1997 ; Chomel et al., 2002 ; Rolain et al., 

2003 ; Kordick et al., 1995) concordent avec ces conclusions.  

 

 F.2.2. Transmission Chat-Homme : 

En  ce qui concerne la transmission de B. henselae du chat vers l’homme, 

les auteurs s’accordent sur le fait que ce sont les contacts par griffures ou 

morsures qui sont en cause, les griffes ou la salive étant souillées lors de la 

toilette. Une éventuelle transmission à l’homme par piqûre de puce semble tout 

à fait anecdotique pour certains auteurs tels que Foley et al., (1998). Toutefois, 

il faut signaler le fait que quelques patients atteints de MGC n’avaient pas été 

exposés à des chats ou d’autres animaux (Gieger et al., 1998). Notons 

également que des cas de MGC ont été consécutifs à des griffures de chien et 

un cas à des griffures de  singe (Gieger et al., 1998). 

 

F.3. Facteurs favorisant la transmission: 

Il s’agit de facteurs intrinsèques et extrinsèques qui sont  liés 

essentiellement à l’hôte réservoir (le chat), à son vecteur (la puce du chat) ainsi 

qu’aux conditions climatiques qui jouent un rôle dans l’abondance de ce 

dernier. En effet, l’existence d’une phase de bactériémie chez le chat est 

fortement associée à plusieurs facteurs : 

 - à l’âge du chat: de nombreuses études ont montré que les chatons et les 

chats âgés de moins de trois ans sont plus fréquemment bactériémiques que 

les chats plus âgés  (Breitschwerdt et al., 2000 ; Arvand et al., 2001 ; Chomel et 

al., 1995). La bactériémie chez les chats âgés de moins de 1 an en Espagne 

est de l’ordre de 12.1% (Pons et al., 2005); 13% en Allemagne (Sander et al., 

1997) et 19% en France (Heller et al., 1997).     
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-  au mode de vie des chats : les chats errants et les chats provenant de 

fourrières sont plus susceptibles d’être bacteriémiques que les chats 

domestiques vivant avec un propriétaire (Gieger et al., 1998).  

En effet, en Australie, 40% des chats errants testés sont bactériémiques contre 

16% des chats domestiques (Chomel et al., 1997 ; Gieger et al., 1998). Une 

autre étude réalisée à Baltimore, sur une population de chats regroupant des 

chats sauvages, des chats domestiques et des chats malades de cliniques 

vétérinaires a montré  que  14.7% des  chats testés ( 592 chats)  avaient  des 

anticorps  anti-B. henselae et/ou B. quintana et que les chats sauvages 

présentaient le taux de prévalence le plus élevé (Gieger et al., 1998). En 

France, Heller et al.(1997) ont observé un taux de bactériémie à B. henselae de 

53% chez les chats errants de la région parisienne. Les chats errants ainsi que 

les chats provenant de fourrières sont les plus exposés à l’infection, en lien 

avec un taux d’infestation plus élevé par des puces et/ou du fait de contacts 

plus nombreux avec d’autres chats eux-mêmes parasités. Cette relation entre la 

prévalence de l’infection par B. henselae (bactériémie et sérologie) et le mode 

de vie des chats a été également confirmée par d’autres études dans d’autres 

régions du monde (Tableaux 4-8) . 

- Les facteurs climatiques jouent aussi un rôle très important dans la 

transmission du pathogène. Une étude de prévalence basée sur la sérologie a 

été réalisée sur 628 chats domestiques par Jameson et al. en 1995 dans 33 

régions géographiques des USA et dans plusieurs régions de l’Ouest du 

Canada. Cette étude a suggéré que la séroprévalence de l’infection à B. 

henselae serait influencée par le climat et qu’elle serait à la fois corrélée à la 

température et au niveau des précipitations annuelles. Ces variations de la 

prévalence en fonction du climat sont également corrélées à la répartition des 

arthropodes qui jouent le rôle de vecteur pour B. henselae. Le taux de 

prévalence globale est de l’ordre de 27.9% et si on s’intéresse au taux de 

prévalence par région, on obtient une grande disparité avec :  

 - d’une part, 54.6% dans le Sud-Est des Etats–Unis, à Hawaii, en Californie ; 

47.4%  dans des régions du Nord-Est ; 40.0% dans les régions du sud ;  34.3% 

dans le centre et 36.7%  dans la zone Pacifique ; 
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- d’autre part, 3.7% en Alaska, 5.0% dans les grandes plaines des montagnes 

rocheuses et 6.7% dans le  Middle West (cf . figure 12) . 

Une autre étude menée en Californie a établi que 40% des chats testés sont 

bactériémiques (Chomel et al., 1995).  

D’après ces études, les taux élevés de séroprévalence seraient donc associés 

à un climat chaud et humide (Jameson et al., 1995). En outre, 60% des cas de 

MGC sont signalés entre les mois de septembre et janvier, période pendant 

laquelle les chats domestiques vivent davantage à l’intérieur et peuvent avoir 

plus de contacts avec leur maître (Gieger et al, 1998).  

                                                                                                                        

 

 
Figure 12  : Prévalence de l’infection humaine par B. henselae dans les différentes régions   
                   d’Amérique du nord 
    

F.4. Facteurs de gravité de la maladie chez l’Homme  :  

Ces sont d’une part les facteurs qui favorisent l’expression clinique chez les 

hôtes sensibles, d’autre part des facteurs liés à la bactérie.  

-  Groupes à risque : les personnes à risque sont essentiellement les enfants, 

les personnes immunodéprimées et les personnes droguées par voie 

intraveineuse. 

� Les enfants : 

55 à 80% des cas de MCG diagnostiqués correspondent à des patients de 

moins de 10 ans (Hamilton et al,. 1995 ; Jackson et al., 1993 ; Zangwill et al,. 

1993 ; Ben-Ami et al, 2005) (cf.  figure 13) .  

Il faut signaler également que la MGC est la première cause d’adénite 

chronique bénigne chez les enfants et les jeunes adultes (Chomel et al., 1997). 

Dans une étude récente, Asano et al. (2010) ont montré une prévalence élevée  

Région % Prévalence 

Sud Est & côté 
Pacifique 

28% 

Sud Est & 
middle West 

22% 

Nord Est 17% 

Montagnes 
rocheuses & 
Grandes plaines 
& ouest 

7% 
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des d’anticorps de classe IgG et IgM chez les enfants atteints de lymphadénite 

cervicale. 

             

 
Figure 13 : Distribution des formes typiques et atypiques de la MCG réalisée chez 

                                         846 patients en fonction de l’âge (Ben-Ami et al,. 2005) 

 

� Les immunodéprimés : 

Chez les personnes immunodéprimées, B. henselae peut provoquer une 

angiomatose bacillaire. Cette maladie a été décrite pour la première fois par 

Stoler et al., en 1983 chez un sidéen. 

Depuis, l’association entre cette maladie et le stade SIDA chez des 

immunodéprimés séropositifs pour B. henselae  a été évoquée de multiples fois 

dans la littérature (Plettenberg et al., 2000 ; Blanco et al., 1999 ; Pape et al., 

2005 ; Mohle-Boetani et al., 1996).  

En outre, les personnes ayant subi une transplantation et suivant un traitement 

à base d’immunosuppresseurs sont particulièrement exposées aux maladies 

provoquées par B. henselae (Juskevicius et al., 2004)  

� Facteurs liés à la bactérie : 

Deux génotypes, I et II, ont été identifiés chez  B. henselae, sur la base de 

différences  de séquence portant sur le gène codant pour l’ARN 16S (Bergmans 

et al., 1996). Comme le montrent les études épidémiologiques réalisées à ce 

jour (tableaux 2-8 ), dans différents pays, le génotype II est prédominant chez le 

chat à quelques exceptions près (essentiellement l’Asie du SE). Cependant, le 

génotype I semble plus fréquent chez l’homme, par exemple aux Pays–Bas 

(Bergmans et al., 1996), ou encore en Australie où 76.5% des isolats humains  
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étaient de type I dans l’étude de Fournier et al., 2002. Outre les arguments 

épidémiologiques en faveur d’une dichotomie apparente de distribution chez 

l’Homme et le chat selon le génotype, certaines expérimentations tendent à 

renforcer l’hypothèse de différences fonctionnelles notables au sein même d’un 

génotype, si elles proviennent respectivement de l’homme et du chat. Ainsi, 

Yamamoto et al., 2002 ont montré que l’inoculation de chats IOPS avec une 

souche de génotype I d’origine féline avait des retombées très différentes (sur 

les plans clinique, immunologique, et bactériologique) de celles induites par 

l’inoculation d’une souche de génotype I d’origine humaine. Même si cette 

association entre génotype et maladie humaine n’est pas toujours la règle (cas 

de la France, où le génotype II a été trouvé majoritaire, dans 61.2% des cas de 

MCG (Zeaiter et al., 2002), il est particulièrement intéressant de souligner que 

chez l’homme, c’est bien le génotype I qui a été rencontré à ce jour dans la 

quasi- totalité des cas d’angiomatose bacillaire (Chang et al., 2002)    

 

G. Aspects synthétiques  : cycle de  B. henselae (cf. figure  14) 

 

                                         

 

                                        

 

Figure14 : Cycle de transmission de Bartonella henselae 
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H. Diagnostic : 

Le diagnostic des infections à Bartonella est complexe et s’est 

considérablement développé ces dernières années. L’approche diagnostique 

repose sur l’utilisation de plusieurs méthodes complémentaires. En effet, il 

n’existe pas de méthode qui soit à la fois assez sensible et spécifique et qui soit 

en même temps aisément accessible au diagnostic de routine.  

Dans cette partie, je vais développer dans un premier temps  le diagnostic 

épidémio-clinique et dans un second temps le diagnostic de laboratoire qui 

repose sur des tests directs et indirects. La stratégie diagnostique sera fonction 

du contexte clinique et épidémiologique chez l’Homme et chez l’animal. 

 

H.1. Diagnostic épidémio-clinique: 

Une MGC classique est relativement aisée à suspecter, sur la base des 

données cliniques et épidémiologiques. En revanche, dans les formes 

atypiques de MGC, à l’exception du syndrome de Parinaud, les manifestations 

de l’infection peuvent être très polymorphes et peu  caractéristiques. Le 

contexte épidémiologique peut être particulièrement précieux pour conduire à 

une suspicion de bartonellose. Les critères de ce diagnostic, liés 

particulièrement à l’infection par B. henselae, seront évoqués à la fois pour 

l’Homme et pour l’animal : 

 

 H.1.1. Chez l’Homme : 

Chez les patients jeunes et immunocompétents, un contact étroit  avec un 

chaton (Karem et al, 2000), peut permettre à un clinicien d’établir un lien entre 

une forme classique de MGC et l’infection par B. henselae. L’association d’une 

papule et d’une adénopathie constitue un critère très fort permettant au clinicien 

de suspecter la maladie (Metzko-Cotter et al, 2003). 

Chez les immunocompétents , le clinicien s’intéressera plus particulièrement 

aux atteintes du système nerveux central (méningites, encéphalites, méningo-

encéphalites…) et aux troubles oculaires (rétinites, uvéites, syndrome 

oculoglandulaire de Parinaud). 
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Les patients atteints d’une valvulopathie, ou bien déjà porteur d’une 

prothèse valvulaire présentent un risque plus élevé d’endocardite provoqué  par 

B. henselae. D’autres structures du cœur, comme le myocarde, peuvent 

également être atteintes (Brouqui et al 2001). 

La péliose et/ou l’angiomatose bacillaires sont les manifestations cliniques 

les plus évocatrices d’une infection par B. henselae chez les immunodéprimés 

et permettent facilement à un clinicien d’émettre une suspicion de bartonellose 

à B. henselae (Karem et al, 2000). 

 

H.1.2. Chez les animaux : 

  La suspicion clinique n’est envisageable que chez les espèces féline et 

surtout canine. Chez cette dernière, dans la plupart des cas, il s’agira d’atteinte 

cardiaque, oculaire voire hépatique (Chomel et al, 2003)    

 

H.2. Sérologique :  

La recherche des anticorps dirigés contre B. henselae fait appel soit à 

l’immunofluorescence indirecte (IFI), soit aux techniques immuno-enzymatiques 

représentées essentiellement par l’ELISA (Enzyme Linked Immmuno Sorbent 

Assay), et le Western Blot (WB) (Barka et al, 1994; Maurin et al, 2002). Les 

antigènes utilisés peuvent être soit préparés par le laboratoire de diagnostic lui-

même, de préférence sur culture cellulaire (cellules VERO ou cellules de lignée 

endothéliales humaines, infectées par B. henselae) (Zbinden et al, 1995), soit 

commercialisés sous forme de lames prêtes à l’emploi. L’IFI semble être la 

technique du choix (Sander et al, 2001). Cependant la sensibilité ainsi que la 

spécificité de ces différentes techniques sont variables selon les formes 

cliniques. Les patients manifestant des signes cliniques voient leurs taux d’Ig G 

et d’Ig M augmenter de façon significative, tandis que ceux souffrant d’une 

infection détectée un peu tardivement ou même d’une bactériémie prolongée 

mais asymptomatique ont des titres faibles ou nuls (Ueno et al, 1995 ; Nadal et 

al, 1995).  

Le seuil de positivité pour les IgG, lors d’infection par B .henselae, est compris 

entre 1:64 et 1:256 selon les laboratoires, après au moins 2 à 3 semaines  
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d’infection. Un titre ≥ 1:20 est considéré comme positif en Ig M. Actuellement, 

un titre d’IgG supérieur à 1:100 est considéré comme significatif d’une infection 

récente dans le diagnostic  de  la  MGC  alors  qu’un  titre  supérieur  ou  égal  à  

1:800 est fortement corrélé à un diagnostic d’endocardite humaine ou animale. 

L’absence de réponse immunitaire humorale est notée chez environ 10% des 

patients atteints de MGC. C’est particulièrement le cas des personnes 

immunodéprimées atteintes d’angiomatose ou de péliose bacillaire. 

La sensibilité de la technique ELISA est légèrement supérieure à celle de l’IFI 

(Barka et al, 1993).  

La sérologie pose également un problème de spécificité puisqu’il existe des 

réactions croisées entre les espèces du genre Bartonella comme B. henselae et 

B. quintana (Jackson et al, 1996) et également entre le genre Bartonella et le 

genre Chlamydia, comme C. pneumoniae (Maurin et al., 1997) ainsi qu’avec 

Coxiella burnetii, agent de la fièvre Q (La Scola et al, 1996).  

La recherche des anticorps dirigés contre B. henselae est la méthode la plus 

fréquemment utilisée pour le diagnostic chez l’Homme. Ceci explique pourquoi 

si peu d’isolats d’origine humaine sont disponibles. Chez les espèces 

réservoirs, en particulier chez l’espèce féline, la sérologie est d’intérêt plus 

limité. En effet, on attend du laboratoire qu’il indique si le chat est bactériémique 

et, de ce fait, présente un risque pour son entourage, question à laquelle la 

sérologie ne pourra répondre.  

Sur une base sérologique, Drancourt et al., ont identifié en 1996 deux 

principaux sérotypes : B. henselae Houston 1 et B. henselae Marseille.   

   

H.3.  Diagnostic bactériologique 

    H.3.1. Isolement :  

La culture de B. henselae peut être effectuée à partir du sang prélevé sur 

EDTA ou des tissus biologiques (ganglions lymphatiques, peau (pus), foie, 

moelle osseuse, valve) de patients infectés. L’isolement se fait soit par 

ensemencement sur milieux gélosés au sang soit en culture cellulaire (cellules 

endothéliales, Vero, HeLa, L 929, cellules de carcinomes humains) (Euzéby, 

2002). La culture en milieu cellulaire reste toutefois d’usage moins répandu que  
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la culture sur gélose au sang (Welch et al., 1999 ; Welch et al., 1993). Une 

autre technique a été mise au point en 2005 par Maggi et al., (2005) qui 

consiste en une pré-culture utilisant un milieu liquide relativement complexe. 

La présence de sang frais dans le milieu de culture permet de l’enrichir en 

hème qui est nécessaire à la croissance des bartonelles. D’autres milieux ont 

été également proposés, comme les géloses de Mc Conkey ou les bouillons 

cœur-cerveau (Drancourt et al., 1993).  

L’isolement de B. henselae à partir des échantillons sanguins prélevés chez le 

chat réservoir est plus facile et satisfaisant que lorsqu’on cherche à isoler les 

bartonelles chez des hôtes accidentels, plus particulièrement chez l’homme 

(Brenner et al., 1997). 

La culture à partir d’autres prélèvements et notamment des ganglions est 

beaucoup moins efficace, car au moment de la ponction, le ganglion est en 

stade inflammatoire et les bactéries sont inhibées par les molécules toxiques 

présentes dans ce ganglion. La culture est aussi possible à partir des lésions 

d’angiomatose bacillaire, mais la contamination des milieux par la flore cutanée 

peut gêner voire compromettre la culture. Chez les personnes souffrant d’une 

endocardite et qui sont sous traitement antibiotique, la probabilité d’isolement 

est très faible : elle varie de 0% à 80% selon que la personne est sous 

traitement ou nom (La Scola et al, 1999).  

La sensibilité des méthodes de culture reste inférieure à celle de la sérologie et 

de l’amplification génique chez l’homme, en revanche chez les félidés la culture 

est la méthode la plus sensible. Quelle que soit l’origine de prélèvements, la 

durée d’incubation des cultures est assez longue et incompatible avec l’urgence 

thérapeutique hospitalière. En outre, cet inconvénient expose les cultures à des 

contaminations fongiques et bactériennes masquant la présence des 

bartonelles.  

 L’identification de la bactérie est basée sur l’aspect macroscopique et  

microscopique et sur la biologie moléculaire, seule susceptible d’établir 

définitivement l’identité de l’espèce. 
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H.3.2. Méthodes moléculaires: 

L’amplification directe par PCR est la méthode la plus efficace et la plus   

rapide pour la mise en évidence du genre Bartonella en raison des difficultés de 

la culture.  

L’amplification de ce genre est réalisée soit par PCR simple soit par PCR 

nichée ou semi-nichée. Elle s’effectue sur l’ADN pur ou bien directement sur les 

échantillons (ganglions lymphatiques, valves cardiaques…). 

L’amplification de divers gènes ou portions des gènes a été développée, ces 

segments étant spécifiques soit de genre soit d’espèce. Les gènes les plus 

souvent amplifiés sont : gltA (citrate synthase) (Rolain et al., 2003 ; Joblet et al., 

1995 ; Holmberg et al., 1999), ITS (spacer entre le 16S et le 23S) (Houpikian et 

al., 2001 ; Roux et al., 1995 ; Renesto et al., 2001) ribC (Chaine α riboflavine 

synthase) (Bereswill et al.,1999 ; Johnson et al., 2003), groEL (protéine de choc 

thermique) (Zeaiter et al., 2002), rpoB (sous unité β de l’ARN polymérase) 

(Renesto et al, 2001), ftsZ (protéine de division cellulaire) (Zeaiter et al., 2002 ; 

Ehrenborg et al., 2000), et le gène codant pour l’ARN 16S. La PCR quantitative 

en temps réel utilisant des sondes spécifiques est également utilisée. 

 

     I. Traitement : 

De nombreux antibiotiques paraissent très actifs sur milieux gélosés vis-à-

vis de B. henselae (Ives et al., 1997 ; Rolain et al., 2004).  

In vivo, un traitement à base de tétracycline, de doxycycline et d'érythromycine 

semble réduire le nombre de bactéries circulant dans le sang d’un chat 

bactériémique.  

Chez le sujet immunocompétent et présentant une MGC, les meilleurs 

traitements sont ceux à base de rifampicine, de ciprofloxacine, de 

cotrimoxazole, de    gentamicine, d'érythromycine et de doxycycline. Les 

associations érythromycine-rifampicine ou doxycycline-rifampicine semblent 

également donner de bons résultats.  Cependant, un traitement antibiotique 

n’est pas forcément préconisé dans ces cas bénins, qui se résolvent le plus 

souvent spontanément après quelques semaines. 
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 En revanche, lors d'infections survenant chez un sujet immunodéprimé, le 

traitement est nécessaire et doit débuter par des injections intraveineuses. Les 

antibiotiques donnant les meilleurs résultats sont l'érythromycine et la 

doxycycline, éventuellement utilisées en association avec de la rifampicine ou 

de la gentamicine. 

En cas d’endocardite, l’administration de doxycycline 200 mg/j par voie 

intraveineuse ou orale est préconisée pour une durée minimum de six 

semaines, en association à la gentamicine (1mg/Kg toutes les huit heures) 

pendant 14 jours. Une étude rétrospective sur 101 patients presentant une 

endocardite a montré un bénéfice certain de l’utilisation des aminosides (Raoult 

et al., 2003). 

 

J. Prévention : 

Dans leur étude, Wise et al. (2002) ont montré que le nombre d’habitants 

vivant dans des pays industrialisés (plus particulièrement en Amérique) et 

possédant un chat comme un animal de compagnie, n’a pas cessé d’augmenter 

durant les deux dernières décennies et que ce nombre dépasse même 

actuellement celui des habitants possédant des chiens. D’après cette étude, 70 

millions de chats de compagnie occupaient le tiers des habitations en 

Amérique. En Europe, le nombre de chats de compagnie est de l’ordre de 47 

millions. Ceci reflète l’importance du réservoir de Bartonella. Eu égard aux 

pathologies provoquées par B. henselae, certaines mesures sont nécessaires 

pour lutter contre l’infection par ce pathogène, plus particulièrement, en ce qui 

concerne les personnes à risque (enfants, personnes âgées, immunodéprimés). 

La prévention de l’infection chez les réservoirs repose sur la lutte contre les 

vecteurs, particulièrement les puces dans le cas de l’infection par B. henselae 

grâce à l’emploi de pulicides. Ce  traitement  minimise  le  risque de  

transmission  à  l’Homme mais  aussi  les risques de transmission entre chats 

(et du chat au chien). La prévention de l’infection par B. henselae chez 

l’Homme concerne en premier lieu les personnes à risque et repose sur des 

conseils pour le choix d’un animal de compagnie (chat adulte, ne sortant pas, 

provenant d’un élevage sain et contrôlé si possible et soumis à un traitement  
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anti-puces régulier). Si des personnes immunodéprimées souhaitent adopter un 

chat, il est conseillé de n’acquérir que des chats séronégatifs. La prévention 

repose aussi sur une hygiène stricte des propriétaires de chats. Par exemple, il 

est recommandé de se laver les mains après avoir touché les animaux. En cas 

de griffure ou de morsure par un chat, Il est  conseillé d’effectuer une 

consultation précoce afin d’éviter d’éventuelles complications cliniques. 

Du fait de l’inefficacité relative de l’antibiothérapie pour tarir la bactériémie chez 

le chat, le développement d’un vaccin préventif semble être nécessaire pour 

éradiquer les  bartonelles  chez  les  réservoirs. Cependant  la mise  au  point 

d’un  vaccin félin reste encore difficile à réaliser à cause de la diversité des 

espèces infectant les chats, et des souches au sein d’une espèce, et de 

l’absence de protection croisée entre espèces voire entre types (Boulouis et al., 

2005).  

    

II. Typage moléculaire des bactéries : Cas de B. henselae  

Une fois la bactérie identifiée, le typage bactérien est possible qui vise à 

différencier les souches au sein d’une même espèce bactérienne. Face à une 

infection bactérienne, deux démarches sont essentielles à suivre ; la première 

consiste à identifier l’agent pathogène responsable de la maladie pour la prise 

en charge immédiate du patient (cas des infections nosocomiales) ; et la 

seconde permet de chercher son origine afin si c’est possible de comprendre la 

chaîne de transmission de ce dernier et d’identifier l’éventuelle source de 

contamination.   

En général, les méthodes de typage sont essentielles pour comprendre 

l’épidémiologie des infections bactériennes dans le but de détecter les voies et 

la source de l’infection, connaître les souches épidémiques et endémiques et 

prévenir la transmission de l’infection entre les patients. 

Des méthodes phénotypiques de typage ont été mises en œuvre dès le début 

de développement de la microbiologie. Elles sont encore utilisées, notamment 

le sérotypage (ex. Salmonella), le biotypage (ex. : Brucella), la détermination du 

profil de sensibilité aux bactériocines ou le lysotypage (ex. : Brucella). Pour B. 

henselae, le sérotypage a longtemps constitué la seule technique de typage  
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envisageable, mais elle n’a permis de caractériser que deux sérotypes, 

Houston 1 et Marseille. La mise à portée de nombreux laboratoires des outils 

de biologie moléculaire a ouvert la voie au développement des techniques dites 

de génotypage, y compris pour B. henselae. L’avènement de la PCR, ainsi que  

l’expansion rapide des données de séquençage des génomes complets depuis 

1995, date de la publication de la première séquence complète d’un génome 

bactérien, celui de H. influenzae, ont contribué à l’accélération de cette 

tendance. 

En outre, tous ces éléments ont permis d’ouvrir la voie à l’étude plus exhaustive 

des marqueurs polymorphes. 

 

A. Critères de choix d’une technique de typage molé culaire : 

Le choix d’une technique de typage moléculaire est basé sur plusieurs critères, 

dont les principaux sont : 

 - La typabilité : 

La typabilité est la capacité à obtenir des résultats positifs non ambigus 

pour chaque souche analysée. Cette qualité, caractéristique d’une espèce 

bactérienne, est en rapport direct avec les possibilités de la technique étudiée. 

Pour qu’une technique d’épidémiologie moléculaire puisse être utilisable en 

routine, il faudra que le plus grand nombre possible d’espèces bactériennes 

soient typables par celle-ci.  

 

 

                                             T= Nt /N 

 
Avec :  
T : Typabilité 
Nt : nombre d’isolats typés  
N : Nombre total d’isolats à typer 
 

- La reproductibilité : 

La reproductibilité est la capacité de la technique à produire le même 

résultat sur la même souche testée à plusieurs reprises. Ce caractère dépend 

des capacités de la méthode mais aussi beaucoup de la souche étudiée  
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puisque certaines souches peuvent présenter des variations génétiques rapides 

dans le temps, entrainant des modifications du profil obtenu. Ce critère est très 

important pour la comparaison des résultats entre laboratoires et pour la mise 

en place de bases des données qui doivent reposer sur des données solides. 

 

R= Nr / N 
           
 
  Avec :  
           R : Reproductibilité 

       Nr : Nombre de bactéries testées deux fois et ayant fourni le même résultat  
  N : Nombre de souches testées deux fois. 
 

- Le pouvoir discriminant : 

  Le pouvoir discriminant est la capacité de la méthode à différencier des 

souches non épidémiologiquement reliées. Il faut souligner là encore, que ce 

caractère dépend  non  seulement  des  possibilités de la méthode elle-même 

mais aussi de la diversité génétique de l’espèce. Idéalement, une méthode de 

typage identifiera chaque souche comme unique. Pratiquement, la méthode 

peut être prise en compte lorsque la probabilité que deux souches non 

apparentées appartiennent au même type est inférieure à 5%. Plus le pouvoir 

discriminant augmente, plus la méthode est capable, par définition, de détecter 

des variations minimes ou moins fréquentes.  Pour étudier cette qualité, il est 

indispensable de comparer un nombre élevé d’isolats du terrain ainsi que des 

souches témoins ayant précédemment fait l’objet d’analyses. Certaines 

bactéries, notamment les souches de Staphylococcus aureus résistantes à la 

méthicilline ou les souches d’Haemophilus influenzae de type b sont dérivées 

d’un faible nombre de clones, rendant les souches responsables d’épidémie 

indifférenciables des souches sporadiques, quelle que soit la technique utilisée 

(Kreiswirth et al., 1993), sauf par la méthode la plus récente de séquençage 

haut débit de l’ensemble du génome, récemment testée pour des souches de 

S. aureus résistantes à la méthicilline (Harris et al., 2010). Le pouvoir 

discriminant est évalué par un index de diversité (I.D), connu initialement 

comme l’indice de Simpson établi dans le cadre de l’étude de l’écologie des  
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populations (Simpson, 1949) et ensuite repris par Hunter et Gaston (1988) en 

vue de son application à l’étude des populations microbiennes.  

 

                                        I.D. = 1- ∑
=

−
S

j

njnj
1

)1(  

         
  Avec : 
           N : Nombre total d’individus testés 
            nj: Nombre n d’individus ayant l’allèle j  
            S: Nombre total d’allèles au sein de la population d’individus testés 
 

  L’évaluation d’une technique d’épidémiologie moléculaire selon ces 

différents critères nécessite des comparaisons avec des résultats obtenus par 

d’autres techniques. Mais il n’en existe pas qui possèdent l’ensemble de ces 

qualités et qui pourraient être utilisées comme technique de référence ou 

encore comme « Gold Standard » (Abreit, 1995). Enfin, la facilité 

d’interprétation des résultats obtenus, le coût, la rapidité et la facilité de la 

réalisation sont des éléments importants à considérer  pour  évaluer  le  

développement  possible  de  la  technique  dans  des laboratoires d’analyses 

hospitaliers et pas uniquement dans un contexte de laboratoire de recherche. 

Le principe des méthodes de génotypage consiste à détecter le polymorphisme 

qui peut être de nature et d’échelle variable, allant de grands réarrangements 

génomiques (exemple : séquences répétées dispersées et/ou localisées sur un 

locus) à la mutation ponctuelle en passant par des délétions, insertions ou 

inversions de courtes séquences. Selon le niveau de variabilité au sein d’une 

espèce bactérienne, différentes techniques ont été proposées afin de 

différencier les souches entre elles.   

Dans la littérature, plusieurs méthodes de typage ont été décrites chez B. 

henselae dont principalement ERIC-PCR, AP-PCR, REP- PCR, ECP, MLST, 

MST.  

 

    B. Catégories de méthodes : 

Ces méthodes peuvent être classées en deux classes : 

 

   
)1(

1

−NN
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B.1. Méthodes de  première génération: 

Cette catégorie des techniques vise le génome entier des bactéries tels que 

l’ECP, AFLP, AP-PCR …La plupart de ces techniques ont été développées à 

partir de 1990. A l’exception de l’ECP, elles sont aujourd’hui abandonnées, et  

n’ont parfois été utilisées que par leurs propres concepteurs. Ces techniques 

sont les suivantes : 

 

α. ECP= PFGE :  

Cette technique a été développée par Schwartz et Cantor en 1984. Elle a 

longtemps été considérée comme la méthode de choix pour le typage 

moléculaire de nombreux pathogènes. Elle consiste à séparer les grandes 

molécules d'ADN (> 50 kb) que l'électrophorèse classique en gel d’agarose ne 

permet pas de résoudre, même en diminuant au maximum la concentration 

d'agarose. Il s’agit d’une technique de RFLP–ECP qui est basée 

essentiellement sur la digestion du génome bactérien entier par des enzymes 

de restriction coupeurs rares. Il en résulte un nombre limité de segments de 

grande taille, très difficiles à faire migrer, d’où le champ pulsé. Les bactéries 

sont enrobées dans l’agarose avant de subir une étape de lyse dans le but de 

préserver l’intégrité physique de l’ADN. Le principe de l'électrophorèse en 

champ pulsé consiste à alterner l'orientation du champ électrique au cours du 

temps. Chaque changement de champ électrique réoriente la molécule d’ADN 

dans le gel, augmentant ainsi la probabilité que la molécule d’ADN soit orientée 

de façon à passer à travers les mailles du gel. Cette probabilité dépend de la 

taille de la molécule et la vitesse de migration d'un fragment d'ADN varie dans 

le sens inverse de sa taille. Les profils de restriction des différents isolats sont 

comparés entre eux pour déterminer leur proximité. Des essais de 

standardisation et d’interprétation des profils ont été réalisés dans le but de 

déterminer la relation entre les souches étudiées (Tenover et al., 1995) 

(Tableau 9) .  
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différences entre deux souches Catégorie de profil 

Nombre debandes 

différentes 

Nombre d’événements 

génétiques 

Interprétation épidémiologique 

Identiques 0 0 Même épisode infectieux 

Très proches 2-3 1 Probablement impliquées dans le 

même épisode infectieux 

« Assez » proches 4-6 2 Possiblement impliquées dans le 

même épisode infectieux 

Différents ≥7 ?3 Ne fait pas partie de l’épidémie 

 
Tableau 9 :  Recommandations proposées pour l’interprétation épidémiologique des profils ECP 

(Tenover el al, 1995) 
 

Chez B. henselae,  la technique d’ECP a été utilisée fréquemment (Arvand et 

al., 1998, 2001 ; Sander et al., 1998 ;Maruyama et al., 2001, 2004 ; Chang et 

al., 2002 ; Arvand et al., 2007). SmaI et NotI sont les endonucléases les plus 

souvent employées. La digestion par NotI a donné lieu à 4 à 6 bandes 

(Maruama et al., 2001 ; Kabeya et al., 2002 ; Arvand et al., 2006), alors que  

l’utilisation de SmaI a permis d’avoir 14 à 17 fragments.  

Arvand et al. (2007) ont testé d’autres enzymes de restriction telles que ApaI, 

Eco52I et XmaJI. La digestion de 20 souches de B. henselae par ces trois 

enzymes a permis de distinguer  9 à 11 fragments avec Apa I, 12 à 14 

fragments avec Eco I et 15 à 17 fragments avec Xma JI. La taille des bandes 

obtenues est variable selon les endnucléases. Elle varie de 50 à 650 Kb quand 

la digestion est effectuée par NotI. En revanche, celle réalisée par les autres 

enzymes donne des bandes ayant des tailles comprises entre 30 et 300 Kb. 

Dans cette étude, Arvand & Viezens (2007) ont pu identifier 13 types avec NotI, 

6 types avec SmaI, 5 types avec ApaI et XmaJI et 4 types avec Eco52I. Ils ont 

également montré la corrélation entre les types obtenus par ECP et les 

génotypes I/II.     

   

β. AP-PCR :  

Cette technique a été décrite pour la première fois en 1990 par Williams. 

Elle permet d’amplifier par PCR différentes portions du génome d’une façon 

arbitraire. Le principe de cette technique est basé sur l’utilisation d’amorces  
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courtes et aléatoires, qui s’hybrident avec l’ADN chromosomique. Le nombre et 

la localisation des zones d’hybridation des amorces varient d’une souche à une 

autre au sein de la même espèce. Les fragments amplifiés sont séparés par 

électrophorèse et les profils obtenus analysés et comparés entre eux. Cette 

technique présente certaines limites dont les plus importantes sont la 

reproductibilité entre laboratoires et la standardisation (variation des conditions 

de la PCR).  

Sander et al (1997) ont pu distinguer 4 différents profils sur un ensemble de 17 

souches testées. Dans cette étude, une seule amorce a été utilisée, M13, qui a 

été décrite pour la première fois par Gräser et al (1993). 

 

   B. 2. Méthodes de deuxième génération : 

Contrairement aux techniques de première génération, les techniques de 

deuxième génération s’intéressent à des zones limitées du génome. Elles 

peuvent ainsi être basées soit sur le séquençage de segments génomiques 

(gènes de ménage ou spacers) dans le but d’identifier des mutations 

ponctuelles, soit sur l’analyse de polymorphisme de répétitions en tandem. 

Dans cette partie, seront développées dans un premier temps les techniques 

MLST et MST puis dans un second temps la technique MLVA sur laquelle le 

travail de cette thèse est centré. 

 

 α. Amplification partielle de l’ADN codant pour l’AR N 16S: 

Le gène 16S r RNA est utilisé comme marqueur phylogénique du fait de 

son universalité liée à son rôle clé dans la traduction de l’ARNm en protéine, de 

sa structure mosaïque incluant des régions conservées, variables et 

hypervariables, et de son abondance dans la cellule (Woese, 1987). 

L’amplification de ce gène a permis la détection et la reconnaissance fiable de 

certains agents non ou difficilement cultivables. Bergmans et al. (1996) ont 

décrit, dans une étude basée sur l’analyse de la séquence partielle du gène 

16S rRNA, deux génotypes différents, I et II, qui diffèrent par trois nucléotides 

localisés entre 172 et 175 dans le gène 16S rRNA. 
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β. ERIC- PCR : 

Ces catégories de séquences ont été décrites pour la première fois dans le 

génome d’E. Coli, de S. Typhimurium et d’autres membres de la famille des 

Enterobacteriaceae (Sharples et al, 1990 ; Hulton et al, 1991). Ces sont des 

éléments de 126 pb, localisés dans des régions intergéniques et seulement 

dans des régions codantes. Le nombre de copies de ce type de séquence varie 

au sein de l’espèce. Ce nombre est estimé à environ 30 copies chez E. coli et à 

environ 150 copies chez S. enterica (Hulton et al, 1991). Elles permettent 

également la formation de structures secondaires stables de type tige–boucles 

(Hairpin). Versalovic et al. (1991) ont étudié la distribution de séquences de 

type REP et ERIC dans différents génomes bactériens et ils ont constaté que 

ces séquences sont suffisamment conservées et présentent des amorces 

consensus.  

Des séquences de type ERIC ont été cherchées chez B. henselae (Sander et 

al. (1997). Dans cette étude, les auteurs ont pu identifier 4 profils différents (E1, 

E2, E3 et E4) sur un nombre total de 18 souches testées. Les profils obtenus 

présentent approximativement entre 7 et 11 bandes par souche. 

 

γ. REP-PCR : 

Les séquences de type REP sont appelées également PU pour Palindromic 

Units. Elles ont été découvertes en 1984 par Stern. Ces sont des séquences de 

35 pb. Elles sont situées dans des séquences transcrites ainsi que dans des 

régions intergéniques d’un opéron (Higgins et al, 1982). Ces séquences 

pourraient avoir plusieurs rôles. Parmi eux, on peut citer leur rôle dans la 

terminaison de la transcription et la stabilisation du messager (Higgins et al, 

1988). Dans le but de différencier des souches de B. henselae entre elles, deux 

principales études ont été réalisées (Sander et al, 1998 ; Rodriguez et al, 1995). 

Dans l’étude de Sander et al, les auteurs ont pu mettre en évidence la présence 

de 4 profils (R1, R2, R3 et R4) sur un nombre total de 18 souches testées. La 

deuxième étude a été réalisée sur 17 souches de B. henselae en combinant les 

résultats obtenus avec cette technique à ceux fournis par ERIC-PCR. Cette  
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combinaison a permis à Rodriguez et al, en 1995 d’identifier cinq profils 

différents. 

 

δ. RFLP-SRFH : 

      Elle consiste en la comparaison des fragments d’ADN obtenus après 

digestion par des enzymes de restriction en ciblant un ou plusieurs gènes 

généralement assez conservés. Cette technique permet d’analyser le 

polymorphisme des fragments de restriction par hybridation sélective. Après 

restriction enzymatique de l’ADN, un élèment répété du génome est choisi 

comme cible d’une sonde. Seuls les fragments possédant cette séquence 

seront donc visualisés. Le pouvoir discriminant de cette technique dépend de la 

séquence choisie comme étant reconnue par la sonde, déterminant ainsi le 

nombre de variabilités des fragments détectés. Parmi les gènes les plus 

fréquemment utilisés, figurent les opérons codant pour les ARN ribosomaux 

(Engberg et al., 1998), La conservation de ces gènes dans le monde microbien 

et leur présence en multiple copies chez la plupart des espèces bactériennes, 

notamment E. coli, Klebsiella sp, Staphylococcus… permet avec des profils 

d’une quinzaine de bandes, d’obtenir un bon pouvoir discriminant (Maslow et 

al., 1993 ; Stull et al., 1988). La reproductibilité de cette technique est 

excellente. Cependant, elle n’est pas utilisable lorsque ce gène est présent en 

faible nombre de copies comme c’est le cas chez les mycobactéries. Chez B. 

henselae, Matar et al. (1993) ont pu amplifier par PCR la séquence 

intergénique 16S-23S (ITS) de 10 isolats testés. Ensuite, les produits de PCR 

ont été digérés par deux enzymes de restriction (AluI et HaeIII) et séparés par 

électrophorèse. L’analyse des bandes a révélé la présence de 6 profils résultant 

de la digestion d’AluI et de 4 profils de celle de HaelI.I 

 

ε. MLST : 

Cette technique dérive de la technique MLEE (Multi-Locus Enzyme 

Electrophoresis) qui est basée sur l’analyse des différences de migration 

électrophorétique  d’enzymes   codées   par  différents   allèles   d’un   gène   

donné.  
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Les gènes correspondants sont très conservés en situation clonale car la 

plupart codent pour des enzymes du métabolisme (gènes de ménage). 

L’analyse par MLST est basée sur le séquençage de fragments d’ADN 

appartenant à une série de portions internes de sept à neuf de ces gènes.  

Il s’agit d’une technique récente, datant seulement d’une dizaine d’années 

(Maiden et al., 1998). 

Initialement, cette technique a été développée en bactériologie pour le typage 

de germes particulièrement virulents pour l’Homme tels que Neisseria (Maiden 

et al., 1998), Staphylococcus aureus  (Mark et al.,2000) et  caractérisés par  

une structure de population faiblement clonale, car dans ce contexte les 

échanges par recombinaison qui sont susceptibles de modifier les gènes à un 

ou deux loci dans certains clones instables n’empêchent pas à l’échelle de 

l’association de plusieurs gènes de ménage foncièrement stables de 

reconnaître les membres de ce clone (Spratt & Maiden, 1999). Elle a ensuite 

été étendue à des agents infectieux eucaryotes, haploïdes ou non, tels que 

Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus 

(Davidson et al., 2003 ;Bain et al., 2007), ainsi qu’à de nombreuses autres 

bactéries.  

 La taille approximative de chaque segment de gène étudié est de l’ordre de 

400 à 700 pb. Les séquences sont comparées aux séquences déjà rencontrées 

et les isolats sont classés en type de séquences  ST (pour « Sequences 

types »). Cette technique est utilisée essentiellement pour des études de 

phylogénie (étude de la macro-évolution), vu la lenteur d’évolution des locus 

concernés. MLST est également employée pour des études épidémiologiques, 

dans le but de différencier les souches entre elles mais elle risque de ne pas 

être assez discriminante pour des études de traçabilité (micro-évolution), a 

fortiori s’il s’agit d’espèces à évolution essentiellement clonale chez qui ces 

gènes évoluent seulement ou presque dans le contexte de mutations neutres, 

pour les raisons évoquées ci-dessus. Par ailleurs, du fait de la nécessité de 

recourir au séquençage (2 fois 7/9 séquences à identifier pour chaque souche 

testée), cette technique reste encore trop coûteuse pour pouvoir être utilisée en 

routine dans des laboratoires d’analyse. La reproductibilité des résultats d’un 
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 laboratoire à un autre représente un énorme avantage puisqu’il s’agit 

uniquement de classer les séquences. Les utilisateurs de cette technique ne   

rencontrent pas d’ambigüité dans l’interprétation des résultats  puisque ces 

derniers sont basés essentiellement sur la comparaison des séquences 

nucléotidiques et non sur le nombre ou la position des bandes comme avec les 

techniques présentant des profils de migration multibandes (cf. B. 2.b. REP- 

PCR ). 

Pour faciliter la comparaison des profils obtenus par MLST dans différents 

laboratoires pour différentes souches, des bases des données ont été 

développées (Chang et al, 2001). Actuellement, plus d’une trentaine de profils 

de souches sont regroupés dans des bases de données qui sont disponibles en 

ligne. On peut citer cinq principaux sites libres d’accès hébergeant dans telles 

bases de données: Pasteur MLST Databases, développée par l’institut de 

Pasteur à Paris (France) ; PubMLST développée par l’université d’Oxford au 

Royaume-Uni (l’Angleterre);  MLST.net, développée au collège supérieur à 

Londres ; UCC MLST Database développée à l’institut de recherches 

environnemental (ERI) au collège (université) de Cork (Irlande) et EcMLST 

développée à l’université d’Etat du Michigan (Etats-Unis). « MLST Databases » 

qui est accessible sur le net à l’adresse suivante : www.mlst.net, est la base la 

plus ancienne. Elle a été crée initialement par Chan et al en 2001 et 

développée quatre ans plus tard par Aanensen et Spratt en 2005. Le 

concepteur de cette base offre aux utilisateurs la possibilité de soumettre leurs 

séquences et d’effectuer de nombreuses analyses tout en mettant à leur 

disposition divers logiciels.                 

Chez B. henselae, plusieurs études ont été réalisées par MLST dont la plus 

ancienne date de 2003, avec la mise au point de la technique par Iredell et al. 

Le nombre des gènes testés varie entre 7 et 9 chez cette espèce (Arvand et al,  

2007). Lors du développement de la technique MLST chez B. henselae, neuf  

principaux gènes ont été testés: 16S rDNA, batR, eno, ftsZ, gltA, groEL, nlpD, 

ribC et rpoB. La plupart de ces gènes avaient déjà été utilisés pour la 

différenciation intra-espèce (B. henselae) ou inter-espèce (Bartonella) 

(Bereswill et al., 1999 ; Birtles and Raoult, 1996 ; Zeaiter et al., 2002a ; Zeaiter  
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et al., 2002b ; Zeaiter et al., 2002c). La taille attendue des segments de gènes 

étudiés varie de 321pb à 522pb. La première étude a été réalisée sur un 

nombre total de 37 souches d’origine humaine (17 souches) et féline (20 

souches), dont la majorité sont d’origine australienne. Les  auteurs  ont  pu  

identifier  sept  profils  différents  en  prenant  en compte les neuf gènes cités ci-

dessus. Comme on pouvait s’y attendre d’une espèce réputée avoir une 

évolution essentiellement clonale, les allèles étudiés ne présentaient pas un 

degré élevé de polymorphisme. En effet, le nombre d’allèles rencontré pour 

chaque locus varie entre 1 (eno) et 4 (batR).  

Les variations nucléotidiques observées dans les fragments des gènes de           

16S, rDNA, ftsZ, gltA, groEL, ribC et ropB ont été identiques à celles identifiées 

dans des études antérieures. En se basant sur le calcul des distances entre les 

gènes, les auteurs ont pu définir trois « lignages » : Le premier (complexe ST1) 

est constitué d’un complexe clonal, contenant 5 différents STs (ST2, ST2, ST3 

et ST5). La souche Houston I appartient à ce « lignage ». Le deuxième 

« lignage » englobe tous les isolats ayant le profil ST6 et est caractérisé 

essentiellement par la présence de la souche Marseille. Le troisième 

« lignage » est constitué par une souche unique, Berlin 2 correspondant à ST7. 

Parallèlement à cette étude, les mêmes auteurs ont comparé le schéma MLST 

obtenu avec les 37 souches de B. henselae testées à celui obtenu par ECP 

avec les mêmes souches mais sur un nombre total de 34 souches au lieu de 

37. Les profils ECP obtenus sont issus de la digestion génomique d’ADN 

effectuée par SmaI. Le dendrogramme montre également que les souches se 

répartissent en trois lignages identiques à ceux déjà définis précédemment 

dans le schéma MLST.  

Dans une autre étude, Arvand & Viezens (2007) ont analysé 20 isolats de B. 

henselae provenant de trois continents, européen (10), américain (4) et 

océanien (6). L’un des objectifs de ce travail était d’étudier la structure des 

populations de souches au sein de l’espèce B. henselae par la technique 

MLST, basée sur sept des  gènes ci-dessus et de comparer (exclusion du 16S 

rDNA/et de eno) et de comparer ces résultats à ceux obtenus par ECP. L’ADN 

des souches testées a été soumis à l’action de cinq enzymes de restriction  
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(SmaI, NotI, ApaI, Eco521 et XmaJI). SmaI et NotI sont fréquemment utilisées 

pour le typage moléculaire de B. henselae, lors de la digestion enzymatique. 

 En revanche, les trois autres endonucléases ont été évaluées pour la première 

fois lors de cette étude. L’analyse des profils électrophorétique obtenus après 

digestion par SmaI, ApaI, Eco521 et XmaJI a révélé respectivement  six, cinq, 

quatre et cinq types  différents  de  profils ECP.  La  digestion  avec NotI  

produisait à elle  seule 13 différents types de profils. Cinq groupes clonaux ont 

été identifiés : Houston-1, CAL-1, I107, Berlin-2 et Marseille. Ces groupes 

résultent de la combinaison de SmaI, Ecor 521, ApaI et XmaJI. Ces cinq 

groupes ont été également validés par la technique MLST.   

Parmi les cinq groupes, deux nouveaux groupes MLST ont été identifiés dans 

cette étude par rapport à l’étude initiale de Iredell et al. (2003) : les groupes 

CAL-1 et I107. Les souches appartenant au groupe CAL-1  correspondent au 

profil ST5 déjà identifié par iredell et al.  (2003). La souche I107 présente un 

nouveau et unique profil (ST8). Les trois autres groupes (Houston-1, Marseille 

et Berlin-2) correspondant respectivement aux ST1, 6 et 7, ont été déjà 

identifiés dans l’étude antérieure d’Iredell et al. (2003). Dans cette étude, les 

auteurs montrent bien que les cinq enzymes de restriction utilisées sont 

appropriées pour le typage de B. henselae par ECP à l’exception de NotI 

(absence de corrélation entre les  profils ECP et les profils MLST des souches 

étudiées) et que la confrontation des données MLST et ECP a permis à l’équipe 

de séparer sans ambiguïté les souches de B. henselae en groupes ou 

« lignages » clonaux. 

Un an plus tard, les mêmes auteurs ont mené une autre étude sur une large 

collection de 182 isolats de B. henselae d’origine féline (158) et humaine (24) et 

provenant de trois continents (Amérique, Europe et Australie) en se basant sur 

la technique MLST, dans le but d’étudier les liens possibles entre profils MLST, 

espèces hôtes et distribution géographique des souches ainsi que les relations 

phylogénétiques au sein de B. henselae. Les profils obtenus résultent de la 

combinaison de 8 segments de gène (16S rRNA, batR, gltA, groEL, ftsZ, nlpD, 

ribC et ropB). Un nombre total de 14 profils a été détecté (dont 6 nouvellement 

identifiés, ST9, 10, 11, 12, 13 et 14. 66% des isolats humains de cette étude,  
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associés à des cas cliniques, appartenaient au profil ST1 et ce type était 

présent sur les trois continents. En revanche, 27,2% des isolats félins 

correspondent au profil ST7 qui n’est observé que sur le continent européen et 

chez l’espèce féline. L’analyse de ces données réalisées avec le logiciel 

eBURST ont permis à Avand et al (2007) de classer les 14 STs en trois 

« lignages » clonaux contenant soit un, soit plus de deux STs. Ces auteurs 

pensent que les souches les plus virulentes sont associées au profil ST1  et   

que   cette  virulence  est  due  au  fait  que  ces  souches   possèdent d’avanta-

ge de facteurs de virulence qui pourraient intervenir dans le mécanisme de 

transmission de la bactérie du chat vers l’homme ou bien qui permettraient une 

meilleure survie du pathogène dans l'hôte humain. 

En revanche, les souches associées au profil ST7 seraient moins virulentes, ce 

qui pourrait être expliqué par l’absence de ces déterminants chez les souches 

de ce groupe. 

 

ζ.  MST : 

La technique MST est une technique récente de typage moléculaire. Elle a 

été développée pour la première fois chez Yersinia pestis (Drancourt et al., 

2004). Elle a été utilisée ensuite avec succès chez d’autres espèces 

pathogènes telles que Rickettsia conorii (Fournier et al, 2004), Rickettsia 

prowazekii (Zhu et al., 2005), Coxiella burnetii (Glazunova et al., 2005) 

Bartonella quintana (Foucault et al., 2005) et Mycobacterium tuberculosis 

(Djelouadji et al., 2008). Cette technique est basée sur l’analyse de la séquence 

de plusieurs régions intergéniques choisies par comparaison à des séquences 

du génome complet de deux espèces très proches. 

En 2006, Li et al. ont développé la technique MST chez B. henselae. Cette 

étude a été réalisée sur 126 isolats félins provenant de différentes régions 

(Europe, Asie et Amérique).  

Ces auteurs ont pu sélectionner 1430 séquences intergéniques variables 

appelées « Spacers »,  qui sont très conservées entre B. henselae et B. 

quintana. Parmi ces séquences, 293 possédaient une taille variant entre 150 et  
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600 pb. L’équipe a testé sur 126 souches de B. henselae 20 séquences  (S1- 

S20) supposées être les plus variables. Sur ces dernières, uniquement 9 ont  

été retenues (S1-S9): tRNA-Ala/GCA-tRNAIle/AUC (S1), BH2865724-dut (S2) ; 

dnaJ related protein-cobS(S3) ; pssA-oxidoreductase (S4) ; carB-cold shock 

protein (S5) ; alr-gcvP (S6) ; ftsK oxidoreductase (S7) ; BH2864883-BH2864884 

(S8) ; acpP2-malateoxidoreductase (S9). Sur les 126 souches testées, 39 

génotypes ont été obtenus. Le typage de B. henselae basé sur les neufs 

séquences intergéniques a montré que les souches testées sont classées en 

quatre groupes ou « Clusters ». Le premier n’est constitué que de souches 

asiatiques. Les souches européennes sont groupées essentiellement dans les 

clusters 2, 3 et 4. En revanche, les souches américaines sont dispersées dans 

tous les « clusters. En 2007, la même équipe (Li et al., 2007) a identifié, en 

combinant toujours les 9 séquences intergéniques les plus variables, 11 

nouveaux types caractérisant essentiellement des isolats humains obtenus à 

partir de 75 patients.       

  η. MLVA : 

C’est une technique de typage basée sur des séquences répétées. Ces 

dernières sont rencontrées dans de nombreux génomes bactériens. Différents 

types de séquences répétées ont été découverts chez les bactéries. Ces 

structures répétées peuvent être soient dispersées dans le génome telles que 

les séquences d’insertion (IS), les séquences REP (Repetitive Extragenic 

Palindromic sequences) (Stern, 1998), les séquences ERIC (Enterobacterial 

repetition Intergenic Consensus) (Hulton et al, 1991), les séquences BOX 

(Martin et al, 1992) et les CRISPERs (Clustered Regularly interspaced Short 

Palindromic Repeats) (Mojica 2000), soient répétées en tandem dans un seul 

locus.  

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux séquences répétées en 

tandem et plus particulièrement  aux séquences de type VNTR (variable 

Number Tandem Repeats). Le principe de la technique MLVA, qui est basée 

sur ces structures répétées de type VNTR ainsi que l’évolution de leur nombre 

d’unités de bases seront détaillés dans la dernière partie de cette bibliographie. 
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C. Comparaison  des techniques :  

Techniques  

de typage 

Principe de la 

 technique 

Avantages Inconvénients 

ECP - Coupure par des 

enzymes rares de 

restriction 

- applicable à grand 

nombre d’espèce 

- Reproductibilité intra- 

laboratoire  

- Lourde 

- Non  standardisée 

- Exige des personnes 

qualifiées  

MLST - Séquençage de 7 à 9 

gènes intragéniques 

- Transférable 

- Normalisable 

- Couteuse 

- Peu  discriminante 

MST -Séquençage des 

fragments 

intergeniques 

- transférable 

- Normalisable 

- Couteuse 

MLVA - Amplification des 

séquences répétées 

en tandem 

- Simple et conviviale 

- Rapide, Transférable   

- Discriminante, 

- Normalisable  

- Difficile à appliquer 

sur les échantillons de 

terrain 

      Tableau 10  : Comparaison de performances de techniques de typage déjà développées 

 

D. VNTR et leur évolution:  

D.1. VNTR et la technique MLVA :  

D.1.1. Définition :  

Par opposition aux répétitions dont les unités répétées sont dispersées 

dans le génome, une répétition en tandem est une succession de motifs d’ADN 

répétés les uns derrière les autres et qui sont similaires en taille et en 

composition. Les différentes unités de base formant les répétitions en tandem 

ne sont pas toujours aussi simples et conservées. Le degré d’homologie au 

sein d’une répétition en tandem est très variable. En effet, des substitutions, 

délétions et insertions de copies  

partielles des motifs peuvent modifier la séquence et provoquer une 

dégradation du motif. Ce type de problème rend l’identification des répétitions 

beaucoup plus  

complexe. Les répétitions en tandem ont été en premier lieu étudiées chez les 

mammifères, plus particulièrement dans l’espèce humaine. Selon la nature et la  

taille des motifs,  trois catégories de séquences sont distinguées : les ADN 

satellites, les minisatellites et les microsatellites. Les  variations  en  nombre  et   
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en  longueur des répétitions en tandem rendent compte de l’essentiel des 

variations de taille du génome (Charlesworth et al., 1994). 

Chez les mammifères, les ADN satellites ont tout d’abord été isolés par 

centrifugation sur gradient de densité (Britten et al., 1968).  

Ce type d’ADN est caractérisé par des séquences de 100 et 3000 nucléotides 

répétées en tandem de 100 à plus de 1000 fois. Ces séquences sont localisées 

essentiellement dans l’hétérochromatine constitutive des centromères et 

télomères (Jones et al., 1982). Les minisatellites sont constitués de motifs de 1 

à 40 nucléotides, répétés entre 10 à 100 fois. Ils jouent probablement un rôle 

dans la liaison avec des protéines et dans la décondensation de la chromatine 

pour permettre l’expression des gènes (Singh, 1995). Chez l’homme, la plupart 

des locus minisatellites sont situés aux extrémités des chromosomes et dans 

les régions qui interviennent dans l’initiation de recombinaisons inégales 

(Crossing Overs) (Jeffreys, 1997). Les micosatellites nommés SSR pour 

« Simple Sequence Repeats » sont formés par la répétition de petites unités de 

1 à 6 nucléotides. Ils ont été découverts dans le génome humain et depuis, le 

même type de structure a été trouvé chez les 

animaux et les végétaux. Selon les auteurs, le seuil de séparation entre micro 

et mini peut être variable.  

Chez les bactéries, malgré la compacité du génome par rapport aux génomes 

eucaryotes qui a laissé penser que les séquences en tandem pourraient être 

très rares, ce type de séquence a été trouvé depuis chez de nombreuses 

espèces bactériennes. Avec la majorité des auteurs, nous considérons comme 

minisatellite chez les bactéries une répétition de 9 pb et plus. Lorsque ces 

répétitions en tandem se trouvent en nombre variable d’une souche à l’autre, 

elles sont qualifiées de VNTR pour « Variable Number Tandem Repeats ». 

Chez une espèce donnée, seule une fraction des répétitions en tandem 

présente un polymorphisme. Le caractère polymorphe est difficilement 

prévisible, et tout l’objet de développement d’une technique MLVA est 

d’identifier et de sélectionner parmi les nombreuses répétitions en tandem, 

celles qui sont variables (et qui constituent donc des VNTR) et de les exploiter 

pour différencier et typer les souches d’une même espèce, en mettant à profit  
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l’existence de déséquilibres de liaison qui caractérisent des clones. Cette 

méthode est donc a priori particulièrement adaptée, non seulement au typage à  

des fins de traçabilité (micro-évolution), y compris pour les espèces à haut taux 

de recombinaison, mais aussi aux études phylogénétiques (macro-évolution) au 

sein des espèces à structure réputée essentiellement clonale, comme cela est 

supposé être le cas  pour B. henselae.  

 

    D.1.2. Principe de la technique MLVA : 

Pour une séquence répétée en tandem donnée, positionnée en un locus 

donné sur le génome, le nombre N des répétitions dont elle se compose 

constitue un allèle. Deux individus différents peuvent, pour une même 

séquence répétée, posséder un nombre N différent correspondant donc à deux 

allèles distincts. Afin d’augmenter la probabilité de pouvoir distinguer deux 

souches proches, plusieurs locus  associés correspondants à plusieurs 

séquences VNTR sont analysés en parallèle (MultiLocus VNTR Analysis). 

L’ensemble des bandes obtenues pour plusieurs VNTR constitue un profil 

VNTR (cf.  Figure 15) . Dans le but de comparer les souches entre elles, on 

construit une matrice de distance en comptant le nombre d’allèles différents 

obtenus entre isolats (pris 2 par 2). Par cette méthode, pour un VNTR donné, le 

même poids est donné à des grandes ou petites différences dans le nombre de 

duplications. L’accroissement du nombre de génomes séquencés ainsi que le 

développement des outils de recherche des séquences répétées à beaucoup 

facilité leur identification. Les outils utilisés pour la recherche des séquences 

répétées en tandem chez B. henselae seront présentés dans la partie 

expérimentale ( cf. Chapitre I, page 94 ). 
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Figure 15.  Principe de la technique MLVA (Association de plusieurs loci) 

 

    D.1.3.Typage des microorganismes pathogènes par  MLVA:  

Les deux premiers typages par la technique MLVA ont été réalisés en 1997 

chez Haemophilus influenzae (van Belkum et al,. 1997) et Bacillus anthracis 

(Jackson et al.,1997). Depuis cette date, le nombre d’espèces bactériennes 

typées par cette technique n’a pas cessé d’augmenter pour diverses raisons. 

En effet, cette technique présente des nombreux avantages tels que la mise en 

œuvre qui est facile, son pouvoir discriminant et sa reproductibilité élevés et 

son coût modeste par comparaison aux autres techniques communément 

utilisées dans le même but. Le tableau 2 présente la totalité des bactéries ayant 

été typées par la technique MLVA depuis 1996 jusqu’à l’heure actuelle. 

A ce jour, une soixantaine d’espèces bactériennes ont été typées par la 

technique MLVA, dont les profils sont disponibles dans des bases de données 

soit publiques librement accessibles soit privées nécessitant une autorisation 

(identifiant-mot de passe) délivré par leur concepteur. En outre, la technique 

MLVA a été élargie à d’autres agents pathogènes, notamment aux agents de 

mycoses (Tableau 11) .   
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Bactérie et autres 

organismes 

Nb de  

marqueurs 

Taille 

d’U.B  

Nb  

d’isolats testés  

Nb  profils 

obtenus 

Références 

Anaplasma 

phagocytophilum 

10 (4) 6-15 20 19 Kevin et al., 2007 

Aspergillus fumigatus1 9 NA 52 32 Vanhee et al.,2009 

Bacillus anthracis 8 

24 (18) 

25 

2-36 

9-78 

5-45 

426 

32 

39 

89 

27 

39 

Keim et al., 2000 

Le Flèche et al.,2001 

Ciammaruconi et al.,2008 

Bordetella pertussis 6 5-15 198 45 Schouls et al., 2004 

Borrelia sp. 10 2-21 41 30 Farlow et al., 2002 

Brucella sp 8 

18 

15 

8 

6-134 

22 

236 

257 

15 

 

204 

Bricker et al., 2003 

Le Flèche et al.,2006 

Le Flèche et al, 2006 

Burkholderia 

pseudomallei 

Burkholderia. mallei 

32 

32 

6-15 

6-15 

66 

21 

62 

19 

U’ Ren et al., 2007 

U’ Ren et al., 2007 

Candida albicans2 3 4 100 65 Botterel et al., 2001 

Candida glabrata3 6 2-3 127 37 Grenouiillet et al., 2001) 

Clostridium difficile 

 

7 

7 

3-8 

6-17 

86 (29) 

86 

21 

71 

Van den Berg et al., 2007 

Marsh et al., 2006 

Clostridium 

perfringens 

5 6-21 112 ND Swaires et al., 2005 

Coxiella burnettii 17 

7 

6-126 

6-21 

42 

21 

36 

9 

Arricau-Bouvery etal.2006 

svraka et al., 2006 

Enterococcus faecalis 7 141-393 83 37 Titze-de-Almeida et al, 2004 

Enterococcus faecium 6 121-279 392 127 Top et al., 2004 

Escherchia coli O157 7 

7 

6-18 

6-30 

81 

73 

64 

47 

Noller et al., 2003 

Lindstedt et al, 2003 

E.coli, Shigella 7 6-39 72 63 Lindstedt et al, 2007 

Enterobacter sakazakii 4 7-15 112 49 Mullane et al., 2008 

Francisella tularensis 6 

25 

2-21 

2-23 

56 

192 

39 Farlow et al., 2001 

Johansson et al., 2004 

Haemophilus 

influenzae 

5 3-6 20 ND Van Belkum et al, 1997 

Lactobacillus casei 9 6-24 52 ND Diacourt et al., 2007 

Legionnella 

pneumophila 

8 

10(8) 

48-54 

7-125 

14 

79 (99) 

13 

35 

Pourcel et al., 2003 

Pourcel et al., 2007 

Leptospira interrogans 7 

6 

34-77 

36-138 

51 

39 

47 

9 

Majed et al., 2005 

Slack et al.,2005 

Leptospira interrogans  5 34-77 243  Salaun et al.,2006 

Listeria 

monocytogenes 

6 

5 

9-18 

6-15 

45 

140 

44 

70 

Murphy et al., 2007 

Lindstedt et al., 2008 
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Bactérie et autres 

organismes  

Nb  

marqueurs 

Taille 

d’U.B  

Nb 

d’isolats testés  

Nb  profils 

obtenus 

Références 

Mycobacterium avium 6 

5 

53 

20-70 

73 

49 

 

6 

Bull et al., 2003 

Overduin et al, 2004 

Mycobacterium leprae 5(4) 

9 

2-3 

1-27 

12 (29) 

4 

14 

4 

Truman et al., 2004 

Groathouse et al., 2004 

Mycobacterium 

tuberculosis 

7 

12 (10) 

6 

21 

15-79 

53 

69 

9-58 

25 

31 

100 

90 

22 

30 

55 

84 

Frothingham et al., 1998 

Supply et al., 2000 

Skuce et al ., 2002 

Le Flèche et al., 2002 

Mycobacterium ulcerans 12 53-71 29 14 Ablordey et al., 2005 

M.ulcerans  M. marinum 7 53 66 (39 et 27) 11(7 et 4) Stragier et al., 2005 

Mycoplasma mycoides 3 12-75 39 12 McAuliffe et al., 2007 

Neisseria meningitidis 12 

12 

4-30 

4-21 

100 

92 

93 

60 

Liao et al., 2006 

Schouls et al., 2006 

Pseudomenas 

aeruginosa 

7 

15 

6-115 

6-129 

89 

163 

71 

39 

Onteniente et al.,2003 

Vu-Tien et al., 2007 

Rickettsiae.spp 16 63-65 26 13 Vitorino et al, 2005 

Salmonella enterica 

(serovar Typhimurium) 

 

8 

10 (7) 

5 

6-189 

3-20 

6-33 

102 

99 

106 

54 

52 

61 

Lindstedt et al., 2003 

Ramisse et al., 2004 

Lindstedt et al., 2004 

Salmonella enterica  

sérovar 

Typhimurium &Newport  

10 

 

10 

6-232 

 

50 

 

99 

ND 

 

52 

Witonski et al., 2006 

 

Ramisse et al., 2004 

Salmonella enterica  7 6-30 34 13 Cho et al., 2007 

Staphylococcus aureus 7 SIRU 

5 

8 

48-159 

9-81 

9-560 

16 

34 

200 

12 

26 

ND 

Hardy et al., 2004 

Sabat et al., 2003 

François et al., 2005 

Streptococcus 

pneumoniae 

16 12-60 56 49 Koeck et al., 2005 

Streptococcus uberis 7 13-208 88 82 Gilbert et al., 2006 

Shigella sonnei 26 6-168 536 126 Liang et al., 2007 

Shigella sp et E.coli 15 (32)  88 82 Gorgé et al., 2008 

Theileria parva 60(11ms 

&49 MS) 

3-21 20 (14) 13(17 

VNTR) 

Oura et al., 2003 

Xylella fastidiosa 7 7-9 27 ND Coletta- Filho et al., 2001 

Yersinia pestis 25 

25 

42 (26) 

 

25 

9-60 

9-60 

1-45 

 

7-60 

3 

180 

24 

156 (104) 

10 

3 

61 

18 

102/104 

10 

Le Flèche et al., 2001 

Pourcel et al.,2004 

Klevytska et al., 2001 

Achtman et al., 2004 

Ciammaruconi et al., 2008 

Tableau 11 : Tableau récapitulatif des µ-organismes(bactéries et agents de mycoses (1,2,3) typés par 
MLV A 
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Dans un contexte d’étude épidémiologique, le typage permet de déterminer la 

source de l’infection. Le typage est généralement basé sur des marqueurs 

génétiques suffisamment stables. Cependant, les structures génétiques, et 

notamment les VNTR, sont susceptibles d’évoluer. 

 

     D.2. Evolution des VNTR : 

     D.2.1.Structures des populations bactériennes et concept de  

                   clonalité:  

Les populations bactériennes doivent répondre à deux enjeux vitaux et 

complémentaires, comme tous les êtres vivants : conserver l’information 

génétique tout en s’adaptant à des environnements changeants. La conception 

clonale a longtemps permis de comprendre comment se conservait et se 

pérennisait l’information génétique en l’absence de reproduction sexuée. La 

découverte des mécanismes horizontaux de transfert génétique (conjugaison, 

transformation et transduction) et de l’existence d’un métagénome bactérien (et 

phagique) a battu en brèche la conception d’une évolution strictement clonale. 

On sait aujourd’hui que les populations bactériennes ne sont pas homogènes, 

et que plusieurs structures coexistent au sein même d’une espèce, qui peuvent 

être  identifiées en fonction de l’absence ou de la présence de déséquilibres de 

liaison. Celui-ci correspond à l’association non aléatoire des allèles à différents 

locus, en fonction de leur position physique sur le chromosome. En l’absence 

de recombinaison chromosomique, un déséquilibre de liaison est observé entre 

les marqueurs. Ce déséquilibre est très important chez les populations clonales. 

L’absence de recombinaison entre des populations peut être due à des 

barrières biologiques qui empêchent tout échange génétique entre elles et/ou 

au fait que ces populations sont isolées dans des zones géographiques ou 

écologiques très restreintes.  

D’après Smith et al. (1993), trois structures possibles de populations peuvent 

exister allant d’une population strictement clonale à une population panmictique  

(cf . figure 16)  : 

- Population clonale : caractérisée par un fort déséquilibre de liaison. Dans 

cette structure, la recombinaison entre les isolats de la même branche ou  



 
 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 80 

 

des branches différentes  n’est  pas  possible.  Exemple : genre  Salmonella  

(Boyd et al., 1996). 

-   Population épidémique : caractérisée par des recombinaisons au sein de 

branches majeures d’une espèce. Au moment du développement de l’épidémie, 

le génotype responsable de cette dernière est sur-représenté car clonal, cette 

sur-représentation pouvant perdurer ou non avec le temps, selon la nature des 

transferts horizontaux inter- et intra-espèces qui surviendront. Exemple : 

Neisseria meningitidis.  

- Population panmictique : dans cette population, les allèles sont distribués 

aléatoirement (pas de déséquilibre de liaison). Cette population est caractérisée 

par des recombinaisons fréquentes entre les membres de la population au sein 

du genre bactérien considéré, voire au delà. Ainsi, des recombinaisons 

s’opèrent entre les souches épidémiques de N. meningitidis et des Neisseria 

commensales du rhinopharynx, dont la séquence diverge jusqu’à 25% (Feil et 

al, 1996b, d’après Spratt et Maiden, 1999). L’acquisition de ces nouveaux 

allèles peut parfois aboutir à l’apparition d’un clone épidémique de N. 

meningitidis. Dans certaines espèces, ce caractère panmictique est dominant, 

par exemple Neisseria gonorrhoeae et Helicobacter pylori (Go et al., 1996 ; 

Salaun et al., 1998). 
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 Figure 16  : Classification de la population bactérienne (D’après Smith et al., 1993) 

 

Au sein de toutes ces populations bactériennes, surtout pour celles qui sont 

peu ou pas aptes à bénéficier de transferts horizontaux, on peut observer une 

certaine diversité permettant de distinguer des isolats provenant de différentes 

régions géographiques et prélevés à différents moments, ce qui permet de les 

classer en souches. Cette diversité peut être induite par différents processus 

génétiques tels que la recombinaison chromosomique, la duplication de gènes, 

les mutations.   Certaines espèces ou serovars pathogènes sont ainsi réputées 

pour la forte tendance au monomorphisme de leur structure de population, 

comme M. tuberculosis, S. Typhi, Y. pestis… (Achtmann, 2008). Cela semble 

être le cas pour certaines α-protéobactéries, notamment B. henselae, les 

populations étant considérées comme essentiellement clonales, en raison de la 

rareté des échanges génétiques et de la structure de population révélée par 

MLST (Iredell et al, 2003). Cependant, les travaux plus récents de Arvand et al.( 

2007) suggèrent un niveau non négligeable de recombinaisons intra-

spécifiques.  

 

Structure clonale  : Les isolats sont séparés 
en  2 branches. Pas de recombinaison entre 
les isolats de la même branche ou de 
branches différentes. 

 Les isolats sont séparés en  2 
branches.  Recombinaison au sein 
de  branches majeures. 

Structure épidémique: Recombinaison  
fréquente entre les différents membres de 
la population, avec l’apparition de temps en 
temps d’un clone épidémique 
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Dans le cas des populations clonales, la genèse de la diversité au sein d’une 

population doit se réaliser « en interne ». L’intervention des VNTR a été 

incriminée dans ce processus.  

 

     D.2.2.  Mécanismes de changement du nombre de répét itions et  

      conséquences : 

Les séquences répétées ont été observées à la fois dans le génome 

eucaryote et dans le  génome procaryote. Elles subissent des variations en 

produisant une instabilité génétique.  

 

α. Chez les eucaryotes :                   

Le changement du nombre de répétitions pourrait être expliquée par des 

mécanismes de glissement, de recombinaison génétique inégale ou égale, de 

conversion génique (Charlesworth et al., 1994 ; Jeffreys et al, 1999). 

L’instabilité des séquences répétées, qui aboutit à la constitution de « points 

chauds » de recombinaison (Jeffreys et al, 1999), peut toucher des régions non 

codantes ainsi que des régions codant pour des protéines.  

La plupart des études sur les mécanismes d’évolution ont été réalisées sur des 

séquences répétées du génome humain. Chez les eucaryotes, certaines 

séquences répétées sont associées à des fonctions régulatrices, d’autres ayant 

une fonction inconnue. La variation du nombre de répétitions, particulièrement 

pour les séquences tri-nucléotidiques, a été associée à des maladies 

génétiques (Caskey et al., 1992). Il a été également démontré que ces 

structures sont associées au développement de certaines tumeurs (Leach et al, 

1993 ; Rosche et al., 1996) ainsi qu’à certaines maladies neuro-dégénératives 

(Mangiarini et al., 1996). Dans le but d’étudier la corrélation entre le nombre des 

séquences répétées et le développement de la maladie de Huntington, 

Mangiarini et al ont introduit chez un rat transgénique différent nombre de 

répétitions « CAG » dans l’extrémité 5’ du génome et ils ont constaté que 

l’augmentation du nombre de ces structures, aboutissait à partir d’un certain 

seuil au développement progressif de la maladie. 
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β. Chez les bactéries :                   

Chez les bactéries, le mécanisme le plus étudié est celui de glissement lors 

de la réplication, aussi appelé en anglais  SSM pour « Slipped Strand 

Mispairing ». Ce mécanisme concerne les séquences répétées à courts motifs 

et qui sont parfaitement conservées (Levinson et al., 1987). Le mécanisme 

SSM intervient lors de la réplication, comme illustré dans la figure 17 , ce 

mécanisme de SSM conduit soit à l’augmentation du nombre de copies par la 

formation d’une boucle sur le brin néo-synthétisé, soit à la réduction du nombre 

des séquences répétées par un phénomène de délétion qui est dû à la 

formation d’une boucle sur le brin matrice. Certaines de ces erreurs peuvent 

être corrigées par l’activité de relecture de l’exonucléase et aussi par le 

système de réparation des mésappariements. Mais certaines erreurs échappent 

à ce contrôle de réparation et deviennent des vraies mutations. Ceci conduit à 

la dégénérescence de la séquence et par suite à une perte de conservation des 

motifs. L’instabilité des répétions en tandem correspondait à un équilibre entre 

la génération des erreurs de réplication par glissement et la performance de la 

relecture effectuée par l’exonucléase.  

Dans le cas des minisatellites, caractérisés par des motifs de 9 pb et plus, les 

processus  de  modification  du  nombre  de   répétitions  ont  été  très  peu  

étudiés.  

Selon Barros et al., 2008, ils feraient, intervenir des glissements réplicatifs 

(SSM) et des crossing overs inégaux, qui représenteraient, pour les mini- 

comme pour les micro-satellites, les principaux mécanismes en jeu pour 

l’induction de modifications génomiques, par le biais de recombinaisons, de 

délétions et de mutations du génome du procaryote. 
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DD.2.3. Rôle des VNTR dans les phénomènes adaptatif s et dans 

la virulence bactérienne : 

Depuis longtemps, des mécanismes de modification « interne » des gènes 

régulateurs ou des gènes de structure impliqués dans les phénomènes 

adaptatifs et dans la virulence bactérienne sont connus (Ziebuhr et al, 1999). 

Or, certaines séquences répétées en tandem sont localisées soit en amont soit 

dans des gènes codant pour des protéines, en particulier des protéines de 

surface qui peuvent jouer un rôle dans l’adaptation de la bactérie aux 

changements de conditions environnementales survenant au cours de 

l’infection de l’hôte.  

Ces structures ont la particularité de pouvoir provoquer des variations de 

l’expression de gènes, ou des variations de la protéine elle-même, de façon 

réversible ou non.  

Ainsi, parmi les premiers phénomènes connus chez les bactéries impliquant de 

telles variations liées aux VNTR, figurent des variations de phase qui réfèrent à 

un changement réversible de l’existence ou de l’absence (ON/OFF) d’une 

phase d’expression résultant du changement du taux d’expression d’une ou 

plusieurs protéines appartenant à une population clonale (Henderson et al, 

Figure 17  : Répresentation schématique du mécanisme de glissement (SSM) lors de la réplication. 
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 1999 ; Woude et al, 2004), et des variations antigéniques, caractérisées par 

l’expression de différents phénotypes de surface. La variation antigénique a été 

observée chez les bactéries gram négatives, et concerne particulièrement les 

structures de surface telles que les fimbriae, les flagelles, les protéines de la 

membrane externe les protéines de la capsule, ainsi que les 

lipopolysaccharides (LPS) (Henderson et al., 1999). Les auteurs supposent que 

ces mécanismes permettent aux bactéries d’échapper au système immunitaire 

tout en modifiant les protéines de surface, sans perte de patrimoine génétique 

(Henderson et al.,1999). A partir d’observations, il a été proposé que les VNTRs 

polymorphes confèrent plus largement des avantages sélectifs sur le plan 

évolutif au travers de l’expression ou non des gènes dans l’environnement 

desquels ils se trouvent (Van Belkum, 2007), les rendant notamment capables 

d’occasionner des maladies chez leurs hôtes eucaryotes. Il a été notamment 

montré que les ilôts de pathogénicité sont flanqués par des séquences 

particulières d’ADN, qui peuvent être des séquences d’insertion mais aussi des 

séquences répétées directes de type VNTR (Ziebuhr et al., 1999). Le lien entre 

VNTR polymorphes, virulence et adaptation à différents environnements a été 

conforté, à partir de l’analyse de souches isolées des cas cliniques, chez divers 

pathogènes comme Haemophilus influenzae (Van Belkum et al., 1997 ; Hood et 

al., 1996 ; Weiser et al., 1989 ; Jarosik et al., 1994  ; High et al., 1993 ; Van 

Ham et al., 1993 ; Van Alphen et al., 1991), Legionella pneumophila (Newton et 

al., 2007 ; D’Aurica et al., 2008 ; Coil et al., 2008), Staphylococcus aureus 

(Frenay et al., 1994, Patti et al., 1994 ; Patti et al., 1992 ; Goh et al., 1992 ; 

McDevitt et al., 1995 ; McDivitt et al., 1994), Streptococcus pneumoniae (Koeck 

et al., 2005) et les streptocoques du groupe B (Gravekamp et al., 1996 ; 

Gravekamp et al., 1997), Bacillus anthracis et Yersinia pestis  (Jackson et al., 

1997; Ciammaruconi et al., 2008) et    le   complexe    Mycobacterium    

tuberculosis   (Frothingham et al.,1998 ; Supply et al., 2000, 2001 ;Le Flèche et 

al., 2002 ; Spurgiesz et al., 2003 ; Mazars et al., 2001).  

L’étude du rôle que les séquences répétées pourraient jouer a débuté après le 

séquençage complet du premier génome bactérien séquencé, celui 

d’Haemophilus influenzae en 1995 (Hood et al., 1996). Chez cette bactérie, qui  
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colonise les voies respiratoires et qui est responsable de pneumonies et de 

meningites, neuf locus comportant des motifs de 4 pb ont été identifiés. Ces 

séquences répétées sont localisées dans des gènes impliqués dans la la 

synthèse des pili et du LPS, dans la fixation du fer, ou dans l’adhérence. Des 

séquences homologues à ces gènes ont été également trouvées chez d’autres 

microorganismes comme Neisseria spp et Yersinia. Par exemple, une répétition 

de deux nucléotides « TA » est localisée entre les gènes hifA et hifB qui codent 

pour la synthèse des sous-unités de pili. La variation de phase est due au 

changement du nombre d’unités répétées qui sont insérées dans la région 

promotrice entre les boîtes -35 et -10. En effet, il a été démontré que chez les 

souches possédant 9 unités de répétitions, l’espacement entre les deux boîtes 

est de 14 bases, ce qui empêche la transcription des deux gènes. En revanche, 

les souches ayant 10, 11 ou 12 répétitions et présentant un espacement de 16, 

18 et 16 bases permettent facilement la transcription de ces gènes. D’autres 

répétitions en tandem (tetranucléotides), identifiées également chez H. 

influenzae ont un effet au niveau de la traduction des gènes lic1-lic3 codant 

pour des enzymes de biosynthèse de LPS. Ces VNTR sont localisés dans des 

séquences codantes, ce qui peut entrainer un décalage ou bien un changement 

du cadre de lecture (Weiser et al., 1990).  

Chez les Neisseraceae, des structures répétées ont été détectées dans des 

gènes codant pour des protéines impliqués dans la biosynthèse de LPS, des 

protéines d’opacité et des protéines de membrane externe (Burch et al., 1997 ; 

Meyer et al., 1990 ; Van der Ende et al., 1995). La variation de phase liée au 

LPS fonctionne comme un mécanisme d’adaptation permettant aux bactéries 

d’échapper au système immunitaire de l’hôte tout en favorisant le 

franchissement des  barrières physiques (Putten et al., 1993). La nature et le 

type de la variabilité identifiés chez N. gonorrhoeae affectant les gènes codants 

pour les LPS sont similaires à ceux décrits chez H. influenzae (Virji et al., 1990).  

Burch et al., (1997) ont mis en évidence la répétition d’une polyguanine, située 

dans le gène lsi2 codant pour la biosynthèse de LPS et jouant un rôle important 

dans le décalage du cadre de lecture. Selon le nombre de répétitions, plusieurs 

structures lipooligosaccharides ont été observées.  
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D’autres séquences répétées en tandem appartenant à des phases ouvertes de 

lecture codant pour des protéines polymorphes et qui sont supposées être à 

l’origine d’une variation antigénique ont été décrites chez des bactéries : 

  - Chez les streptocoques de groupe B, les souches cliniques dont le VNTR 

présent dans le gène bca codant pour la protéine de surface alpha C (Madoff et 

al., 1996 ; Michel et al., 1992), contient un nombre élevé de répétitions (9 

répétitions) sont moins immunogènes que les souches dont ce VNTR 

intragénique ne contient qu’un ou deux répétitions (Gravekamp et al., 1996, 

Madoff et al., 1996). Les auteurs de l’article ont expliqué cette différence par 

l’échappement à la réponse immunitaire de l’hôte, la diminution des séquences 

répétées au décours de l’infection induisant selon eux un changement de 

conformation des épitopes et par suite l’échappement aux anticorps. 

Gravekamp et al. (1996) ont également montré que la réponse immunitaire 

chez les rats à la protéine alpha C est inversement proportionnelle au nombre 

de séquences répétées. En effet, l’immunisation passive de rats avec 

l’antisérum de lapin produit à partir de protéine alpha C dont le gène héberge 

une région VNTR de 1 ou 2 répétitions, induit un niveau élevé de protection de 

l’ordre de 76% et 75%,  contrairement aux protéines alpha C dont le gène 

héberge 9 ou 16 répétitions (41% et 48%). Selon Gravekamp, cette différence 

d’immunogénicité pourrait être expliquée par le fait que les bactéries ayant 1 à 

2 répétitions induisent une réponse de type T-dépendant, alors que les souches 

hébergeant 9 ou 16 répétitions ont plutôt provoqué une réponse de type B-

dépendant. Cependant, aucune étude ultérieure n’a permis de valider cette 

hypothèse. 

- Chez Staphylococcus aureus, de nombreuses séquences répétées, localisées 

dans des gènes codant pour des protéines de surface, ont été étudiées. Ces 

dernières sont impliquées la plupart du temps dans la reconnaissance de 

molécules d’adhérence de la matrice extracellulaire de la cellule hôte (Uhlen et 

al., 1984) 
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-Chez Treponema pallidum, bactérie responsable de la syphilis chez l'homme, 

les résultats obtenus par Harper et al. (2008) les incitent à conclure que la 

capacité à induire une syphilis tertiaire est associée à une variation du nombre 

de séquences répétées situées dans le gène codant pour la protéine Arp 

(Acidic repeat protein). Par ailleurs, les personnes infectées par T. pallidum 

produisent de façon prédominante des anticorps dirigés spécifiquement contre 

la région dans laquelle sont situées les séquences répétées mais pas contre les 

régions N et C terminales de la protéine Arp. Ces observations leur ont permis 

d’affirmer que cette zone est très immunogène et contient un domaine potentiel 

correspondant au site de la fixation de la fibronectine. D’après ces auteurs, la 

variation du nombre de motifs observée chez les souches testées issues de 

différents cas cliniques, serait due à la pression du système immunitaire de 

l’hôte et aurait un effet d’échappement (Harper et al., 2008).  

Chez B. henselae, plusieurs protéines impliquées de façon avérée ou supposée 

dans la virulence contiennent des VNTR. C’est notamment le cas des protéines 

BadA et Arp (cf. facteurs de virulence). Mais la variabilité du nombre de 

répétitions et son impact possible sur la fonctionnalité de ces protéines n’a 

encore pas été recherchée.        

Les tableaux 12 et 13  font la synthèse des principales données publiées sur 

l’impact avéré ou potentiel de VNTR sur la fonction de certains gènes. Le 

tableau 11 est relatif aux minisatellites (> 9 pb) et le tableau 12 aux 

microsatellites. Il est à noter qu’en règle générale, les structures de type 

minisatellites semblent plus souvent affecter la fonction de protéines de surface 

que les structures de type microsatellite.  
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Espèce Motif 

répété 

(pb) 

Gène Fonction de la protéine 

codée par le gène 

Références 

Anaplasma 

marginale 

87  Msp 

 1a 

Protéine majeure de surface Allred et al., 1990 

Bacillus  

anthracis 

12  vvrA Protéine homologue à la 

protéine de la gaine (shp2) de 

Litomosoides carinii  

Jackson et al., 1997 

Listeria 

monocytogenes  

66 prfA Homologue à l’internaline riche 

en leucine 

Domann et al.,1997 

Mycobacterium 

bovis 

24  vspA Lipoprotéine de la surface 

membranaire 

Lysnyansky  et  al., 1996 

Streptococcus 

spp 

60  

 

69  

 

246 

Psp A 

 

Emm 

 

aC 

Protéine de surface des 

pneumocoques  

Protéine de résistance à la 

phagocytose  

Protéine alpha C 

Yother et al., 1992 

 

Bessen et al., 1989 

 

Gravekamp et al., 1997 

Staphylococcus 

aureus 

93  

 

561  

81  

24  

18  

Fnb 

 

Cna 

Coa 

Spa 

clf 

Protéine se liant à la 

fibronectine 

Adhésine de collagène 

Coagulase 

Protéine A 

Récepteur du fibrinogène 

Patti et al., 1994 

Patti et al., 1992 

Goh et al., 1992 

Schwarzkopt et al., 1994 

Clewell et al.,1999 

McDevitt et al., 1995 

Treponema 

pallidum 

60 arp Protéine immunodominante  Harper et al,,2008 

Ureaplasma 

urealyticum 

18  MB Antigène MB (multiple banded) (Zheng et al., 1995) 

 

Tableau 12  : Séquences répétées de type minisatelittes  codant pour des protéines à 
fonction connue 
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Espèce Motif 

répété  

Gène Fonction du gène Références 

Haemophilus 

influenzae 

CAAT 

GCAA 

GACA 

TTGG 

AGTC 

TTTA 

TA 

Lic1- lic3 

yad 

lgtC 

ND 

ND 

ND 

HifA/B 

Biosynthese du  LPS 

Adhésine 

Glycosyltransfèrase 

Protéine liant le fer 

Méthyltransférase 

Homologue d’une protéine 

de Bacillus 

Synthèse de fimbrea 

Hood et al.1996 

Hood et al. 1996 

Hood et al. 1996 

Hood et al. 1996 

Hood et al. 1996 

Hood et al., 1996 

 

Van Ham et al. 1993 

Neisseria. 

meningitidis 

G 

CTCTT 

A 

G 

Isi2 

Opa  

Opa 

Por A 

Biosynthèse du LPS  

Protéine d’opacité 

Protéine d’opacité 

Protéine de la membrane 

externe 

Burch et al.  1997 

Meyer et al.1990   

Meyer et al.1990 

Van der Ende et al.1995 

Enterococcus 

faecalis 

TAGTA Rep1 et 

rep2 

Itéron: régule la replication 

et le transfert des plasmides 

Heath et al.1995 

Mycoplasma  

hyorhinus 

A Vlp Protéine membranaire  Yogev et al, 1991 

Mycoplasma 

fermentans 

A P78 Lipoprotéine du transporteur 

ABC 

Theiss & wise 1997 

Escherichia.coli A et C Iac B- galactosidase Foster et al.1994 

Rosenberg et al.1994 

 
Tableau 13  : Séquences répétées de type microsatelittes  codant pour des protéines à 

fonction connue 
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CHAPITRE I : DEVELOPPEMENT DE LA TECHNIQUE MLVA. 

 

Pour prouver que les chats vivant avec des humains malades ou ayant été 

en contact avec eux sont la source incontestable de la souche de B. henselae 

responsable de leur maladie, nous avons développé un outil fin et simple de 

typage permettant d’atteindre un bon niveau de polymorphisme et suffisamment 

convivial. Il s’agit d’une technique MLVA (Multiple Locus VNTR Analysis), 

permettant de différencier les souches entre elles en combinant plusieurs 

séquences répétées polymorphes.  

 

Le développement et la mise au point de la technique ont été faits en deux 

étapes. La première correspond au développement initial qui nous a permis de 

sélectionner 30 séquences candidates parmi des centaines. 11 séquences ont 

été retenues dont 5 principales ont servi pour les études épidémiologiques. La 

deuxième est une étape complémentaire et plus ciblée puisqu’elle a consisté à 

tester d’autres séquences candidates en fonction de leur position dans le 

génome tout en étant en mesure de nous affranchir de certaines contraintes 

techniques présentes lors la première étape.   

Dans tous les cas, la méthode de typage utilisée est la même : MLVA. 

Mais aussi bien les matériels biologiques que certains critères et modalités 

techniques ont évolué en fonction des étapes.     

 

I. Etape I : Développement initial : 

Le but de cette étape est de chercher des séquences répétées 

polymorphes dans le génome de B. henselae, susceptibles de servir d’outil de 

différenciation au sein de cette espèce. De nombreuses informations relatives 

aux matériels et méthodes ne figurant pas dans l’article de Monteil et al .(2007), 

nous avons choisi de détailler ici cette partie, en renvoyant à l’article lorsque les 

informations y sont disponibles.  

 

 



 
 

ETUDE EXPERIMENTALE 

 93 

 

A. Matériel biologique : 

La mise au point de la technique a été faite sur un ensemble de 5 

souches/isolats de B. henselae et une souche de B. bovis (Tableau 1 ). Ces 

souches ont été choisies en fonction de leur origine géographique, de leur hôte 

(chats/hommes) et de leur génotype (I/II) ainsi que de leur disponibilité (au 

début de l’étude, nous ne disposions pas de beaucoup des souches). 

 

 

Souches/ 

Isolats 

 

Origine 

géographique 

        

Hôte 

 

Génotype 

121 France Chat II 

128 France Chat II 

140 France Chat I 

733 Danemark Chat II 

759 (Houston I) Houston (USA) Homme I 

Tableau 1 : C aractéristiques des 6 souches utilisées pour la mise au point de la technique 

 

B. Méthodes :  

B.1. Identification des répétitions en tandem : 

α. Logiciel de recherche de séquences répétées : 

Pour la recherche de nos séquences répétées, nous nous sommes 

appuyés sur la base de données, disponible en ligne sur http://minisatellites.u-

psud.fr et développée par une équipe de Paris XI en utilisant le logiciel 

« Tandem Repeats Finder » (TRF) mis au point initialement  par Gary Benson 

(Benson, 1999). Ce  logiciel  permet  de  détecter  des  séquences  répétées en  

tandem similaires mais pas forcement parfaitement identiques par rapport aux 

séquences consensus. Cette base de données renferme des génomes 

entièrement ou partiellement séquencés et qui sont accessibles à la 

communauté scientifique. Ces génomes sont classés en quatre catégories : les 

archées (46 génomes), les bactéries (763 génomes), les virus (2355 génomes) 

et l’Homme (Chromosomes 21 et 22).  

En ce qui concerne Bartonella, actuellement, cinq génomes sont disponibles en 

ligne dans cette base de données  (B. henselae, B. quintana, B. bacilliformis , 
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 B. tribocorum & B. grahimii). Le génome de B. birtelsii est en cours de 

séquençage. 

Dans notre étude, nous nous sommes servis du génome de B. henselae que 

nous avons utilisé  pour la recherche des séquences candidates.  Après avoir 

sélectionné le génome d’intérêt, ce logiciel propose aux utilisateurs un 

formulaire afin de saisir un certain nombre de critères tels que : 

L : Longueur de la séquence répétée 

U : Taille du motif répété 

N : Nombre de copies 

V : Pourcentage de conservation par rapport à la séquence consensus 

Pos : Position dans le génome 

%CG : Pourcentage de C+ G 

B : Biais entre les brins  

La figure 1 présente l’interface du logiciel illustrant les différents critères cités 

ci-dessus. Pour chaque critère, l’utilisateur doit fixer une valeur minimale et une 

valeur maximale afin de bien affiner la recherche de séquences répétées.   

 

Figure 1  : interface du logiciel montrant le formulaire de choix des critères 

 

Les résultats de la requête sont fournis sous forme de tableau avec les 

caractéristiques détaillées de chaque séquence répétée (position sur le 

génome, taille du motif, nombre de copies, pourcentage de conservation, 

pourcentage de chaque  nucléotide, pourcentage en CG) et un lien hypertexte 

permettant d’accéder aux deux zones flanquantes droite (F) et gauche (R)  
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entourant les séquences répétées. Ce logiciel permet d’afficher toutes les 

séquences possibles ayant les  critères choisis.  

Lorsque la base de données rencontre plusieurs séquences répétées ayant des 

tailles différentes sur un même locus donné, le logiciel affiche un seul résultat, 

celui correspondant à la répétition la plus longue et présentant le meilleur taux 

de conservation. Le tableau de figure 2  est un exemple de résultats d’une 

requête regroupant les séquences identifiées par le logiciel selon les critères 

choisis au départ. 

Figure 2  : Exemple de résultats montrant les caractéristiques des séquences répétées selon 

les critères choisis 

 

   β. Critères de recherche des répétitions en tandem c hez B.         

                   henselae  : 

Pendant le développement initial de la technique, nous avons recherché 

des répétitions en tandem dans le chromosome bactérien. Les critères de 

recherche ont été les suivants : 

- La longueur d’unité de base (U.B) est comprise entre 30 et 300 nucléotides 

- Le nombre de copies est au moins égal à 2. 

- La  position  physique  des  séquences  répétées  est  si possible dispersée     

       dans le génome. 

- La longueur totale des séquences répétées amplifiées ne dépasse pas 3kb. 

- Le pourcentage de conservation est compris entre 80 et 100%. 
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Ces critères ont été choisis d’une part, de manière à ne pas sélectionner de 

motifs de taille trop petite afin d’éviter des locus de type microsatellites 

considérés souvent comme instables et d’autre part pour tenir compte des outils  

qui étaient alors à notre disposition, lors du développement initial de la 

technique. Or, les outils dont nous disposions à l’époque ne permettaient pas 

de séparer visuellement sur gel d’agarose des produits PCR différant par une 

seule U.B. pour des tailles d’U.B. inférieures à 30 pb. En effet, au début du 

développement initial de la technique, le laboratoire ne disposait que d’une 

cuve d’électrophorèse ayant des dimensions moyennes (30 cm x 22 cm) ne 

permettant pas la séparation facile des bandes des produits PCR sur le gel 

d’agarose surtout pour les bandes de haut poids moléculaire. En outre, le 

générateur utilisé à l’époque n’était pas performant et exigeait un temps de 

migration énorme qui pouvait même parfois atteindre voire dépasser 30 heures 

de migration. 

 

B. 2. Recherche des amorces : 

Lors du développement initial, nous avons recouru au logiciel OLIGO 4.0  

pour le choix des amorces, permettant l’amplification des séquences répétées 

candidates.  Ces amorces ont été choisies en fonction de plusieurs critères : 

1) elles correspondaient à des séquences flanquantes, en amont et en 

aval, de la séquence candidate, mais sans la recouper afin de ne 

pas tronquer les limites du VNTR. 

2) elles ne devaient pas amplifier de séquences spécifiques d’autres  

bactéries que B. henselae. 

3) elles devaient être courtes : une vingtaine de paires de bases. 

4) elles ne devaient pas permettre d’autohybridation par la formation de 

boucles (hair pins) du côté 3’, susceptibles d’empêcher les amorces 

de  se fixer sur les séquences à amplifier. 

5) la température d’hybridation de l’amorce « sens= Forward » et de     

l’amorce « anti-sens = Reverse » devait être assez proche .  
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6) la distance entre les points d’accrochage des 2 amorces devait être 

telle que le produit  d’amplification soit lisible sur gel d’agarose de 1 à 

2 % (taille de l’amplicon comprise entre 100 à 2000 nucléotides).  

7) Il  était  préférable que le côté  3’ soit  un G ou un C pour permettre 

une liaison plus solide des amorces sur l’ADN à amplifier. 

     

B. 3. Culture des souches et extraction d’ADN : (cf article 1 : Monteil   

         et al., 2007) 

 

B. 4.  Amplification des répétitions en tandem par PCR : 

Des réactions de PCR ont été réalisées sous un volume de 25µl en 

présence d’1µl d’ADN purifié ou de 5µl de lysat. Cinq enzymes (Taq) 

polymérases (Taq Takara, Taq Eppendorf, Taq Triple Master , Polymérase Q 

Biogen : Isis Pyrococcus,Taq Invitrogen Pfx Platinum) ont été testées sur les 6 

souches. Ces Taq polymérases ont été choisies essentiellement pour leur 

fidélité et leur capacité à corriger les erreurs. 

Les caractéristiques des Taq testées  ainsi que leurs protocoles correspondants 

sont detaillés par les annexes  2  et 3. 

 

B. 5. Electrophorèse et révélation : 

Les produits de PCR sont migrés dans une grande cuve (30cm x 22cm) et 

sont séparés par électrophorèse en gel d'agarose de 1% à 2% en tampon TBE 

(P/V). Les dépôts sont organisés de façon à assurer une alternance entre les 

marqueurs, les échantillons à analyser et la/les souche(s) utilisée(s) comme 

référence pour faciliter la lecture des bandes. Les bandes sont détectées par un 

analyseur d'image (Gel DOC Biorad)  qui se base sur l'utilisation d'un logiciel 

(Quantity One,  Biorad) (cf.article : Monteil et al., 2007). 

 

B. 6. Stabilité de la méthode : 

Afin de valider cette technique et permettre son utilisation dans d’autres 

laboratoires, elle doit être d’abord testée sur un grand nombre de souches mais 

elle doit aussi faire l’objet de tests de reproductibilité et de stabilité. 
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En effet, il est important de savoir si les marqueurs proposés dans cette étude 

sont stables au cours du temps, en particulier en ce qui concerne les petits 

locus. Afin d’évaluer la stabilité de la technique MLVA et notamment celle des  

marqueurs retenus, une souche d’origine féline F1 a été repiquée 

successivement une quarantaine de fois sur un  milieu gélosé. Les passages 

intermédiaires (2, 21 et 41) ont été testés par la technique MLVA. 

 

B. 7. Calcul du nombre d’U.B :  

Les bandes sur les gels sont lues à l’œil, grâce aux échelles de poids 

moléculaire et aux bandes correspondant à des tailles connues (souches 

utilisées comme référence).  

La taille des allèles est convertie en nombre de motifs (copies) selon la formule 

suivante :   

 

  Nombre de copies = (Taille de la bande obtenue su r gel- ∆∆∆∆) / (Taille d’U.B) 

 

Avec : 

∆ : Taille des deux amorces plus la taille de zones flanquantes  

Taille de l’U.B : Taille du motif. 

 

C. Résultats :          

C.1. Sélection des amorces (BHV) : 

Le logiciel OLIGO 4.0 nous a permis de sélectionner 30 couples d’amorces 

selon les critères cités ci-dessus (cf. méthodes). Nous les avons testés sur les 6 

souches que nous avions initialement sélectionnées selon leur génotype, leur 

origine géographique et l’espèce animale d’origine. Nous les avons nommées  

BHV 1 à  BHV 30 pour ‘Bartonella Henselae VNTR’. 

Les amorces ont été dessinées dans le but d’obtenir une température 

d’hybridation si possible unique et de l’ordre de 50°C. Le tableau 2 montre que 

nous avons pu obtenir 23 séquences ayant des amorces amplifiables à 50°C et 

uniquement 7 qui exigent une T° de 53°C ( Tableau 2 ). Nous visions  

l’unification de la température d’hybridation pour simplifier la technique et 

faciliter son utilisation par les laboratoires souhaitant l’utiliser en routine.  
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C.2. Choix de la Taq polymérase : 

Après avoir choisi les amorces spécifiques pour l’amplification des séquences 

candidates sélectionnées en nous basant sur le logiciel de Le Flèche, des 

essais  préliminaires  ont  été réalisés sur les 6 souches (Tableau 1 ) dans le 

but  de choisir la ou les Taq polymérases susceptibles de nous permettre  

d’obtenir les résultats attendus pour la souche de la référence. Parmi les 5 Taq 

polymérases (Taq Eppendorf, Taq Takara, Triple master Eppendorf, Paq Isis et 

Pfx Platinum (Invitrogen) testées avec les 30 séquences retenues, seule la Taq 

polymérase Pfx Platinum (Invitrogen) nous a donné des résultats satisfaisants 

et répétables (cf. Figure 3 ). 

 

C.3. Choix du programme de PCR :  

Plusieurs programmes ont été testés afin de choisir le programme adéquat 

permettant de bien amplifier les séquences candidates (cf. annexe 3 ). Nous 

nous sommes intéressés plus particulièrement à la température d’hybridation 

des amorces et nous avons essayé de standardiser le  programme pour tous 

les BHV (1 à 30). Ainsi que précisé en C.1, nous avons essayé d’unifier le plus 

possible le programme de PCR Au final, le programme que nous avons 

appliqué pendant notre étude est le suivant : 

1) dénaturation initiale pendant 5 minutes à 94°C 

2)  35 cycles comportant : une dénaturation  pendant 30 secondes à 

94°C, une hybridation pendant 30 secondes à 50°C ou  53°C selon le 

BHV et une première extension pendant 1 minute à 72°C 

3) extension finale pendant 7 minutes à 72°C   
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Figure 3: Choix de la Taq Polymérase : Exemple : VNTR 10 et 22 
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Tableau 2  : Caractéristiques des30 séquences répétées retenues ainsi que des amorces  

                             correspondantes lors du  développement initial 
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En fonction de ces BHV, nous avons obtenu des profils monomorphes, 

dimorphes ou polymorphes (cf. Figure 4 ):  

 

- Monomorphes : BHV 1, 2,3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 14, 16, 17, 20, 27, 29 et 30. 

- Dimorphes : BHV 13, 18, 19, 21, 22 et 28. 

- Polymorphes : BHV 9, 10, 24, 25 et 26. 

 

                                                                               

 
Figure 4  : Exemples de BHV monomorphe (BHV14), dimorphes (BHV 15 & 13)  

et polymorphe  (BHV26) 

 

 

 

 

 

 

 

 

BHV 14 monomorphe 

BHV 15 dimorphe 

BHV 26 polymorphe 

BHV 13 dimorphe 
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Parmi les 30 BHV testés, nous n’avons retenu que les 11 qui étaient dimorphes 

ou polymorphes pour les  6 souches testées (Tableau 3 ).  

 
Tableau 3 : Caractéristiques des 11 BHV  retenus 

 

Ces 11 BHV ont été ensuite testés sur 44 souches et isolats (cf. article : 

Monteil et al ., 2007). Pour quelques BHV tels que BHV 13, 18 et 22, nous 

n’avons pu mettre en évidence d’amplification pour certaines des souches et 

isolats étudiés malgré plusieurs essais, ou bien nous avons obtenu des 

amplifications partielles difficilement interprétables par exemple pour BHV 21.  

Sur les 11 BHV, cinq se sont avérés été polymorphes : BHV-A (9), BHV-B (10), 

BHV-C (24), BHV-D (25) et BHV-E (26). Ces derniers ont servi à l’étude du 

pouvoir discriminant sur 44 échantillons, qui s’est avéré satisfaisant (cf. article : 

Monteil et al ., 2007).  

  

C.4. Etude de la stabilité : 

Les trois souches F2, F21 et F41 issues respectivement du 2 ème,  21ème et 

41ème passage de la souche F1 présentent toutes le même profil avec les 5 

principaux BHV (A-E). 
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    C.5. Localisation des séquences sélectionnées sur l e génome :  

Après la sélection des séquences répétées selon les critères définis 

précédemment, nous avons localisé ces séquences sur le génome de B. 

henselae.  

 Comme le montre la figure 5 , les 2/3 des séquences (20 /30 au total) sont 

localisées dans le dernier quart du génome. 
 

 
Figure 5  : Localisation génomique des 30 premiers VNTR chez B.henselae 

 

D. Discussion et conclusion : 

Au cours du développement initial, la mise au point de la technique a 

nécessité de nombreux ajustements. Le choix de la Taq polymérase a été un 

élément important en raison des exigences de performances (amplification de 

segments de tailles très différentes), de fidélité et de spécificité que nous nous 

imposions. La standardisation et l’uniformisation des conditions de PCR étaient  
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souhaitables et recherchées afin du pouvoir disposer d’un outil simple. Cette 

exigence a influencé le choix des amorces ; par ce biais nous sommes 

parvenus à ce que seules deux températures d’hybridation (50°C et 53°C) 

soient nécessaires pour les 30 couples d’amorces sélectionnés au départ 

(BHV-1 à BHV-30). Pour les 5 VNTR principaux retenus, 4 ont été amplifiés à  

50°C et seul BHV-26 (BHV-A) a nécessité une tempéra ture de 53°C. 

L’hybridation à 50°C de ce couple d’amorces n’était  pas efficace parce qu’elle a 

entrainé des amplifications non spécifiques. Notre intérêt s’est également porté 

sur les conditions d’électrophorèse, et il s’est avéré nécessaire dans certains 

cas de réaliser des migrations très longues en distance (jusqu’à 30 cm) et en 

durée (jusqu’à 34 heures) lorsqu’il a fallu séparer des fragments de taille très 

voisines (qui diffèrent par 1 seule U.B ou une ½ U.B). Les difficultés 

rencontrées lors de la mise au point de la technique ont été amplifiées par le 

manque dans notre laboratoire du matériel permettant de visualiser des U.B 

inférieures à 30 pb et de distinguer 2 souches différant par une ½ U.B ou 1 U.B.    

A part les 5 BHV les plus polymorphes, d’autres outils complémentaires ont été 

utilisés, tels que les valeurs intermédiaires pour BHV-A et BHV-B (prise en 

compte des ½ U.B.) et les BHV additionnels dimorphes. L’approche la plus 

pragmatique nous semble donc d’utiliser d’abord les 5 principaux BHV en 

premier intention et de limiter l’utilisation des autres BHV dans le cas où les 

souches étudiées présentent un profil identique avec les 5 principaux. 

La position de la majorité des séquences candidates sélectionnées (20 

séquences/30 au total, soit 2/3) sur le génome est cependant problématique 

parce qu’elle ne semble pas refléter le polymorphisme qui pourrait exister dans 

la région située en amont de cette zone, c'est-à-dire dans les trois premiers 

quarts, entre l’origine et 1400 Kb. 

L’article publié en 2007 dans le journal «  Microbiology » (Monteil et al., 2007) a 

notamment été consacré à cette première étape. Cet article évoque également 

la validation de la technique en utilisant 44 isolats et souches. Cette technique a 

permis de séparer les isolats et/ou souches testés en 2 groupes (G1 & G2) (31 

profils) et  ayant globalement un index de diversité de 0.98.   
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Article N°1 : Monteil et al. , 2007 
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II. Etape II : Développement complémentaire :   

Ce développement avait pour objectif d’étudier le polymorphisme des 

isolats et souches de B. henselae sur la base de séquences répétées réparties 

sur l’ensemble du génome. Pour atteindre cet objectif, nous avons modifié un 

certain nombre de critères de sélection en nous focalisant plus particulièrement 

sur la position des séquences sur le génome et sur la taille de l’unité de base. 

 

A. Matériel biologique : 

Cette étape du développement a été réalisée sur 7 souches/isolats choisis 

selon leur disponibilité, dont une souche humaine (Houston I) (génotype I) et 6 

isolats/souches félins (génotype II) issus de 3 origines géographiques 

différentes (France, Danemark et USA) (Tableau 4 ). Surtout, ces 

isolats/souches ont été choisis parce que leurs profils MLVA obtenus avec les 5 

VNTR déjà sélectionnés étaient très différents, et avaient permis de les classer 

dans les différents groupes et sous-groupes déjà identifiés (cf. chapitre III ). 

 

 
Tableau 4  : Liste des isolats et/ou souches utilisés lors du développement complémentaire 
                     
 

B. Méthodes : 

B.1. Changement de critères de sélection : 

  Nous avons choisi une taille d’U.B comprise entre 9 et 300 nucléotides au 

lieu de 30 à 300 nucléotides lors du développement initial. Ce choix a donné 

lieu à 722 séquences réparties sur tout le génome. Le choix de la taille d’U.B. (9 

pb)  a   été  rendu   possible  par   l’acquisition, d’une part  d’une  nouvelle  cuve  
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d’électrophorèse (Modèle :SGU-2640T-02, C.B.S. SCIENTIFIC COMPANY, 

INC) dont les dimensions du gel sont de 26cm X 40 cm, permettant de bien 

séparer les bandes ayant de hauts poids moléculaires, et d’autre part d’un 

générateur électrique caractérisé par un voltage très puissant (500-600 V ; 20 

W ; 90 mA et 55°C à la température ambiante ) qui p ermet de différencier les 

bandes ayant des tailles très proches en réduisant le temps de migration (4 à 5 

heures au lieu de 34 heures, durée nécessaire lors du développement initial 

pour certaines séquences).  

 34 nouvelles séquences (vertes) ont été présélectionnées. Sur la figure 6  est 

présentée la localisation de l’ensemble des séquences retenues lors des 

développements initial (en rouge) et complémentaire (en vert). 

 

 

Figure 6  : Localisation des séquences retenues lors des développements initial (en rouge ) et 

  complémentaire (en vert ). 

 

B.2. Sélection des amorces  et du programme PCR : 

La recherche des couples d’amorces a été faite à la main selon les critères 

cités précédemment. Ces couples d’amorces ont été vérifiés par le logiciel 

OPERON (http://www.operon.com) qui permet de détecter les boucles pouvant 

se former entre elles et empêcher l’amplification des séquences. 
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Au cours de ce développement, nous avons redessiné des nouvelles amorces 

pour certaines séquences déjà sélectionnées lors du développement initial dans 

le but de standardiser le programme de PCR (Tableau 5 ).   

 

 
Tableau 5  : Caractéristiques des nouvelles séquences ainsi que des amorces correspondante 

 

Toutes les nouvelles séquences sélectionnées, selon les nouveaux critères, 

ainsi que les anciennes antérieurement retenues et dont pour certaines les 

amorces  correspondantes ont été remaniées, ont été amplifiées en introduisant 

les modifications suivantes dans le programme PCR déjà décrit : température  
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unique d’hybridation de 53°C pour tous les BHV et d urée de la phase 

d’extension au cours des cycles portée à 1 minute, toujours à 72°C. 
 

C. Résultats : 

Sur le 34 séquences nouvellement testées sur les sept souches/isolats, 32 

séquences répétées se sont avérées monomorphes (1 seul allèle) alors que 

deux seulement, BHV-11 et BHV-38 apparaissaient dimorphes (présence de 2 

allèles). Elles n’ont pas été retenues pour les raisons suivantes : 

- leur inclusion ne permet pas d’augmenter le pouvoir discriminant ni de 

changer la distribution des groupes (données non montrées) tout en imposant 

de tester 2 nouveaux VNTR/isolat ou souche ; 

- pour BHV-38, sa petite taille nous a contraints au séquençage dans 

certains cas, malgré l’acquisition de matériel plus performant. Ceci nous a 

conduits à découvrir que ce VNTR avait été dupliqué et que dans certains cas 

la variabilité entre isolats/souches était liée, non pas à des répétitions en 

tandem, mais à des répétitions dispersées sur le génome et pouvait conduire à 

un polymorphisme.  

 

D. Discussion et conclusion:  

Le développement complémentaire nous a permis d’améliorer et de  

standardiser la technique en la rendant plus simple et plus facile par l’utilisation 

d’une seule température d’hybridation pour toutes les séquences de BHV 

sélectionnés. En termes de polymorphisme, nous n’avons pas réussi à trouver 

de nouvelles séquences apportant un bénéfice supplémentaire, même en 

essayant de modifier nos critères de sélection (taille d’U.B et position dans le 

génome). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que d’une part les séquences 

répétées chez B. henselae ne sont pas très abondantes par rapport à d’autres 

α-protéobactéries, et d’autre part parce que la zone terminale du génome dans 

laquelle sont localisés les 5 BHV antérieurement sélectionnés pourrait être 

dotée d’une plus grande plasticité que le reste du génome.        
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E. Bilan et conclusion sur la mise au point de la t echnique  MLVA  : 

 Le développement de la technique (développement initial + développement  

complémentaire) a permis de mettre en place une technique de typage 

moléculaire (MLVA) très simple et très facile à transférer dans d’autres 

laboratoires. La technique est basée sur une réaction de PCR qui nous  

a permis d’amplifier des séquences candidates (VNTR) en présence de la Taq 

polymérase Pfx Platinum (Invitrogen) et des amorces sélectionnées pour 

amplifier les différents VNTR à la même température. A partir des 60 BHV 

sélectionnés, nous en avons retenu 13 (11+ 2) sur la base de leur dimorphisme 

ou polymorphisme, observés pour les 6 souches/ isolats testés dans nos essais 

préliminaires. Parmi ces 11 séquences retenues, 5 sont polymorphes et 6 sont 

dimorphes.  

Les 5 BHV polymorphes ont été utilisés en première intention dans la suite de 

l’étude et ont servi pour les études épidémiologiques que nous avons réalisées 

chez B. henselae.  
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CHAPITRE II : COMPARAISON DE LA TECHNIQUE MLVA vs 

ECP, MLST et MST  

 

Après avoir montré l’efficacité de l’outil MLVA pour le typage moléculaire de 

B.henselae, nous avons voulu d’une part, comparer les performances de cette 

technique (nombre total de profils obtenus, nombre de profils uniques 

rencontrés et valeur de l’index de diversité) par rapport aux autres techniques 

déjà développées pour le typage de cet organisme et les plus utilisées 

actuellement, soit les techniques ECP, MLST et MST, et d’autre part, valider 

(ou non) les groupes et sous-groupes obtenus par MLVA par rapport à ceux 

obtenus par les autres techniques déjà citées. La validation des groupes MLVA 

par  les autres techniques et notamment par la technique MLST nous a  ensuite 

permis de conforter certaines hypothèses d’ordre phylogénétique.  

Dans la première partie de l’étude, nous nous sommes basés sur 5 sources 

bibliographiques disponibles relatives au typage de B. henselae par ECP, 

MLST et/ ou MST (Chang et al., 2002; Arvand et al.,, 2001; Iredell et al., 2003; 

Maryuama et al, 2001 et Li et al., 2006) en incluant des isolats communs par 

rapport à ceux que nous avons nous-mêmes typés par la technique MLVA.  

Dans la deuxième partie de cette étude, nous avons choisi des isolats en 

fonction de leur appartenance aux différents groupes et sous-groupes établis 

par le dendrogramme afin de les typer, par la technique MLST selon le 

protocole élaboré par Iredell et al. en 2003 avec pour objectif de vérifier la 

validité des groupes MLVA à l’aide de la technique MLST, qui est considérée 

comme la technique de référence pour les études phylogénétiques. 

     

I. Comparaison des performances de MLVA vs  ECP, MLST et MST  

A. Matériel Biologique : 

A.1. Isolats de B. henselae ayant  servi à la comparaison des   

        performances  de la technique MLVA versus celles des autres  

         techniques :   
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Pour comparer les performances de la technique MLVA par rapport aux 

autres techniques, nous avons cherché dans la littérature si parmi les souches 

communes testées par MLVA certaines avaient précédemment déjà été typées 

par ECP, MLST et/ou MST. Ces isolats communs ont servi également à valider 

les groupes obtenus par ces techniques de typage (Tableau 1) . 

Les caractéristiques de ces souches sont détaillées dans le tableau 1.   

 
Tableau 1  : caractéristiques de  souches communes  à comparer avec la technique MLVA 

 

A.2.  Isolats de B. henselae  ayant servi à la validation des groupes    

         MLVA à l’aide de la technique MLST : 

Afin de pouvoir valider les groupes et les sous-groupes MLVA identifiés dans le 

dendrogramme à l’aide de la technique MLST, nous avons sélectionné 14 

isolats et souches à partir du dendrogramme (cf article N°2 : Bouchouicha et 

al., 2009). Le choix des isolats n’était pas arbitraire : en effet, nous avons 

voulu, d’une part, que les souches soient assez nombreuses pour consolider 

cette validation des groupes et d’autre part, qu’elles soient réparties sur 

l’ensemble du dendrogramme et appartiennent de ce fait aux différents 

groupes et sous-groupes. Cependant, pour les souches Ba, nous avons été 

limités par la disponibilité en ADN (Tableau 2).      
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Tableau 2  : Caractéristiques  des souches et isolats à comparer avec MLST. 

 

B. Méthodes :  

B.1. Choix des gènes cibles et amplification des lo ci ciblés: 

Plusieurs schémas de MLST ont été décrits chez B. henselae par différents, 

auteurs (Arvand et al., 2007 ;  Iredell et al., 2003, Lindroos et al., 2006). 

Ces schémas sont basés sur 7 à 9 gènes dont la majorité sont des gènes de   

ménage (rib C, ftsZ, gltA, groEL, rpoB, nplD, eno, 16S RNA et batR), et dont 

les fonctions sont indiquées dans le tableau 3. 

Pour amplifier les fragments de gènes sélectionnés, nous avons utilisé, dans 

notre étude, les amorces dessinées par les concepteurs de la technique pour  

   B.henselae, Iredell (2003 et al), et qui ont servi à l’établissement du premier     

schéma MLST chez B. henselae. Les caractéristiques de ces gènes ainsi que        

celles des amorces correspondantes sont résumées dans le tableau 3 . Nous    
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avons  également adopté le même programme PCR que celui développé par 

ces auteurs (Iredell et al., 2003), Les réactions de PCR ont été réalisées dans 

un volume de 25 µl.  

Le programme d’amplification comporte 35 cycles dont les différentes étapes 

sont les suivantes : 

Dénaturation initiale: 95°C pendant 5 min 

Dénaturation: 95°C pendant 1min 

Hybridation : 55°C pendant 1min                             ⇒⇒⇒⇒ 35 cycles  

Elongation: 72°C pendant 50 s 

Elongation finale: 72°C  pendant 10 min     

 

B.2. Séquençage:  

Les amplicons obtenus après amplification de ces gènes ont ensuite été 

séquencés dans le deux sens par le service QIAGEN. Les résultats adressés 

par QIAGEN sont présentés sous forme d’un chromatogramme des acides 

nucléiques et d’un fichier texte de la séquence du fragment de gène. 

 

B.3. Analyse bioinformatique des séquences:  

Les séquences sens et anti-sens ainsi obtenues, sont d’abord corrigées 

manuellement puis alignées à laide d’un logiciel permettant les alignements 

multiples tels que Clustal W (http://align.genome.jp/)  Pour chaque locus, des 

numéros sont attribués aux nouveaux allèles selon l’ordre dans lequel ils sont 

localisés sur le fragment de gène. La combinaison de ces allèles permet de 

définir le profil de chaque souche connu sous le nom de « Sequence Type » 

(ST). Ces allèles résultent de mutations ponctuelles localisées dans des zones 

de polymorphisme qui sont ensuite répertoriées dans une base de données en 

fonction de leur localisation sur le gène étudié. Le tableau  3  présente les  sites 

de mutation des différents allèles rencontrés ainsi que leur positionnement sur 

les séquences des gènes concernés.   
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Tableau 3 : Caractéristiques des sites de polymorphisme des gènes de B. henselae 

utilisés dans la technique MLST. 

 

C. Résultats :  

Pour évaluer les performances de la technique MLVA par rapport à celles 

des principales autres techniques de typage moléculaire de B. henselae, nous 

avons comparé leur pouvoir discriminant (notamment le nombre de profils 

trouvés, la valeur de l’index de diversité (I.D), la capacité à différencier des 

isolats supposés identiques avec d’autres techniques), leur praticabilité, leur 

rapidité d’exécution et leur coût. 

Pour une comparaison efficace, nous avons essayé d’estimer les performances 

de la technique MLVA par rapport à chacune des autres techniques prise 

individuellement.  

 

C.1. Comparaison MLVA- ECP : 

Le typage des  isolats par la technique d’ECP a fait l’objet de plusieurs 

études (Maruyama et  al., 2001, Sander et al., 1998, Chang et al., 2002, Arvand 

et al., 2001, Iredeel et al., 2003 et Podsiadly communication personnelle). Dans 

ce travail, nous nous sommes intéressés aux cinq principales d’entre elles. 
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� 1ère étude  : 

Elle avait en commun  avec notre étude 22 isolats, tous issus d’Allemagne, 

à l’exception de la souche de référence d’origine américaine (Houston-1). 

 90% (20/22) des ces isolats sont d’origine féline (19 provenant de chats errants 

et un issu d’un chat dont le propriétaire souffrait de la maladie des griffes du 

chat) et de génotype II ; les 10% restants (2/22) sont d’origine humaine et de 

génotype I et ont été isolés à partir de 2 patients immunodéprimés (Houston I et 

Berlin 1).  

Onze profils MLVA différents ont été observés sur les 22 isolats testés. Parmi 

ces profils, huit sont représentés par un seul isolat. A l’opposé, le profil (10-14-

2-2-1) est rencontré chez 41% des isolats testés (9/22). Quant aux profils « 10-

15-2-1-1 » et « 14-20-10-7-5 », ils sont trouvés respectivement chez trois et 

deux isolats. Le dernier regroupe la souche de référence Houston I et la souche 

Berlin 1. 

L’analyse du gel d’ECP présenté dans l’article d’Arvand et al. (2001) nous a 

permis de noter que des profils ne se distinguant que par une seule bande ont 

été classés comme différents par les auteurs de l’article. C’est le cas de C1-C2-

C3-C4, E1-E2, D1-D2, ces ensembles étant trouvés identiques ou très proches 

en MLVA. En tenant compte des critères de Tenover et al. (1995), on aboutit à 

8 profils ECP au lieu de 14. L’I.D des isolats typés par MLVA est de 0.83 alors 

que celui des isolats typés par ECP est égal à 0.75. Dans la plupart de cas, les 

isolats possédant le même profil ECP peuvent être distingués par MLVA. Par 

exemple, les isolats des groupes F (BK123 et BK186), G (BK172 et BK193), D1 

(BK108 et BK116) et C1 (BK56, BK111, BK132 et BK182) diffèrent par au 

moins un BHV. En revanche, pour la souche H1 et l’isolat Berlin 1, l’identité 

observée en ECP est validée en MLVA (Tableau 4) . 
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Tableau 4 : Comparaison des profils MLVA-ECP (Arvand et al., 2001) 

 

� 2ème étude :  

La deuxième étude basée sur la technique d’ECP a été menée sur 20 

isolats dont 18 d’origine australienne, la souche de référence (Houston I) 

d’origine américaine et la souche d’origine  allemande (Berlin 2) (Iredell et al., 

2003). 

 65% de ces isolats sont d’origine humaine et la presque totalité d’entre eux 

(11/13) sont de génotype I.  

Sur les 20 isolats testés, nous avons détecté 11 différents profils avec la 

technique MLVA avec un I.D de 0.66 alors que le typage par ECP a permis de 

révéler 6 profils avec un I.D de 0.64. Neuf profils uniques ont été observés avec 

la technique MLVA, alors que l’ECP n’a permis de différencier que 2 profils 

uniques (ceux de JR2 et Berlin 2). 

 Le cluster des JR (1, 3, 5, 6, 7, 8 et 9) a été validé par les deux techniques. Les 

isolats appartenant aux profils 1 et 2 sont tous différenciés par la technique 

MLVA (Tableau 5) .  
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Tableau 5 : Comparaison des profils MLVA-ECP (Iredeel et al., 2003) 

 

� 3ème étude :  

La troisième étude, celle de Chang et al. (2002), nous a permis de 

comparer les résultats obtenus en ECP et en MLVA pour 17 isolats communs 

d’origine américaine correspondant aux 4 paires d’isolats provenant de 

propriétaires et leur chat (K 33, K38) ; (K40, K42) ;(K50, K51) ; (K53, Zeus) et 

au groupe formé par les isolats issus d’un patient (K52) et de ses sept chats 

(BW, Flu, Kimmy, Gorda, Sacha, Raccouni et Flaca) qui ont servi à l’étude de 

traçabilité (cf. chapitre 3, Etude de traçabilité, page 151 ). La souche de 

référence Houston I était incluse dans l’étude. 

L’analyse du profil de ces isolats en ECP montre que l’ensemble constitué par 

le patient K52 et ses chats forme un cluster faisant apparaître 2 groupes de 

chats ayant deux profils très proches, et qui sont séparés par celui de leur 

propriétaire. Le premier groupe de chats (Flu , BW et Kimmy) présentait une 

bande de différence par rapport au patient (K52) alors que les isolats des 

quatre chats du deuxième groupe présentaient 2 à 3 différences par rapport à 

l’isolat du patient. Les membres de la paire (K40, K42) se différenciaient 

également par 3 différences. Au sein des deux autres paires, les isolats 

présentaient les mêmes profils. En suivant les recommandations de Tenover et  
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al., (1995) pour l’interprétation d’un profil ECP,  le nombre total de profil obtenus 

est de 7. Comme cela a déjà été montré dans l’étude de traçabilité, les isolats 

des propriétaires et de leur(s) chat(s) présentaient le même profil MLVA, ce qui 

réduit à 5 le nombre total de profils obtenu par cette technique (compte non 

tenu de celui de la souche de référence). Nous avons pu calculer l’ID 

correspondant pour chaque technique (ID MLVA = 0.70 et ID ECP = 0.86) 

(Tableau 6) . 

 

 

Tableau 6 : Comparaison des profils MLVA-ECP (Chang et al.,2002) 

 

� 4ème étude  : 

Dans l’étude de Maruyama et al., (2001) visant à étudier la diversité 

d’isolats de B. henselae issus de chats d’origine japonaise, américaine et 

française par la technique ECP, nous avons pu comparer les  profils ECP des 5 

isolats (4 d’origine américaine et un d’origine japonaise) communs avec ceux 

typés par la technique MLVA. Sur ces 5 isolats, 3 profils ECP différents avaient 

été obtenus, soit un ID de 0.7 (donné à titre indicatif seulement, dans la mesure 

où le nombre d’isolats et de profils est très faible). Avec la technique MLVA, 

nous arrivons à distinguer les 5 isolats entre eux, ce qui aboutit à un ID de 1  

(Tableau 7) .  
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Tableau 7 : Comparaison des profils MLVA-ECP (Maruyama et al., (2001) 

 

� 5ème étude : 

Cette étude a été réalisée en collaboration avec une équipe polonaise. Elle 

a porté sur 11 isolats félins (10 isolats de génotype II et 1 isolat de génotype I)  

issus de 2 différentes communes,  situées dans la banlieue de Pologne.  Selon 

les critères de Tenover, 6 profils ECP ont été identifiés (A, B, C, D, E et F) issus 

de la digestion du génome de ces 11 isolats bactériens avec uniquement SmaI. 

L’ID de ces isolats est égal à 0.85. Quant au typage par MLVA, il a révélé 10 

profils, soit un ID de 0.98. Quatre à six allèles par locus ont été observés avec 

les cinq BHV testés. Les 3 types ECP B, D et E, représentés chacun par un 

seul isolat sont également trouvés distincts par la technique MLVA.  Mais la 

technique MLVA apparaît plus discriminante, les isolats de types C (28 et 150) 

& F (13 et 163) présentant des profils MLVA différents. De même, les 4 isolats 

de type A qui diffèrent entre eux par 1 ou 2 bandes sont différenciés en trois 

profils en MLVA. Les données de typage moléculaire fournies par MLVA et ECP 

concordent avec les données épidémiologiques. En effet, les isolats 129 et 130, 

isolés de 2 chats provenant du même ménage, présentent les mêmes profils 

MLVA et ECP. Quant aux chats 3 et 150, qui ont été prélevés au moment où ils 

vivaient dans la même fourrière, leurs isolats présentent des profils différents, 

témoignant de sources de contamination indépendamment et sans doute 

antérieure à leur hébergement dans cette fourrière (Tableau 8) .  

. 
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          Tableau 8  : Comparaison MLVA-ECP (d’après  Podsiadly : communication personelle) 

 

C.2. Comparaison MLVA- MLST:   

Pour comparer les performances de la technique MLVA par rapport à 

celles de la technique MLST, nous nous sommes servis d’une part de l’étude 

réalisée par Iredell et al (2003), qui a fourni 22 isolats en commun et d’autre 

part de l’étude que nous avons nous-mêmes réalisée sur 14 isolats testés par 

les deux techniques. 

Les isolats testés sont ceux qui ont servi pour la comparaison MLVA-ECP dans 

l’étude N°2 (page142).  

Sur les 22 isolats, l’équipe de Iredell et al., (2003) a identifié 6 profils ‘’ST’’ 

répartis de la façon suivante: ST1 (59%,13 isolats) ; ST2 (4.%, 1 isolat) ; ST4 

(13.61%, 3 isolats) ; ST5 (13.61%, 3 isolats);  ST6 (4.5%, 1 isolat) ST 7 (4.5%, 

1 isolat). 

 L’I.D. obtenu est de 0.61. Parmi les  22 isolats, 3 possédaient un profil unique  

(Tableau 9) . 
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Tableau 9 : Comparaison des profils MLVA-MLST (Iredell et al., 2003) 

 

Pour les mêmes isolats testés, la technique MLVA a permis de différencier 

14 profils dont 11 sont représentés par un seul isolat alors que les 3 autres sont 

communs à 2 isolats au moins. L’ID obtenu avec cette technique est de 0.90.  

Pour consolider nos résultats, nous avons essayé d’augmenter le nombre 

d’isolats testés en commun avec le deux techniques. Pour cela, nous avons 

choisi 14 isolats déjà testés par MLVA et nous les avons typés par MLST selon 

le protocole établi par Iredell et al. (2003). 

Sur le plan pratique, le séquençage de ces 14 isolats/souches a été fait dans le 

2 sens afin d’éviter les erreurs de la polymérase lors du séquençage. Le coût 

du séquençage s’est élevé à 2500 euros pour les 14 isolats/souches.  
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Nous avons obtenu 14 profils MLVA, soit un ID de 1 et 7 profils MLST  dont 3 

sont partagés par au  moins 2 isolats (ST1 (2 isolats), ST5 (3 isolats) et ST15 (5 

isolats), l’I.D étant de 0.84.  

Nous avons observé l’émergence de deux nouveaux profils MLST, que nous 

avons désignés ST15 et ST16.  ST15 est proche de ST13 dont il diffère par des 

substitutions nucléotidiques dans les gènes groEL et rpoB, aboutissant à une 

nouvelle combinaison allélique pour ces deux gènes, alors que le profil ST16, 

proche de celui de ST7, s’en distingue par des substitutions nucléotidiques au 

niveau du gène gltA (allèle 1 au lieu de l’allèle 2) (Tableau 10).  

        

 
Tableau 10 : Comparaison MLVA-MLST 

 

C.3. Comparaison MLVA- MST : 

Contrairement aux autres techniques, le typage de B. henselae par MST, 

technique récente, n’a été réalisé pour le moment que par une seule équipe, 

celle de Li et al (2007), qui  l’a mise au point, ce qui limite à 17 le nombre 

d’isolats en commun identifiables. Ces isolats sont tous issus de chats dont 

59% vivaient aux USA (Californie) et 41% aux Philippines. 12 profils MST ont 

été identifiés qui se répartissent de la façon suivante : 9 profils MST uniques 

(10, 11, 14, 15, 19, 21, 35, 36 et 37) et 3 profils MST (5, 18 et 38) partagés par 

au moins 2 isolats. L’I.D calculé pour cette technique est de 0.94. Le nombre de 

profils identifiés par MLVA étant égal à 17 (1/isolat), ceci se  traduit par un I.D 

de 1. Les isolats ayant des profils identiques en MST apparaissaient tous 

différents en MLVA, les profils MLVA étant cependant proches (1 ou 2 allèles 

de différence) (Tableau 11) . 
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Tableau 11 : Comparaison de profils MLVA-MST (Li et al., (2006) 

 

D. Discussion et conclusion : 

La technique MLVA apparaît simple, conviviale, même si quelques 

échantillons échappent au typage pour certains VNTR, comme cela est le cas 

pour toutes les espèces bactériennes chez lesquelles cette technique a été 

développée. En confrontant nos résultats à ceux publiés pour les mêmes isolats 

et/ou souches par des équipes ayant utilisé d’autres techniques (ECP, MLST et 

MST), nous avons pu constater que la technique MLVA était plus performante 

pour la mise en évidence du polymorphisme, ainsi que l’ont montré le nombre 

de profils et les  I.D obtenus. 

La comparaison des performances de la technique MLVA et de celles de l’ECP 

a été difficile dans 2 études/5, celles de Arvand et al., (2001) et de Chang et al., 

(2002). En effet, cette technique expose à des problèmes de reproductibilité, 

ainsi que de lecture et d’interprétation des résultats. C’est une technique lourde 

qui nécessite des personnels qualifiés. Les résultats obtenus dépendent de 

plusieurs paramètres notamment la qualité de l’ADN. Ainsi, l’obtention d’un  

profil de macrorestriction d’un ADN génomique (fragments d’ADN de très 

grande taille générés par une endonucléase de restriction à faible fréquence de 

coupure) nécessite une procédure spécifique de purification de l’ADN : sa 

préparation se fait dans une matrice semi-solide d’agarose (‘’ plug ‘’), pour 

éviter les forces de cisaillement susceptibles d’endommager l’ADN puisque les 

procédures classiques favorisent les cassures aléatoires. La qualité de la  
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migration peut varier. En outre, et contrairement à la technique MLVA, la 

technique ECP n’est pas propice à la standardisation et à la numérisation, ce 

qui rend très difficile la comparaison des résultats entre les laboratoires, voire 

au sein d’un même laboratoire et peut conduire à générer des différences 

d’interprétation des résultats. C’est ainsi que, contrairement à la règle admise 

par la majorité des auteurs utilisant l’ECP comme technique de typage (Tenover 

et al., 1995), dans l’étude d’Arvand et al (2001), tous les isolats d’origine 

allemande ayant un profil ECP différant par une seule bande ( C1, C2, C3, C4, 

E1 et E2) ont été considérés par ces auteurs comme des isolats différents. 

L’identité de leur profil MLVA tend à accréditer le fait qu’une différence entre 

deux souches ne portant que sur une seule bande ne suffit pas pour conclure à 

leur identité. Dans leur étude menée sur des isolats issus de propriétaires et de 

leur chat et d’un groupe constitué d’un propriétaire et de ses sept chats (cf. 

tableau 6), Chang et al., (2002) mettent en évidence d’une part la présence 

d’une bande de différence entre le profil de l’isolat obtenu à partir du 

propriétaire (K52) et celui observé chez les isolats obtenus à partir de trois de 

ses chats (BW, Flu et Kimmy) et d’autre part la présence de trois bandes de 

différence entre l’isolat obtenu à partir de ce propriétaire et ceux obtenus à 

partir de ses quatre autres chats (Gorda, Sacha, Racconi et Flaca) en 

considérant comme différents des profils ne différant que par une seule bande. 

De même, Chang et al. considèrent que les isolats de la paire (K40, K42) qui 

différent par trois bandes ont un lien épidémiologique. Dans tous les cas, 

l’étude MLVA révèle des profils identiques entre les propriétaires et leur(s) 

chat(s) respectifs. Les données épidémiologiques vont dans le sens d’une 

contamination des propriétaires par leur(s) chat(s) et d’une transmission de la 

même  souche de  B.  henselae  au sein du  groupe  des sept chats. Le cas très  

particulier de l’étude de Chang et al., tend donc à montrer que la technique 

MLVA est plus fiable que l’ECP pour confirmer la réalité d’un lien 

épidémiologique étroit entre isolats (l’ECP étant plus sujette à variations dans 

un intervalle de temps très bref, ce qui confirme la plus grande stabilité de la 

technique MLVA). Le plus faible ID obtenu pour la technique MLVA par rapport  
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à la technique ECP dans le cas de cette étude est donc plutôt à verser ici au 

crédit de la technique MLVA. 

La comparaison des profils MLVA et ECP de chats polonais montre également 

que la technique MLVA est plus discriminante que l’ECP et que les données de 

typage sont concordantes avec les données épidémiologiques fournies. Les 

chats 3 et 150 qui étaient hébergés par la même fourrière au moment du 

prélèvement présentaient deux profils distincts. Ceci pourrait être expliqué par 

une infection par B. henselae antérieure à leur hébergement en ce lieu.  

 Les difficultés rencontrées dans l’interprétation des résultats de l’ECP au sein 

d’un même laboratoire illustrent à quel point il peut être a fortiori difficile de 

comparer des profils entre les différents laboratoires. 

Les techniques MLST et MST sont beaucoup plus simples à mettre en œuvre, 

mais étant basées sur le séquençage de 7 à 9 segments génomiques chacune 

(pour la technique MLST, il s’agit dans la plupart des cas de gènes de ménage 

dont certains sont dimorphes pour l’ensemble des souches testées à ce jour 

alors que pour MST, ces segments correspondent à des séquences 

intergéniques dont les variations sont a priori moins sujettes à contre-sélection), 

elles sont nettement plus coûteuses que la technique MLVA. Cette technique 

est  plus simple et elle est accessible à tout laboratoire disposant d’un 

appareillage simple comprenant un thermocycleur et des cuves 

d’électrophorèse. 

La technique MLVA apparaît par ailleurs très robuste pour deux raisons : d’une 

part, car ses résultats sont souvent convergents avec ceux des autres 

techniques, notamment pour confirmer l’identité des souches appartenant 

probablement au même cluster, comme par exemple les isolats humains 

australiens : JR (1,3, 5, 6, 7, 8, 9) et les isolats R : (R987, 1073) ( (également 

identiques par  MLST  et  ECP ), ainsi  qu’avec  ceux  fournis  par  les  données    

épidémiologiques, d’autre  part   car  elle  fait  preuve  d’un  très bon pouvoir de 

discrimination, qui s’avère supérieur à celui des autres techniques testées, pour 

les mêmes isolats, d’après les valeurs de l’index de diversité (I.D), alors qu’en 

même temps la stabilité des VNTR permet de conforter mieux que l’ECP 

l’existence de liens épidémiologiques entre isolats. 
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En conclusion, par rapport aux autres techniques évoquées MLVA présente 

d’autres avantages : 

-  Meilleur pouvoir discriminant par rapport aux techniques ECP et MLST ; 

-  Meilleure reproductibilité intra et inter-laboratoire (cf. Pologne) que la 

technique ECP ; 

-  Délais d’obtention des résultats fortement réduit par rapport à l’ECP ainsi que 

par rapport aux techniques MLST et MST, sauf si le laboratoire dispose d’un 

séquenceur haut débit ; 

-  Coût faible. 

 

II. Validation des groupes MLVA par les autres tech niques :  

Après avoir vérifié les performances de la technique MLVA, nous avons 

testé la possibilité de valider les groupes identifiés par cette technique avec 

ceux obtenus par MLST (Iredell et al., 2003 et Arvand et al., 2007) et MST (Li et 

al., 2006 et Li et al., 2007). Pour ce faire, nous nous sommes basés, d’une part, 

sur certaines des études bibliographiques citées auparavant et qui ont servi à 

comparer leurs performances par rapport à celles de la technique MLVA et 

d’autre part sur les résultats de l’étude MLST que nous avons menée dans 

notre laboratoire.  

 

A. Résultats :   

A.1. Correspondance entre les groupes et sous group es MLVA 

        avec les lignages et les clusters obtenus p ar MLST et MST : 

En nous basant  sur les dendrogrammes obtenus dans les cinq études y 

compris la nôtre, nous avons pu établir des correspondances entre les 

différents groupes et sous-groupes MLVA et entre les ‘lignages’ et les ‘clusters’ 

obtenus respectivement par MLST et MST. 

D’après le tableau 12 , le groupe A obtenu par MLVA et qui n’est constitué que 

d’isolats félins de type II, correspond d’une part au « lignage » 3 défini par 

Iredell et al. (2003) et d’autre part au «cluster» 4 établi par Li et al. (2006 et 

2007).  En revanche, ce groupe n’a pas d’équivalent dans l’étude de Arvand et 

al. (2007).  
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Comme décrit précédemment, dans le sous-groupe Ba de MLVA, nous avons 

constaté que la majorité des isolats asiatiques, de génotype I, sont regroupés 

au sein d’un groupe très stable, nommé  « Ba1 ». Ce sous-groupe correspond 

au « cluster » 1 défini en MST. Ce dernier n’a pas d’équivalent en MLST, ce qui 

est logique puisque les auteurs n’ont pas testé d’isolats asiatiques.  

Les autres isolats de ce sous-groupe Ba, souche de référence Houston incluse, 

présentent un profil de type ST1 et appartiennent au « lignage » 1 dans l’étude 

de Iredell et al. (2003) et au groupe 1 de Arvand et al (2007) ainsi qu’au 

« cluster » 2 dans l’étude de Li et al  (2006, 2007).  

Pour le sous-groupe Bb, la situation est moins tranchée par rapport à Ba, au 

moins par rapport à la technique MLST, puisqu’on peut distinguer : 

- d’une part la souche Marseille, qui en MLVA, a un profil assez particulier, et 

qui appartient au lignage/groupe 2 en MLST et au cluster 3 en MST ; 

- d’autre part, les autres souches de ce sous-groupe, qui se positionnent dans 

le lignage/groupe 1 en MLST (ST: 4-5-8-9) et dont nous ignorons la position en  

-MST, en l’absence de souches communes. 

 

 

 
Tableau 12:  Correspondances entre les groupes et les sous groupes formés par MLVA avec 

les lignages et les clusters obtenus respectivement  par MLST et MST 
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 A.2. Correspondance entre MLVA et MLST :  

Pour valider les correspondances obtenues entre les groupes MLVA et les 

lignages MLST sur la base des données bibliographiques, nous avons essayé 

d’augmenter l’effectif des isolats à comparer en les typant avec la technique 

MLST dans notre laboratoire.  

Comme déjà décrit précédemment, nous avons typé 14 isolats dont le profil et 

le groupe MLVA étaient connus. L’analyse des dendrogrammes établis à 

l’échelle de ces 14 isolats par MLVA  permet de le séparer en deux groupes A 

et B. De la même façon, avec la technique MLST, les isolats forment deux 

groupes qui sont identiques à ceux obtenus par MLVA (A et B). La comparaison 

de chaque groupe avec son correspondant (le groupe A en MLVA versus le 

groupe A en MLST et le groupe B en MLVA versus le groupe B en MLST) 

montre que les isolats ne se distribuent pas forcément de la même façon à 

l’intérieur d’un même groupe (cf . Figure 1).  

 

 
Figure 1  : Validation de groupe A et B de MLVA  par MLST 

 

B. Discussion : 

Sur la base des données bibliographiques, la comparaison des groupes A 

et B et des sous-groupes Ba et Bb obtenus par MLVA avec les regroupements  
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par MLST et MST a porté sur un nombre limité d’isolats testés en commun, 

avec au total 22 isolats communs pour les techniques MLST et MLVA et 17 

isolats communs pour les techniques MST et MLVA. Dans certains cas, la 

correspondance entre les groupes n’est pas possible, l’établissement de cette 

dessinés dernière étant dépendant de la disponibilité ou non d’isolats en 

commun à comparer. C’est le cas par exemple des isolats asiatiques qui sont 

présents dans l’étude MLVA/MST et absents dans les deux études MLST, 

réalisées par Iredell et al. (2003) et Arvand et al. (2007). L’établissement de 

liens de correspondance entre les groupes MLVA et les clusters MST a été plus 

facile à mettre en place, plusieurs souches en commun étant présentes dans 

chaque groupe, sauf pour les souches du sous-groupe Bb, non testées en 

MST. La subdivision du groupe B en deux sous-groupes MLVA Ba et Bb n’a 

pas été validée en MLST. Cela pourrait dû au fait que la technique MLST est 

moins discriminante que la technique MLVA. Néanmoins, la robustesse de ces 

deux sous-groupes n’est pas démontrée. Or, l’étude de Arvand et al (2007) tend 

à montrer l’existence de recombinaisons (structure en réseau) pour des 

souches qui en MLVA se positionnent dans les deux sous-groupes. Cela tend à 

invalider l’existence de deux groupes exclusivement clonaux. Etant donné que 

toutes ces études portent sur un nombre faible de souches qui ne constituent 

pas par ailleurs un échantillonnage représentatif de la population d’isolats du 

groupe B, il n’est pas possible de tirer de conclusion de l’ensemble de ces 

études, et ce d’autant plus que nous sommes privés d’information quant au 

positionnement des souches du sous-groupe Bb par la technique MST (sauf 

pour la souche Marseille). 

En revanche, les correspondances établies entre les groupes MLVA et les 

groupes observés par les autres techniques ont pu être validées d’une façon 

plus fine par  l’étude MLST que  nous  avons  menée dans notre laboratoire. à 

l’échelle tout au moins des souches/isolats disponibles (le coût élevé de la 

technique MLST, 2500 € pour 14 isolats, ne nous ayant pas permis d’en tester 

davantage pour le moment). La technique MLST étant considérée comme une 

technique de référence pour la phylogénie, la structuration observée avec la 

technique MLVA semble aussi fiable. 
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Article N°2 (Bouchouicha et al.,  2009) 
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CHAPITRE III : APPLICATIONS EPIDEMIOLOGIQUES 

 

Après avoir retenu les 5 BHVs (A, B, C, D et E) et validé la technique MLVA 

par rapport aux autres techniques, diverses applications épidémiologiques ont 

été développées. Dans cette partie, trois principales applications seront 

détaillées.  

 

La première application  a porté sur l‘étude de la diversité des souches ou 

isolats de B. henselae en fonction de leur espèce (Chat, Homme et Chien), de 

leur génotype I/II, et de leur origine géographique. 

 

La deuxième application  visait à étudier l’efficacité de la technique MLVA 

en matière de traçabilité épidémiologique.  Elle a été réalisée sur cinq paires 

d’isolats isolés de propriétaires de chats et de leur chat et sur un groupe formé 

d’un propriétaire et ses sept chats.  

 

La troisième application  a consisté à tester la capacité de la technique 

MLVA à typer des souches ou isolats autres que B. henselae et qui en 

constituent des sous-espèces ou de possibles nouvelles espèces. Jusqu’ à 

nouvel ordre, elles sont qualifiées de «  variantes ». Elles ont été isolées de 

grands félidés sauvages tels que lynx, guépards, lions et pumas d’origine 

africaine et américaine. Nous avons tenté d’étudier la relation qui pourrait 

exister entre les différents isolats étudiés d’une part, et entre ces isolats et les 

isolats et souches de B. henselae isolés de chats et de l’Homme d’autre part. 
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I. Etude  de  la  diversité chez  B. henselae : Chats domestiques, souches  

    humaines et canine : 

Cette étude a été basée sur un total de 178 souches et isolats de B. 

henselae provenant de différentes parties du monde, dans le but d’évaluer leur 

polymorphisme et d’étudier les relations phylogénétiques qui pourraient exister 

entre les souches ou les isolats testés. 

Ce travail a fait l’objet d’un article,  publié dans le journal EID (Bouchouicha et 

al.,  2010).  

 

A. Matériel biologique :  

La majorité des isolats et souches ont été fournis par différents 

collaborateurs dans le monde. Certains avaient été préalablement testés par 

d’autres techniques de typage moléculaire, en l’occurrence les techniques ECP, 

MLST et/ou MST. Ces isolats et souches ont été collectés dans 11 pays 

appartenant à 4 continents (France, Danemark, Allemagne, Grande Bretagne, 

Philippines, Thaïlande, Nouvelle Zélande, Japon, Australie, Californie et 

Caroline du Nord). 

Les caractéristiques des isolats et souches sont présentées dans l’article N°2  

(cf. Bouchouicha et al., 2010). 

 

B. Méthodes : 

B.1. Calcul de l’index de diversité (I.D) :  

Pour évaluer le polymorphisme des souches, nous avons utilisé l’index de 

diversité établi par Hunter et Gaston (1996) dont l’usage est recommandé par le 

groupe d’étude sur les marqueurs épidémiologiques de la société européenne 

de microbiologie clinique et des maladies infectieuses, l’ESCMID (European 

Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases). Cet index permet de 

mesurer la probabilité que deux souches prises au hasard parmi d’autres 

présentent des types différents. 

Il prend en compte le nombre d’allèles ainsi que leur fréquence.  

Un  index  de  diversité  est  considéré  comme  bon, lorsque  pour des souches 

indépendantes, il  a une valeur ≥ 0.95.  
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Il est défini par la formule suivante:  

I.D =1- )1(

1

−NN    ∑
=

−
S

j

njnj
1

)1(  

Avec : 

N : Nombre de souches testées 

Nj : Nombre de souches ayant l’allèle j  

S : Nombre total d’ allèles  

 

B.2. Elaboration des arbres :  

Des dendrogrammes ont été construits, basés sur des matrices de 

distance qui prennent en compte le nombre de différences des allèles  entre les 

différentes souches. 

La méthode de Neigbor-Joining (NJ) ainsi que la méthode UPGMA ont été 

utilisées lors du développement de la technique (Struelens, 1996). Les résultats 

ont été également présentés sous forme de Minimum Spanning Tree. 

 

C. Résultats :  

C.1. Etude de la diversité : 

C.1.1. Etude globale de la diversité : 

L’amplification de l’ADN et des lysats bactériens obtenus à partir des isolats 

et des souches testés par les 5 principaux BHVs (A à E) révèle 

qu’individuellement les différents BHVs sont plus au moins discriminants, avec 

un nombre d’allèles variant de 1 à 37 par locus. 

99 profils différents ont été observés après l’amplification de 178 souches ou 

isolats. Ceci correspond à une moyenne de 1.8 isolats ou souches par profil. 69 

des profils observés sont uniques. Le profil (10 -14 - 2 - 2 -1), trouvé chez 14 

isolats ayant le génotype II (8%), est le profil le plus rencontré chez les souches 

testées. D’après  les  résultats,  BHV- E est  le  VNTR  le  moins  polymorphe (7  

Allèles ), suivi de BHV-A et BHV-D, qui ont tous deux 8 allèles, puis de BHV-C 

avec 14 allèles. BHV-B semble le plus polymorphe puisqu’il permet de 

distinguer 22 allèles différents. Nous avons aussi observé un nombre d’unités  
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incomplets pour quelques VNTRs. En accord avec d’autres travaux (Pourcel et 

al., 2003), les valeurs calculées ont été arrondies au chiffre inférieur ou 

supérieur. Par exemple, l’allèle 12.8 a été arrondi à 13 et l’allèle 5.2 à 5. En 

outre, nous avons observé des valeurs intermédiaires (pour BHV A et B) qui 

coexistent avec des valeurs entières ; par exemple, pour BHV 10, l’allèle 14.5 

coexiste avec les allèles 14 et 15. Lorsque les allèles intermédiaires sont pris 

en compte, le nombre d’allèles obtenus pour BHV-A passe de 8 à 15 allèles et 

de 22 à 28 allèles pour BHV-B. En revanche, pour BHV-C, BHV-D et BHV-E, 

nous n’avons pas observé d’allèles intermédiaires. 

L’évaluation du pouvoir discriminant a été réalisée par le calcul de l’index de 

diversité (I.D). Cet index a été calculé pour les cinq  BHVs retenus (0.98) ainsi 

que pour chaque BHV étudié (BHV-A = 0.74 ; BHV-E =, 0.76 ; BHV-C= 0.77 ; 

BHV-D= 0.80 et BHV-B= 0.88). Nous avons également calculé l’index de 

diversité des souches en fonction de leur génotype (génotype I = 0.98 et 

génotype II = 0.97), de leur origine géographique (européenne = 0.95 ; 

asiatique = 0.98 ; américaine = 0.95 et  australienne = 0.87) et de leur hôte 

(Homme = 0.87 et chat = 0.98).  

 

C.1.2. Diversité en fonction du génotype 16S rDNA  

Parmi les 99 profils, 55 correspondent à 114 isolats de génotype II, les 44 

profils restants correspondant à 64 isolats de génotype I. Aucun profil commun 

aux isolats de  génotype I et II n’a été observé dans cette étude.  

Le nombre moyen d’isolats par profil est très proche pour les isolats de 

génotypes I (1.5) et II (2.0). En revanche, selon les BHVs, le degré de 

polymorphisme varie considérablement d’un génotype à l’autre (Tableau 1).   

Les VNTR BHV-C des isolats de génotype I et BHV-E des isolats de génotype II 

semblent les moins polymorphes alors que les VNTR BHV-B et E de génotype I 

et BHV-E de génotype II apparaissent les plus polymorphes.  
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I.D.  Nombre 

d’isolats 

Nombre  

profils BHV-A BHV-B BHV- C BHV-D BHV-E 

I.D. 

global 

Total 178 99 0.74 0.88 0.77 0.80 0.76 0.98 

Génotype I 64 44 0.66 0.74 0.52 0.72 0.74 0.98 

Génotype II 114 55 0.73 0.81 0.62 0.75 0.55 0.97 

 
Tableau 1  : Etude de la diversité en fonction du génotype  (I/II) des isolats 

 

C.1.3. Diversité en fonction de l’origine géographi que: 

Afin d’étudier la diversité des profils en fonction de leur origine 

géographique, nous avons calculé l’index de diversité global (I.D global) et 

l’index de diversité / BHV pour chaque continent (Tableau 2).  

La plupart des profils ne sont rencontrés que dans un continent. Parmi les 99 

profils, 30 sont communs à 2 isolats au moins (cf. article N° 2 : Bouchouicha et 

al., 2009). Seulement 4 (4%) de ces profils sont partagés par deux continents. 

Certains profils sont parfois concentrés dans un continent particulier. C’est le 

cas, par exemple, du profil 10-14-2-2-1 qui représente à lui seul 17.5% des 

profils européens.  

Les isolats d’Asie sont caractérisés par l’l.D le plus élevé (0.97), alors que ceux 

d’Australie présentent l’ID le plus bas (0.87).  

  
I.D  Nombre 

d’isolats 

Nombre  

profils 
BHV-A BHV-B BHV-C BHV-D BHV-E 

I.D 

global 

Europe 81 42 0.71 0.73 0.61 0.72 0.55 0.95 

Asie 29 22 0.78 0.85 0.60 0.57 0.55 0.97 

USA 48 28 0.66 0.83 0.77 0.60 0.58 0.95 

Australie 20 11 0.48 0.77 0.62 0.71 0.82 0.87 

 

 Tableau 2 : Etude de la diversité en fonction de l’origine géographique des isolats 
 
L’étude globale de la diversité de 178 isolats et souches testés montre que 

certains allèles semblent plus présents dans certaines régions du monde 

(géotypage). Le calcul de fréquence de certains allèles rencontrés a été réalisé 

uniquement pour BHV-C, BHV-D et BHV-E sur la base de leur moindre diversité  
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allélique. Par exemple, en Europe (France, Allemagne, Danemark, et Grande 

Bretagne), nous avons constaté la prédominance, d’une part, des allèles 1 et 4 

pour BHV-E, dont la fréquence cumulée est de 71%,  85%,  94% et 100% dans 

chacun de ces pays et d’autre part, des allèles 2 et 6 pour BHV-C avec une 

fréquence cumulée de 74% (Allemagne), 79% (France), 83% (Danemark) et 

83% (Grande Bretagne). Ces allèles E (2 et 6) et C (2 et 4) ont été également 

rencontrés en Caroline du Nord avec une fréquence de 58% chacun. 

De même, les allèles 2 et 3 semblent caractéristiques pour BHV-E des régions 

asiatiques étudiées avec une fréquence cumulée très élevée de 80% 

(Thaïlande) et 100% (Japon et Philippines). Nous avons constaté que certains 

allèles ne sont jamais rencontrés dans certains régions ou bien y sont présents 

d’une façon très anecdotique. C’est le cas par exemple de l’allèle 3 qui, outre 

les pays asiatiques déjà cités, a été trouvé presque exclusivement en Australie 

(35%), territoire le plus proche des pays asiatiques étudiés (nous ne l’avons par 

ailleurs détecté qu’en Californie et en Caroline du Nord, avec une fréquence 

très faible de 5% et 8% respectivement).     

 

C.1.4. Diversité en fonction de l’hôte: 

Nous avons identifié 12 profils caractérisant les isolats humains (sur un 

total de 20 isolats) et 92 profils obtenus à partir de 156 isolats félins. 

 L’unique isolat canin testé dans cette étude, de génotype I, avait un profil 

spécifique et très proche de deux autres isolats félins également de génotype I, 

originaires tous les deux de Caroline du Nord. 

Parmi les 30 profils rencontrés chez plus de 2 isolats, 3 se sont révélés 

spécifiques des isolats humains, 23 des isolats félins alors que 4 étaient 

communs aux deux espèces. Le nombre d’isolats par profil est presque 

identique, que ce soit chez les isolats humains (1.8) et félins (1.7). Vu le 

nombre limité d’isolats et de souches humaines disponibles dans cette étude, 

l’index de diversité (I.D) de ces derniers apparaît plus bas (0.87) que celui 

calculé pour les isolats de chats (0.98). Nous avons également constaté que les 

isolats de génotype I issus des humains (15/21, 71%) sont plus fréquents que 

les isolats félins de génotype I (48/156, 31%).  
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Cette observation est aussi valable pour la répartition des profils de génotype I 

entre les isolats humains et félins.  Nous avons évalué l’I.D global selon 

l’espèce (Homme et Chat) ainsi que l’I.D pour chaque BHV en prenant en 

compte et en parallèle l’espèce. BHV-A présente une valeur d’I.D très basse de 

0.31 qui est due à son dimorphisme chez les chats.En revanche, chez les 

humains, l’I.D  de ce BHV apparaît le plus élevé (0.79) (Tableau 3.  
 

 
Tableau 3  : Eude de la diversité en fonction de l’hôte (Chat/Homme). 

 

 

 

C.2. Etude de la relation entre les isolats/ souche s testés: 

Dans le but d’établir un lien entre les 178 isolats et souches étudiés, nous 

avons réalisé avec la collaboration de Benoît Durand, (unité d’épidémiologie, 

AFSSA), un dendrogramme basé sur les 5 principaux BHVs. Le dendrogramme 

a été construit avec la méthode UPGMA et est enraciné par B. koehlerae qui 

présente un profil très particulier (11-0-0-1-2). Ce dendrogramme permet 

d’afficher 99 profils différents représentatifs des isolats / souches testés lors de 

cette étude (cf. article 2 : Bouchouicha et al., 2009). 

Selon ce dendrogramme, les isolats et souches sont répartis en deux groupes 

principaux, A & B : 

- Le groupe A (64 isolats), correspondant à 26 profils, est composé 

exclusivement d’isolats de génotype II (57% des isolats de génotype II testés) ; 

- Le groupe B (114 isolats) correspondant à 73 profils se répartit en 2 sous 

groupes : Ba (59 isolats/souches et 38 profils) et Bb  (55 isolats/souches et 35 

profils). Contrairement au groupe A, le sous groupe Ba est constitué 

exclusivement d’isolats/souches de génotype I (91% des isolats/ souches de 

génotype I testés).  
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Ce sous groupe inclut la souche de référence Houston I. Au sein de ce sous 

groupe est présent un groupe très homogène renfermant la majorité des isolats 

asiatiques (16/19), 84%).  

En revanche, le sous-groupe Bb est très hétérogène. Il est constitué 

principalement par des isolats/souches de génotype II (48/55, 87.3%). 

La totalité des isolats /souches humains (21 isolats / souches) appartiennent au 

groupe B dont 71% dans le sous groupe Ba et 29% dans Bb. 

La majorité des isolats et souches du groupe A sont d’origine européenne alors 

que ceux du sous groupe Bb sont majoritairement d’origine européenne et 

américaine. Ba se révèle le sous-groupe le plus hétérogène puisqu’il héberge 

des isolats et souches provenant de tous les continents avec une 

prédominance de souches asiatiques (26/ 59). 69% des isolats californiens sont 

groupés en clusters de 2, 3, 6 ou 8 isolats identiques dont 28% présentant des 

profils spécifiques et 8% ont des profils identiques à ceux des isolats 

européens, asiatiques et américains. 

Toujours dans le but d’étudier le lien au sein de la population de B. henselae, 

nous avons élaboré un Minimum Spanning Tree,  dans lequel il a été observé 

pratiquement les mêmes groupes et sous groupes que ceux identifiés 

auparavant par le dendrogramme ( cf . Figure 1) .  

L’étude des liens phylogénétiques qui pourraient exister entre les 

isolats/souches testés sera traitée dans le troisième chapitre du manuscrit.   

 

                       
Figure1 : Mininum Spanning Tree  montrant les groupes et les sous groupes 
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D. Discussion et conclusion : 

Cette étude de typage moléculaire est la première réalisée à des fins 

épidémiologiques, basée sur la technique MLVA (Monteil et al., 2007).Si on 

prend en compte l’ensemble des études de typage moléculaire déjà publiées, 

indépendamment de la technique, elle vient au deuxième rang pour le nombre 

d’isolats et souches de B. henselae typées (178) (Arvand et al, 2008).  

99 profils ont été obtenus en se basant sur la combinaison des 5 principales 

séquences répétées, BHV (A, B, C, D et E) retenues lors du développement de 

la technique pour leur polymorphisme.  

Les isolats asiatiques présentent une diversité plus élevée que les isolats 

américains et européens. Les isolats australiens sont les moins polymorphes. 

Plusieurs facteurs pourraient expliquer la différence de diversité observée entre 

les  4 continents. Par exemple, en Amérique, certains isolats californiens issus 

de propriétaires et de leurs chats sont fortement liés épidémiologiquement et 

forment ainsi des clusters. De même, des isolats humains australiens (7/ 18) 

possédant des profils identiques (14-22-10-5-3) avec les 5 BHVs sont issus de 

personnes habitant la même région (Sydney). Cependant, les données 

disponibles n’ont pas permis de confirmer si un lien épidémiologique existait 

entre ces patients, en d’autres termes s’ils constituent un cluster. Quant aux 

isolats  d’origine  asiatique  (Thaïlande  et  Japon), contrairement aux  isolats de 

Californie et d’Océanie, ils ont été collectés à partir de nombreux sites dans les 

deux pays. Ainsi, les isolats de Thaïlande ont été isolés à partir de chats errants 

vivant dans 5 différentes villes de Thaïlande (cf. annexe 4). Les isolats du 

Japon, dont la plupart sont issus de chats de propriétaires, ont été collectés 

dans 9 différents départements de ce pays. 

Nos résultats sont en concordance avec ceux obtenus par d’autres auteurs 

avec d’autres techniques de typage, mais avec une partie des isolats en 

commun (Li et al., 2008). 

Cependant, toutes les études réalisées, la notre incluse, qui ont souvent 

recours à tout ou partie des mêmes échantillons, présentent des défauts 

majeurs de point de vue de la constitution de ces échantillons : 
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- à l’échelle des différents pays, l’absence d’échantillonnage raisonné dans la 

plupart des pays concernés : en ce qui concerne les chats, ils ont été réalisés à 

la seule initiative de certains vétérinaires praticiens (Danemark, Philippines) ou 

faisant partie d’institutions de recherche (Californie, France). Il s’agit 

d’échantillons le plus souvent de convenance (clientèle de la clinique ou de 

l’hôpital pour les chats domestiques, chats capturés pour les chats errants). Ils 

ne reflètent donc que la situation sur une population réduite de chats dans une 

zone géographique limitée et dans une période de temps restreinte et ne 

peuvent être extrapolés à la situation d’un pays. Le seul effort, déjà souligné, 

dans la constitution d’un échantillonnage qui couvre toute la surface d’un pays, 

concerne le Japon et la Thaïlande. Néanmoins, cela ne garantit pas d’avantage 

la représentativité des échantillonnages réalisée dans chacune de ces zones. 

En ce qui concerne les échantillons d’origine humaine, qui proviennent de 

quatre zones géographiques, nous n’avons pu obtenir aucune information 

complémentaire sur les cas dont étaient issus les isolats et sur les liens 

éventuels entre ces isolats, de profils MLVA identiques pour beaucoup d’entre 

eux, ce qui interdit de confirmer l’existence de ces liens, tout en suspectant 

fortement, sans pouvoir s’en assurer, la présence d’un biais de recrutement. 

Quant à l’étude portant sur la comparaison des isolats obtenus chez des  

propriétaires et  leur (s) chat(s), l’objectif  affiché  dès le départ n’était pas celui 

d’une étude descriptive, mais celui d’une étude de traçabilité (cf  chapitre II : 

Etude de traçabilité, page 111).  

- Face à un échantillonnage de convenance si hétérogène, il est donc 

hasardeux de prétendre comparer les résultats entre pays, d’autant plus que 

certains échantillons ont été prélevés à des périodes différentes selon les pays 

(Hiver ou Eté). D’autres éléments sont susceptibles d’interférer avec les 

comparaisons entre pays relatives aux profils des isolats d’origine féline, 

notamment leur mode de vie (chats errants / animaux de compagnie). 

La ségrégation observée en fonction de l’origine géographique des isolats,  

particulièrement chez les isolats asiatiques, doit être interprétée d’une façon  

très prudente puisque dans certains cas, on ne peut pas dissocier le génotype 

d’un  isolat  de  son  origine  géographique. Presque  tous  les isolats asiatiques  
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testés sont de type I et sont localisés dans le même sous groupe Ba. Ces 

observations sont corroborées par celles d’Arvand et al. (2007) qui ont montré 

que le génotype I est prédominant chez les isolats asiatiques et qu’il est  

associé le plus souvent aux formes les plus graves chez l’homme alors que le 

génotype II est plus fréquent chez les isolats et souches européens et 

américains. Cependant, le même possible facteur de confusion est présent 

dans les deux études. 

- Les mêmes restrictions peuvent s’appliquer à la comparaison des isolats selon 

les autres critères pris en considération (génotype I/II et espèces d’origine). 

Néanmoins, ces échantillons ont le mérite d’exister, car il est très rare d’en 

obtenir, et ceux que nous avons pu récupérer correspondent à des origines 

géographiques très diversifiées (USA, Océanie, Europe, Asie). La difficulté 

d’obtenir des souches humaines est due au fait que le diagnostic expérimental 

chez cette espèce est essentiellement basé sur des tests sérologiques. Quand 

les résultats de ces tests sont positifs pour B henselae, il est rare que la 

diagnose soit étendue à l’identification et/ou au typage de la souche. Pour ce 

faire, il faut d’abord obtenir l’isolement de la souche, qui nécessite 

généralement le recours à une méthode de prélèvement invasive (par biopsie) 

et gênante pour le patient.     

La technique MLVA a permis aussi de distinguer les isolats en fonction de leur 

génotype I/II. Aucun profil n’a été trouvé commun aux génotypes I  et II dans le 

dendrogramme. 

Nos résultats permettent donc malgré les limites évoquées, de dégager 

certaines tendances concernant les profils, qui méritaient bien entendu d’être 

confirmées à plus grande échelle et surtout à l’aide d’échantillons plus 

représentatifs.     

        

II. Etude de traçabilité :  

L’objectif de cette étude était de déterminer la validité ou non de la 

technique MLVA pour confirmer ou d’infirmer l’existence de liens entre des 

isolats liés épidémiologiquement. 
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A. Matériel biologique : 

-  4 paires d’isolats (Homme,  Chat) isolés de propriétaires et de leurs chats : 

(K33, K38), (K40, K42), (K50, K51), (K53, Zeus) 

- 1 groupe d’isolats constitué d’un isolat humain et de 7 isolats issus des sept 

chats vivant ensemble et avec leur propriétaire: K52, BW, Flu, Amanda, Gorda, 

Raconni, Flaca et Sacha.  

Tous les isolats sont d’origine américaine et plus précisément californienne et 

sont de génotype II à l’exception de K33 (génotype I).  

 

B. Résultats: 

 Les 4 paires constituées des isolats issus de propriétaires et de leur chat 

cités précédemment, ainsi que le groupe d’isolats issus d’un propriétaire et de 

ses 7 chats ont été testés initialement avec les 5 principaux BHV  (A, B, C, D et 

E). Dans les cas où des isolats ont présenté le même profil MLVA pour ces 

BHV, le recours aux BHV additionnels est devenu nécessaire pour établir avec  

davantage de certitude l’identité de ces isolats. Les résultats obtenus en 

première intention avec les 5 principaux BHV sont présentés dans le tableau 4. 

Les souches issues des chats et de leurs propriétaires respectifs ont présenté 

les mêmes profils pour les 5 principaux BHV ainsi que pour les 6 autres BHV 

additionnels à l’exception de la paire 1 (K 38, K 38) ; dans ce dernier cas, le 

profil du propriétaire est différent de celui du son chat pour 3 BHV/5. En outre, 

ces deux isolats ne possèdent pas le même génotype (Tableau 4) . 
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Tableau 4 : Profils MLVA de 4 paires (Homme/Chat) et d’ un groupe formé d’un Homme et de 

                            ses 7 chats 
 

C. Discussion et conclusion :  

D’après le tableau 4 , on constate une concordance entre les résultats du 

typage moléculaire et les données épidémiologiques, y compris pour la paire 1 

d’isolats (K33, K38) qui diffèrent par 2 BHV. En effet, les données recueillies sur 

le terrain ont révélé que le propriétaire K33 n’a pas été griffé par son chat K38, 

ce qui concorde avec la différence des profils observée pour cette paire. 

 Le lien épidémiologique existant entre ces isolats a été également montré par 

Chang et al ., (2001) utilisant comme  technique de typage l’ECP.  

 Cette étude montre que les VNTR peuvent pleinement jouer le rôle d’outils de 

traçabilité épidémiologique puisque la technique MLVA nous a permis de 

confirmer ou d’infirmer avec certitude l’hypothèse d’un lien entre l’infection de 

chats et de leur maître et que les résultats ont été confirmés par les 

informations du terrain.  

Ceci montre que le test MLVA peut être utilisé dans tous les cas où l’on 

souhaite tracer une source de contamination ou évaluer le niveau de diffusion 

d’une souche au sein d’une population de félidés.    
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Article N°3 (Bouchouicha et al.,  2009) 
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Figure 2 : Dendrogramme englobant les isolats/souches de B.henselae issus  des chats, 
Homme chien présentant 99 profils.  

 

 

 

Groupe Ba 

Groupe A 

Groupe Bb 
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III. Etude d’isolats/souches issus de félidés sauva ges :     

Le but de cette étude était de tester la capacité de la technique MLVA à 

typer et à différencier des isolats de bartonelles autres que B. henselae issus 

des félidés sauvages libres ou captifs d’origine africaine ou américaine. Ce 

travail a permis d’enrichir notre base de données en matière de typage et de 

proposer certaines hypothèses expliquant les origines possibles des isolats 

testés. 

 

A.  Matériel biologique : 

Les 24 isolats de Bartonella issus de félidés sauvages et testés dans cette 

étude issus de félidés se répartissent de la façon suivante:  

- Isolats  d’origine californienne  : 4 isolats issus de pumas (Felis concolor) 

vivant en liberté, 7 isolats issus de lynx (Lynx rufus) vivant en liberté et 8 isolats 

issus de guépards (Acinonyx jubatus) vivant dans le zoo de San Diego. 

- Isolats d’origine africaine :  2 isolats issus de guépards dont l’un vivait en 

liberté et l’autre en captivité et 3 isolats issus de lions (Panthera leo) vivant 

dans le parc Kruger.  

Parmi ces 21 isolats, 5 appartiennent à l’espèce B. henselae, 15 sont 

considérés comme des « variantes » de B. henselae et un isolat a été identifié 

comme appartenant à l’espèce B. koehlerae  (Tableau 5) . 

Dans cette étude, la souche de référence Houston I a été utilisée comme 

témoin positif. 

Tous les échantillons ont été fournis sous forme d’ADN par Le Pr Bruno Chomel 

(université de Davis, Californie-USA). 

 

B. Méthodes  :  

-  Typage de la séquence codant pour l’ARN 16S : 

L’amplification de la séquence codant pour l’ARN 16S a été réalisée en 

utilisant les couples d’amorces 16SF/BH1 et 16S/BH2 selon le protocole décrit 

par Bergmans et al, (1996), avec quelques modifications dans le protocole de 

PCR.  Le programme de PCR utilisé a été le suivant : 
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Dénaturation initiale : 95°C pendant 3 minutes, 

35 cycles avec : dénaturation : 95°C pendant 20 sec ondes ; hybridation : 56°C 

pendant 30 secondes ; extension : 72°C pendant 1 mi nute 

Extension finale : 72°C pendant 10 minutes 

Ce programme comporte 30 cycles et les produits d’amplification sont séparés 

par électrophorèse sur gel à 2%. 

 

C. Résultats : 

C.1. Etude de la diversité : 

 Pour l’’ensemble des isolats testés, la plupart des BHV ont pu être 

amplifiés aisément. Le tableau 5 montre que sur 24 isolats testés, 14 profils 

alléliques ont été obtenus. 

Selon les hôtes (Lynx, Guépards, Lions et Pumas), le nombre de profils se 

répartit de la façon suivante : 6 profils/7 isolats (Lynx) ; 4 profils/10 isolats 

(Guépards) ; 3 profils/3 isolats (Lions) et 2 profils /4 isolats (Pumas). 

Parmi les 24 isolats, 2 isolats (1036 et L-10-97) correspondant à des 

« variantes » de B. henselae présentent le même profil ; l’un (L-10-97) est issu 

d’un lynx californien vivant en liberté et l’autre (1036) d’un guépard californien 

capturé  et vivant au zoo de San Diego, dans l’enceinte du Wild Safary Park.  

Contrairement aux autres BHVs, l’amplification de la séquence de BHV–D n’a 

pas été possible chez 83% (12/18) de ces variantes. Ces dernières 

correspondent aux isolats issus de lynx et de guépards. On a également 

constaté que chez un isolat appartenant à ces variantes (L-08-96), BHV-C n’a 

pas pu être amplifié. 

Toujours chez les variantes et parmi les VNTR qu’il a été possible d’amplifier 

systématiquement ou presque, BHV-B et BHV-C semblent être les moins 

polymorphes (avec 2 allèles pour chacun). En revanche, BHV-A et BHV-E 

apparaissent les plus polymorphes (6 allèles pour chacun). 
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Tableau 5 : Profils MLVA des isolats issus de félidés sauvages 
 

La diversité des souches a été évaluée par le calcul de la valeur globale de 

l’index de diversité (0.90) ainsi que par celle de sa valeur en fonction de 

l’espèce hôte ( Tableau 6) .  

Espèce hôte                             

              Hôte 

      I.D 

Lynx Guépard Lion Puma 

I.D (%) 0.97 0.53 1 0.5 

I.D global (%)  0.90 

Tableau 6  : Etude de la diversité en fonction de l’hôte 

 

N° d'isolat  Hôte Origine 
géographique

Espèce de 
Bartonella 

BHV A BHV B BHV C BHV D BHV E

H1 Human USA B. henselae 
Houston 1

14 20 10 7 5

98/215 lion Afrique de Sud 
(Kruger Park)

 B. koehlerae 11 0 0 1 1

 150-41 8 14 3 1 1

7069 10 14 3 1 1

L-42-96 15 14 1 4 2

L-27-96 15 14 1 4 2

Ellie 15 14 1 4 2

Amanda B. henselae 13 32 8 7 4

L-08-96 12 14 0 0 3,5

L-10-97 14 14 1 0 3,5

L-11-96 13 14 1 0 5,5

L-17-96 14 14 1 0 5,5

DS-08 16 14 1 0 2

DS-507 13 14 1 0 5,5

SC-443 B. henselae 14 32 8 1 4

1023 16 14 1 0 5,5

1036 14 14 1 0 3,5

2326 16 14 1 0 5,5

2327 16 14 1 0 5,5

2328 16 14 1 0 5,5
5628 16 14 1 0 5,5

9192 16 14 1 0 5,5
9255 16 14 1 0 5,5
1178 Namibie (libre) 9,5 4 1 0 6

R19981 Zimbabwe (pet) B. henselae 14 26 6 10 4

Variant de B.h

B. henselae

Variant de B,h

Afrique de Sud 
(Kruger Park)lion 

Variant de B.h
Guepard

Puma

Californie (Zoo de 
San Diego ) 

California (libre)

Lynx California  (libre)
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C.2. Etude de la relation entre les différents isol ats de félidés    

        sauvages : 

Afin d’étudier les liens entre les 21 isolats de félidés sauvages, un 

dendrogramme a été élaboré. Ce dernier est raciné par  l’isolat de B. koehlerae 

issu d’un lion africain, vivant dans le parc Kruger, dont le profil est un peu 

particulier. Ce dendrogramme  permet de distinguer deux groupes : le premier 

englobe tous les isolats de B. henselae et le deuxième renferme l’ensemble de 

variantes de B. henselae  (cf  . figure 3) .   

D’après le dendrogramme, les variantes issues de pumas californiens forment 

un petit groupe à part et divergent des isolats issus de lynx et de guépards. 

Nous avons constaté également qu’un isolat variant de B. henselae,  provenant 

d’un lynx namibien (NB 1178), vivant en liberté et caractérisé par un profil très 

différent des autres, occupait une position particulière. Cet isolat a permis de 

raciner l’ensemble des variantes.     

 
Figure 3 : Dendrogramme montrant la relation entre les différents isolats de félidés sauvages :  

en jaune les isolats de B.henselae et en marron les « variantes » 
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C.3. Etude des relations entre les isolats/souches de  félidés    

        sauvages, domestiques et les humains: 

L’étude réalisée chez les félidés sauvages a montré que certains allèles 

rencontrés chez ces derniers semblent spécifiques, certains n’ayant pas été 

observés    chez     les    félidés   domestiques   et   les   humains   déjà testés.  

Afin d’étudier la relation entre  les différents isolats, un dendrogramme 

regroupant l’ensemble des 178 isolats et souches antérieurement testés et les 

20 isolats de félidés sauvages a été établi.  

Le dendrogramme établi a permis de distinguer 3 groupes différents : A, B et C  

(cf . figure 4) . 

- Le groupe A n’est constitué que d’isolats et souches de génotype II. Il 

correspond au groupe A déjà identifié lors de l’étude menée sur les 178 isolats 

et souches de chats et d’humains. En plus de ces isolats et souches, 2 isolats 

de B. henselae issus de deux lions sauvages vivant dans le parc de Kruger et 

ayant de profils très proches (8-14-3-1-1 et 10-14-3-1-1) appartiennent à ce 

groupe.  

- Le groupe B comporte 2 sous groupes, Ba et Bb, comme cela a déjà été décrit 

précédemment. Les 3 autres  isolats de B. henselae isolés respectivement du 

lynx, du puma et du guépard sont localisés dans ce sous-groupe Bb. Le premier 

isolat californien issu d’un puma (Amanda) a un profil identique à celui d’un 

isolat provenant d’un chat domestique de Californie (518). Le deuxième isolat 

de Californie  (SC- 443) et celui du Zimbabwe (Zim-R19981) diffèrent chacun  

par 2 VNTR  (BHVD et BHV-E pour l’un et BHV-C et BHV-D pour l’autre) par 

rapport au profil des isolats d’humains et de chats les plus proches d’eux.     

- Le groupe C, qui ne regroupe que les variantes de B. henselae, occupe une 

position particulière. 
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Figure 4 : Dendrogramme montrant la relation entre les chats, hommes, chien et félidés 

sauvages 

Groupe A  

Groupe C  
 

Groupe B  
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D. Discussion et conclusion : 

L’étude menée sur les félidés sauvages montre que la technique MLVA 

développée chez B. henselae est capable de typer des isolats proches de cette 

espèce et de les différencier les uns des autres. En effet, nous avons pu 

amplifier B. koehlerae avec au moins 3 VNTR. Ce résultat tend à confirmer 

l’existence d’un lien phylogénétique entre ces deux espèces comme cela a  

déjà été suggéré par d’autres auteurs (Pitulle et al., 2002 ; Matar et al.,1999 ) 

sur la base de gènes dédiés aux  études phylogénétiques. Nous avons pu 

obtenir un haut niveau de polymorphisme traduit par le nombre de profils 

obtenus (14/24) après amplification de 24 isolats de B. henselae (5 isolats), de 

variants de B. henselae (18) isolats) et B. koehlerae (1 isolat) issus de félidés 

sauvages en captivité et en liberté. Cette diversité a été évaluée par le calcul de 

l’index de diversité qui est de 0.90. Cette valeur est inférieure à 0.95, valeur 

considérée comme le seuil à partir duquel l’index est considéré comme très 

élevé. Néanmoins, à l’échelle de notre série d’isolats, la valeur de 0.92 est très 

satisfaisante pour deux raisons : d’une part, le nombre d’isolats testés et très 

faible (20 isolats uniquement), et d’autre part et surtout cette série semble 

inclure des clusters d’isolats à profil identique, qui ont pour effet immédiat de 

réduire la valeur de l’I.D (2 clusters de 2 isolats, 1 cluster de 3 isolats et 1 

cluster de 5 isolats). Comme déjà mentionné dans les résultats, sur les 14 

profils obtenus d’isolats issus de félidés sauvages, la plupart sont originaux par 

rapport aux profils rencontrés antérieurement chez les félidés domestiques et 

chez l’Homme, et les profils des variantes issues de lynx et de guépards 

semblent caractéristiques de ces groupes d’isolats. En ce qui concerne les 

isolats appartenant à l’espèce B. henselae, trois d’entre eux (SC-443, Zim- 

R9981 et L-150-41) présentent un profil inédit, voire des allèles jamais 

rencontrés auparavant. En revanche, le profil de deux d’entre eux avait déjà été 

observé chez des chats domestiques. Le premier de ces deux profils, 

correspondant à  l’isolat issu de puma Amanda, est identique à celui d’un isolat 

issu d’un félidé domestique (CT 518) de même origine géographique 

(Californie) et le deuxième, correspondant à l’isolat L-7069, issu d’un lion du 

parc Kruger, présente le  même profil qu’un  isolat issu  d’un chat  d’Angleterre  
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(G337). L’isolat du guépard en captivité au zoo de San Diego (1036) possède le 

même profil que celui d’un lynx (L-10-97) vivant en liberté à proximité du zoo. 

Or, des incursions de lynx à l’intérieur de l’enclos du Wild Safary Park où vivent 

les guépards du zoo ne sont pas à exclure, ce qui suggère la possibilité 

d’infection du guépard par le lynx par le biais des puces (plus probablement que 

le contraire, les animaux en liberté ayant plus de probabilité d’héberger des 

puces de façon permanente que les guépards en captivité). En ce qui concerne 

les isolats issus des pumas, nous avons remarqué que leurs profils sont 

originaux et identiques entre eux (formant un cluster). Il est intéressant de 

signaler que contrairement aux autres variantes, celles issues de puma ont pu 

être amplifiées avec BHV-D. Ceci permet de suggérer que ce profil 

apparemment unique est vraiment adapté à cet animal. Le dendrogramme 

montre aussi une bonne ségrégation des génotypes I/II ainsi qu’entre  les 

isolats de B. henselae et les variantes. 

L’ensemble de variantes formant le groupe C semblent être très adaptées à 

leurs hôtes puisque leurs profils sont spécifiques et ne sont pas rencontrés 

ailleurs. En outre, les résultats du typage de tous les isolats issus de félidés 

sauvages, basés sur l’amplification du gène codant pour l’ARN 16S,  montrent 

que ces derniers sont tous de génotype II. Ces résultats nous permettent de 

supposer que ce génotype est prédominant chez les souches de félidés 

sauvages. Par ailleurs, ils pourraient confirmer l’existence d’un lien 

phylogénétique entre B. henselae et ses variantes, et accréditer l’hypothèse du 

caractère non zoonotique de certains isolats de B. henselae, en particulier ceux 

du groupe A, qui sont tous de génotype II. Chez 83% des variantes (15/18), 

l’amplification de BHV-D n’a  pas été possible, ce qui apparait comme une sorte 

de signature chez ces variantes. Pour expliquer ces résultats, deux hypothèses 

sont envisageables : soit l’absence totale de ces séquences chez les isolats 

testés, soit la conservation de la séquence de BHV-D mais avec présence 

d’une mutation ayant pu induire un changement total ou partiel d’une des zones 

flanquantes ou des deux, empêchant ainsi la fixation du/des couple(s) 

d’amorces correspondant(s) et par suite leur amplification.  Des investigations 

sont programmées pour tester ces hypothèses. 
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CHAPITRE IV: VNTR ET POUVOIR ZOONOTIQUE 

 

Différents auteurs envisagent l’existence d’une modulation de l’activité de 

certains gènes par des VNTRs polymorphes, que ce soit chez les eucaryotes 

ou les procaryotes (cf. Etude bibliographique, page 64). 

Chez B. henselae, de telles séquences répétées sont présentes ; elles sont 

associées soit à des régions codantes soit à des régions intergéniques. Mais, 

d’après nos résultats ci-dessus (cf. chapitre 2, page 86), seule une faible 

proportion de ces VNTR semble polymorphes. 

A ce jour, aucune étude ne s’est penchée à notre connaissance sur les facteurs 

susceptibles de moduler la sensibilité de l’homme (hôte sensible) par rapport au 

chat (hôte réservoir asymptomatique) vis-à-vis de B. henselae. Or, il est crucial 

de déterminer s’il existe un support chez l’hôte et/ou chez la bactérie de la 

réceptivité, de la sensibilité d’espèce et de la virulence.  

L’objectif de ce travail est donc de contribuer à la compréhension des 

mécanismes d’adaptation des souches de B. henselae à leurs hôtes successifs, 

Homme et chats, et d’explorer le lien pouvant exister entre l’évolution du 

nombre d’unités de base et sa signification biologique, notamment sur le plan 

du pouvoir zoonotique et de la virulence et de la capacité à persister plus ou 

moins longtemps chez le chat, sous la forme d’une bactériémie.  

Pour ce faire, nous nous sommes basés, d’une part sur les cinq principaux 

VNTR utilisés pour le typage de B. henselae et d’autre part sur des VNTRs dont 

nous avons recherché la présence dans des gènes déjà connus pour leur rôle 

dans la virulence.    

 

I. Exploitation des données de typage obtenues pour  178 souches/ isolats 

avec les 5 VNTR : 

A. Etude de la relation entre taille des VNTR et po uvoir   

zoonotique : 
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Comme déjà évoqué dans le chapitre 2 (cf. Applications épidémiologiques, 

page 107),  le  typage  de  178  souches et /ou  isolats  par la technique MLVA 

a permis de classer les isolats et souches testés en deux rands groupes : un 

groupe A, qui ne contient que des isolats et souches recueillis chez le chat et 

un groupe B contenant tous les isolats et souches supposés zoonotiques, ainsi 

que certains isolats d’origine féline.  

Les souches appartenant au groupe B, qu’elles proviennent de patients 

humains, des chats sains, ou d’un chien atteint d’endocardite, présentent un 

nombre d’unités de base (U.B.) plus élevé que celui des isolats du groupe A 

pour les 5 BHV (A, B, C, D et E) testés. Or la recherche de la localisation 

génomique de ces cinq BHV dans le génome de la souche de référence nous a 

permis de montrer que la majorité sont localisés dans des gènes dont la 

fonction n’est connue que pour BHV-D. Ce BHV est situé dans le gène qui code 

pour la protéine Arp (Acidic repeat protein), récemment identifiée par Litwin et al 

(2007).  En outre, à l’exception notable de BHV-D, le GC% des 4 autres VNTR 

polymorphes (de 45% à 59%) est supérieur à celui du génome de B. henselae, 

qui est de 38%. Les différences observées dans le nombre d’U.B entre les 

différents groupes et sous-groupes, ainsi que les % de GC, sont présentées 

dans le tableau 1 .   

 Nombre 

souches 

Nombre de copies d’U.B 

Groupe 178 BHV 

A 

BHV 

B 

BHV 

C 

BHV

D 

BHV 

E 

A (Isolats d’origine féline, non 

trouvés chez l’homme) 

64 ≤ 10  ≤ 15 ≤ 3 

 

≤ 2 

 

1 

B (Isolats d’origine humaine + 

Isolats  félins + Isolat canin) 

114 ≥ 13 ≥ 15 

 

≥ 6 

 

≥ 5 

 

≥ 2 

 

B (Isolats d’origine humaine, 

dont H1) 

21 14-15 

(14) 

15-35 

(20) 

6-25 

(10) 

5- 8 

(7) 

2-6 

(5) 

Fonction codante Protéine 

Hypothé 

tique 

 

Protéine 

Hypothé 

tique 

 

Bactéréri

ophage 

related   

Situé  zone 

promotrice 

 

Arp 

(Acidic 

Repeat 

Protein) 

Protéine 

Hypothé 

tique 

 

% de GC  52 59 45 38 51 

    Tableau  1 : Caractéristiques des répétitions des VNTR A à E des groupes A et B de B. henselae 
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B. Discussion : 

L’étude de typage montre que les isolats et souches du groupe B, et en 

particulier ceux isolés chez l’homme, par rapport aux isolats et souches du 

groupe A (non trouvés chez l’homme) présentent un nombre plus élevé d’unités 

de base (tableau 2). Ceci nous amène à poser la question suivante : ces VNTR 

pourraient-ils jouer un rôle central sur la modulation de la sensibilité d’espèce et 

sur la virulence ? 

Or, en étudiant la localisation de ces VNTRs, nous avons constaté qu’ils sont 

presque tous intragéniques ou localisés dans la zone promotrice d’un gène. Les 

VNTR intragéniques sont situés dans des gènes codant pour des protéines à 

fonction inconnue à l’exception de BHV-D qui est localisé dans le gène arp, qui 

code pour une protéine récemment identifiée comme immunodominante et 

associée à la membrane externe (Litwin et al., 2007).  

Ce BHV présente quasi-systématiquement un nombre plus élevé d’unités de 

base chez les isolats et souches du groupe B (≥ 5), isolés chez l’Homme. A 

l’inverse, chez les isolats et souches appartenant au groupe A, la taille de ce 

VNTR est toujours plus courte, avec un nombre d’U.B ≤ 2. Ceci implique une 

différence pour la protéine d’au moins de 144 acides aminés (aa) entre les 

isolats/souches des groupe A et B. Ces résultats peuvent conduire à supposer 

qu’une taille minimale puisse être requise pour permettre à ces souches 

d’exercer leur pouvoir pathogène et donc contribuer à la virulence pour 

l’Homme. Les résultats obtenus par Harper et al. (2008) avec la protéine Arp de 

Treponema pallidum, proche de la protéine Arp de B. henselae, encouragent à 

explorer cette hypothèse.   

En ce qui concerne les autres BHV (A, B, C et E), il est également frappant de 

constater que chez ces derniers, le nombre d’unités de base est plus élevé 

sauf exception chez les isolats et/ ou souches du groupe B que chez les isolats 

et/ ou souches du groupe A. En outre, nous avons constaté que pour BHV-A, 

les  allèles 14 et 15 (copies) sont caractéristiques des isolats et des souches 

humaines, alors que les isolats et /ou souches félines du groupe A en ont soit 9 

soit 10.  Le GC% élevé de ces 4 autres VNTR, qui dépasse 50% pour BHV-A 

et E et atteint même 59%  chez BHV-B, soit un différentiel de GC de 7% à 21%  
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par rapport au génome de B. henselae, suggère une acquisition exogène 

(d’ailleurs, la protéine codée par le gène contenant BHV-B est qualifiée de 

« bacteriophage-like »). Berglund et al. (2009), qui envisagent l’acquisition de 

gènes d’origine phagique nécessaires à l’adaptation des bartonelles des 

rongeurs à l’Homme va dans ce sens. 

Au final, le profil des souches du groupe B se caractérise par le fait que la 

totalité ou la majorité des VNTR qui le composent ont un nombre élevé d’U.B., 

suggérant que si ces VNTR modulent l’activité de gènes intervenant dans le 

pouvoir zoonotique et/ou la virulence, ces gènes n’agissent pas seuls.   

A ce jour, les isolats que nous avons testés sont peu nombreux (21 isolats 

humains dont un issu d’un chien souffrant d’endocardite). Bien de tels isolats 

soient très difficiles à obtenir pour les raisons explicitées auparavant, il serait 

utile d’obtenir de nouveaux isolats pour vérifier leur appartenance au groupe B, 

ce qui renforcerait notre hypothèse d’une implication des VNTR polymorphes 

dans le processus zoonotique et dans la virulence accrue de certaines souches 

de B. henselae (de génotype I) chez les immunodéprimés. 

Ainsi, quatre nouvelles souches humaines (Marseille, Zim 4, ∆virB4 et Wt) ont 

pu être récemment intégrées au dendrogramme établi pour les 178 

isolats/souches précédemment disponibles. Tout en présentant de nouveaux 

allèles et de nouveaux profils, elles se sont localisées également dans le 

groupe B, supposé zoonotique (données non présentées).  

Si, avec l’ajout de ces nouvelles souches, nous ne pouvons pas confirmer que 

les VNTR utilisés dans le typage moléculaire jouent un rôle majeur dans le 

déterminisme du pouvoir zoonotique et de la virulence, nous pouvons attester 

que cette hypothèse se renforce de plus en plus. L’acquisition de nouvelles 

souches pourrait nous permettre de valider davantage cette hypothèse en, 

fournissant des résultats statistiquement significatifs et plus robustes. 

Les résultats obtenus par Iredell et al. (2003) dans leur étude portant sur B. 

henselae et basée sur la technique MLST, technique phylogénétique de 

référence, les ont amenés à supposer que les souches de génotype I dérivent 

de celles de génotype II.  

 



 
 

ETUDE EXPERIMENTALE 

 172 

 

Cette hypothèse parait plus logique, par le fait que le chat, réservoir naturel de 

B. henselae, héberge habituellement  beaucoup  plus souvent  des  souches de  

génotype II, alors que l’Homme, hôte accidentel et sensible, est infecté dans la 

plupart des cas par des souches de génotype I, surtout en cas de forme grave 

(endocardite, angiomatose et péliose bacillaires). 

Notre étude, et notamment la distribution des souches dans le dendrogramme, 

conduit également à accréditer l’hypothèse de l’antériorité des isolats de B. 

henselae de génotype II par rapport aux isolats de génotype I. Cette hypothèse 

évolutive, si elle se confirme, implique l’expansion du nombre d’unité de base 

(U.B.) des VNTR polymorphes utilisés dans notre technique de typage. 

L’existence de VNTR de grande taille chez les souches virulentes pour 

l’Homme pourrait s’expliquer par le fait que ceux-ci pourraient conférer à B. 

henselae, au travers de la modulation de l’expression des protéines dans les 

gènes au sein desquels ils se trouvent, un avantage adaptatif pouvant être 

associé à la virulence chez l’Homme et/ou l’échappement au système 

immunitaire le rendant capable de provoquer les symptômes caractéristiques 

déjà décrits chez  l’Homme (Boulouis et al, 2005), ainsi qu’une persistance plus 

longue chez le chat.  

 

II. Recherche de nouveaux VNTR  polymorphes dans de s gènes de    

  virulence connus :                         

Nous avons testé le polymorphisme de VNTRs présents dans des gènes 

connus pour intervenir dans la virulence, afin de tenter de conforter l’existence 

d’une corrélation entre d’une part l’augmentation du nombre d’unités de base 

des VNTRs et d’autres part le potentiel zoonotique de B. henselae. Une partie 

de ce travail a été faite par un autre étudiant de notre équipe. En ce qui me 

concerne, je me suis intéressée à la recherche de séquences répétées d’une 

part dans la tête de la protéine Bad A (Bartonella adhesin A), qui joue un rôle 

d’adhérence lors de l’interaction  de B. henselae avec les cellules  endothéliales 

de l’hôte eucaryote, et d’autre part dans le gène trw, appartenant au système 

« Trw » qui est l’un de deux systèmes de sécrétion de type IV (SST4) les plus 

étudiés chez B. henselae (Schmid et al., 2004, Dehio et al., 2005). Le système 
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Trw est composé de 21 gènes colinéaires (trwN ; trwL1-8; trwM; trwK; trwJ1; 

trwI1;trwH1; trwJ2; trwI2; trwH2; trwG; trwF; trwE et trwD) codant pour 21 

protéines ayant un rôle crucial dans la colonisation des érythrocytes et/ou dans 

la réplication intra érythrocytaire.  

 

A. Matériel :  

- 9 isolats/souches de B. henselae ont été utilisés pour tester le gène trw. 

- 100 isolats et /ou souches de B. henselae ont servi pour tester Bad A  

 

B. Méthodes : 

1) Repérage des séquences répétées (VNTR) dans les gènes étudiés:   

          Nous avons utilisé le même logiciel qu’auparavant  en modifiant quelques     

          critères pour le choix des séquences répétées tels que :  

• Taille de l’unité de base (U.B)  variant de 3 pb à 300 pb,  

• Pourcentage de conservation ≥ 80 

• Nombre de copies dans le génome de la souche de référence ≥ 2. 

Le positionnement des gènes correspondants a été vérifié sur le site    

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

 

2) Recherche des couples d’ amorces:  Les amorces dessinées sont 

accessibles en annexe 5 . 

3) Réalisation des réactions PCR :  

     Les réactions de PCR  sont réalisées comme a été décrit précédemment     

     (cf. partie 2, page 90) tout en testant deux ADN polymérases (Pfx Platinum    

     Invitrogen et Takara Ex taq RR001). 

 

C. Résultats:   

En ce qui concerne le système Trw composé de 21 gènes colinéaires 

situés dans le dernier quart du génome, nous avons pu repérer 15 VNTRs, 

répartis comme suit : 

- dans les gènes trwL6, trwL8, trwI1et trwJ1 : deux VNTRs, respectivement 

trwL6a et trwL6b ; trwL8a et trwL8b; trwI1a et trwI1b et trwj1a et trwj1b ; 
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- dans les gènes trwL4, trwL5, trwL7, TrwG, trwE, trwF et trwI2 : un seul seul 

VNTR pour chacun 

Nous n’avons pas trouvé de séquences répétées dans les gènes trwD, trwk, et 

trwM. 

Dans le gène codant pour la tête de Bad A, situé au début du génome, nous 

avons localisé deux VNTRs 

Les caractéristiques de ces VNTRs sont présentées dans le tableau 2 .    

 

 

 
Tableau 2 :  Caractéristiques des VNTR localisés dans les gènes trw et dans les gènes codant 

pour la tête de BadA 

 

Les VNTRs présents dans les gènes trw se sont tous avérés monomorphes 

pour les 16 souches testées. Ces résultats ont été confirmés par le séquençage 

de certains amplifiats. En revanche, les séquences répétées du gène codant 

pour la tête de BadA  apparaissent dimorphiques pour les 100 isolats et/ 

souches testés, mais  32 isolats/souches/100 possèdent le même allèle.  
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D. Discussion : 

En ce qui concerne le gène badA, nous avons observé la présence de deux 

allèles sur un ensemble de 100 isolats et souches testés, mais la plupart d’entre 

elles 70% possèdent le même allèle et l’impact éventuel de ce dimorphisme 

très asymétrique n’est pas encore connu. En revanche, les VNTR localisés 

dans les différents gènes trw sont apparus monomorphes. Cependant, ce 

monomorphisme apparent n’a été observé que 16 isolats et souches testés. S’il 

devait se confirmer à l’échelle d’un nombre plus élevé de souches/isolats, ce 

monomorphisme pourrait être le reflet du rôle de ces gènes dans des processus 

vitaux pour tous les isolats et/ ou souches de B. henselae, pathogènes ou non, 

les protéines Trw étant cruciales pour l’induction d’une bactériémie chez l’hôte. 

Par ailleurs, pour les gènes trw, la similitude de certaines séquences VNTR 

entre elles ainsi que la similitude entre les séquences entières des gènes qui 

les hébergent pourrait laisser supposer des duplications anciennes des VNTRs 

et/ou des gènes concernés, qui auraient ensuite divergé, peut-être pour 

permettre la fixation de B. henselae à différentes populations de globules 

rouges chez différentes espèces et différents hôtes au sein de ces espèces. 

La localisation de ces VNTR dans le dernier quart du génome témoigne une 

fois de plus de la grande plasticité du génome de B. henselae et en particulier 

de cette partie, qui favorise la duplication des structures répétées, notamment 

celles situées dans des gènes de virulence, contribuant possiblement à la 

modulation de leur expression, comme semble en témoigner le cas de arp. Il 

est intéressant de noter que chez E. ruminantium, autre α-protéobactérie, la 

deuxième moitié du génome est moins stable que la première (Frutos et al, 

2006).  
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B. henselae est une bactérie gram négative, appartenant à la classe des 

alpha Protéobactéries qui regroupe quinze familles1. Ces bactéries ont des 

relations privilégiées avec les cellules de l’hôte eucaryote (mammifères, 

arthropodes, plantes…), puisqu’elles sont soit intracellulaires facultatives, soit 

intracellulaires strictes. La plupart d’entre elles, et en particulier celles qui sont 

pathogènes pour les mammifères, se caractérisent par un génome de petite 

taille, variant de 1 à 3 Mpb et un pourcentage de GC inférieur à 40% à 

l’exception du genre Anaplasma dont le GC% est de 49%. Le faible taux de 

C+G est souvent lié à un mode de vie parasitique ou symbiotique. En ce qui 

concerne B. henselae, la taille du génome est de 1,9 Mpb et son % de GC est 

de 38%.  

Les alpha protéobactéries ont été considérées jusqu’à une époque récente 

comme essentiellement issues des populations clonales et comme présentant 

relativement peu des transferts horizontaux. Ce processus biologique 

représente une importante source de diversité chez les bactéries mais sa 

fréquence est variable d’une classe bactérienne à une autre. Depuis peu, chez 

les bartonelles, de tels mécanismes de transfert sont signalés ou suspectés. Il 

peut s’agir de transferts intra-espèces, comme chez B. henselae (Arvand et al, 

2007) ou Ehrlichia ruminantium (Hughes et al, 2007), mais aussi de 

mécanismes induisant une plus grande variabilité. Ainsi, le récent article de  

Berglund et al (2009) révèle la présence, chez une bartonelle des rongeurs, B. 

grahamii, de segments génomiques capables d’être réencapsidés dans des 

phages, et qui sont homologues à certains facteurs de virulence majeurs chez 

les bartonelles pathogènes pour l’Homme. Cependant, les phages obtenus à 

partir  de B. henselae et  B. quintana n’étaient pas  fonctionnels. Ce mécanisme  

 
                                                 

1 Anaplasmataceae, Bartonellaceae, Beijerinckiaceae, Bradyrhizobiaceae,  Brucellaceae, 
Caulobacteraceae, Holosporaceae, Hyphomicrobiaceae, Methylobacteriaceae, 
Methylocystaceae, Rhizobiaceae, Rhodobacteraceae, Rhodospirillales, Rickettsiaceae et  
Sphingomonadaceae 
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interviendrait dans l’aptitude des bartonelles de rongeurs à s’adapter à de 

nouveaux hôtes, notamment humains, ce qui peut laisser supposer qu’il aurait 

pu intervenir il y a longtemps mais ne serait plus nécessaire chez ces espèces. 

Chez diverses alpha protéobactéries, et notamment B. henselae, des 

mécanismes d’adaptation liés à l’évolution du génome à l’échelle de la cellule 

bactérienne restent donc à l’ordre du jour, par le biais de recombinaisons, 

d’insertions, de délétions, de mutations ponctuelles ou de duplication de 

segments d’ADN, surtout lors de la division cellulaire des bactéries, permettant 

ainsi de contribuer à la genèse de la diversité des souches. Les structures 

répétées de type VNTR sont réputées intervenir à ce niveau. Ces phénomènes 

sont susceptibles de jouer un rôle d’autant plus important dans la genèse de 

diversité que les transferts horizontaux sont encore réputés peu fréquents. 

C’est la raison pour laquelle il était intéressant de se pencher sur le rôle 

potentiel des VNTR chez B. henselae et sur leur utilisation comme outil de 

typage dans un contexte supposé a priori clonal.  

Cependant, le taux de séquences répétées dans les génomes bactériens est 

variable d’un agent à un autre. Ainsi, chez B. henselae, les séquences répétées 

de type minisatellites (UB> 9)  représentent 4% de la taille totale du génome, ce 

qui est élevé par rapport à certaines bactéries du groupe des gamma 

protéobactéries, comme Klebsiella (1.4%). En revanche, cette proportion est 

faible par rapport à d’autres alpha protéobactéries. Ainsi, chez E. ruminantium, 

ce pourcentage dépasse 8% (). Ceci pourrait expliquer, d’une part, le faible 

nombre de candidats VNTRs présents dans le génome de B. henselae et 

d’autre part la rareté des séquences répétées polymorphes chez cette espèce. 

Malgré ces obstacles, l’étude que nous avons menée dans notre laboratoire 

était très intéressante pour plusieurs raisons : 

-Tout d’abord,  elle nous a permis de développer un outil de typage moléculaire 

simple, facile à utiliser, standardisable, transférable d’un laboratoire à un autre 

et surtout accessible à tous les laboratoires équipés simplement d’un 

thermocycleur et de cuves d’électrophorèse. Nous avons ainsi pu développer, 

dans notre laboratoire, la technique MLVA qui est fondée sur 5 VNTRs 

sélectionnés sur la base de leur polymorphisme (A, B, C, D et E). 
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Ces 5 VNTRs polymorphes sont tous localisés sur le dernier quart du génome. 

Leur position physique représentait donc a priori un inconvénient réel 

puisqu’elle ne semblait pas à même de refléter la variabilité génomique globale 

des souches et plus particulièrement ce qui est susceptible de se passer en 

matière de polymorphisme dans la partie en amont de cette zone. En fait, il 

s’est avéré qu’au moins pour les minisatellites, le polymorphisme était 

essentiellement localisé dans cette partie du génome. 

En outre, en nous basant sur les 5 principaux VNTRs, nous avons pu révéler 

une grande diversité de souches de B. henselae, même à l’échelle d’un nombre 

limité d’isolats et souches provenant de 10 pays du monde. Cette diversité est 

traduite par un nombre élevé de  profils, qui atteint 102 sur un total de 182 

isolats/souches testés, ce qui témoigne du pouvoir discriminant de l’outil de 

typage utilisé. Cette diversité parait importante malgré le manque de 

représentativité de l’échantillonnage (échantillons issus d’une zone 

géographique limitée, nombre limité d’échantillons d’origine humaine…).  La 

diversité de souches de B. henselae a été également évaluée par d’autres 

auteurs avec d’autres techniques de typage mais avec des souches dont une 

partie était commune avec celles que nous avons typées.   

D’après le dendrogramme, la répartition des isolats et/ ou des souches de B. 

henselae en groupes (A & B) et sous groupes (Ba & Bb) révèle certaines 

tendances :  

- Premièrement , géographiques, traduites par le fait que certains isolats et  

souches de même origine ou d’origine proche sont groupés ensemble ; c’est les 

cas par exemple des isolats d’origine asiatique (Japon, Thaïlande et 

Philippines) dont 90% sont situés dans le groupe B et plus particulièrement 

dans le sous groupe Ba. En outre, le dendrogramme montre que 95% des 

isolats d’origine australienne testés sont également regroupés au sein du 

groupe B. Une telle corrélation entre la proximité géographique d’isolats et leur 

appartenance à un même complexe clonal a souvent été décrite dans la 

littérature pour différents agents pathogènes typés par MLST (Davinson et al., 

2003 ;Bain et al., 2007) Cependant, une telle corrélation n’a pas toujours été 

observée dans notre étude ; ainsi, les isolats et souches européens sont  
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répartis de façon inégale entre les deux groupes (70% dans le groupe A et 30% 

dans le groupe B). 

- Deuxièmement,  en fonction de leur espèce hôte (féline & humaine) et de 

la suspicion de leur caractère zoonotique, toutes les souches humaines testées 

étant situées dans le groupe B supposé avoir un potentiel zoonotique. Ces 

isolats et souches sont dans la plupart des cas associés à des maladies  

humaines telles qu’angiomatose bacillaire et endocardite. A l’inverse, aucun 

des isolats et souches formant le groupe A n’est d’origine humaine, ce qui nous 

a amenés à  supposer qu’elles pourraient être non zoonotiques, hypothèse 

également formulée indépendamment par Iredell et al (2003) et Arvand et al 

(2007), sur la base de la technique MLST, technique de référence pour la 

phylogénie. Bien que l’échantillonnage ne soit pas représentatif et soit de taille 

limitée, ces résultats ont été corroborés par ceux obtenus par d’autres auteurs 

avec des souches en partie communes et avec d’autres techniques : MLST, 

MST et PFGE. En particulier, la correspondance des résultats MLVA et MLST 

pour les souches communes permet de considérer comme fiable la technique 

MLVA pour la phylogénie, au moins à l’échelle des groupes. L’hypothèse d’une 

antériorité du génotype II par rapport au génotype I a été également supposée 

par d’autres auteurs (Iredell et al., 2003). 

Différents éléments suggèrent par ailleurs un rôle possible des VNTR 

polymorphes que nous avons utilisés pour le typage dans le pouvoir zoonotique 

et/ou la virulence, d’’une part, la localisation intragénique de certains VNTR et 

plus particulièrement de BHV-D, notamment dans un gène codant pour des 

protéines de surface (cas de arp, dans lequel est situé BHV-D), et d’autre part, 

la taille plus courte des souches amplifiées par ce VNTR observée dans le 

groupe ne contenant aucune souche humaine (Groupe A). Des résultats 

récents suggèrent que chez les souches du groupe A, la protéine Arp ne serait 

d’ailleurs pas exprimée (M. Berrich, communication personnelle). 

En revanche, des souches contenant plusieurs copies d’U.B et donc 

caractérisées par une taille plus longue sont dans la majorité des cas associées 

à des  atteintes  graves  chez  leur  hôte  (Homme)  mais rarement chez le chat. 

Ceci nous a conduits à supposer que le nombre d’U.B. pourrait jouer un rôle clé  
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dans  la   structure, et   par  conséquent  dans  la  fonction  de  cette  région. Le 

changement du nombre de ces séquences répétées et notamment la diminution  

du nombre d’U.B. pourrait occasionner une perte du pouvoir zoonotique, dans 

le cas où ces répétitions interviendraient dans les interactions entre B. henselae 

et le système immunitaire de l’hôte et/ ou dans des mécanismes de virulence. 

Le fait que Arp chez la souche de référence H1 (7 U.B. pour BHV-D) soit une 

protéine immunodominante amène à s’interroger sur les effets de la réduction 

du nombre d’U.B. chez les souches du groupe A (1 à 2 U.B.), voire aux effets 

de la non expression probable de cette protéine. On pourrait ainsi spéculer sur 

une plus grande persistance du génotype II par rapport au génotype I chez le 

chat liée à une plus faible stimulation du système immunitaire et d’autre part sur 

la capacité du génotype I, considéré comme plus virulent chez l’Homme, à 

s’implanter particulièrement chez les personnes immunodéprimées, en lien 

possible avec leur incapacité à développer une réponse immunitaire efficace, 

ce qui permettrait à ce génotype d’exercer alors son potentiel pathogène et de 

provoquer chez eux des formes graves telles que l’angiomatose et péliose 

bacillaires.      

Ce polymorphisme et son lien avec des propriétés biologiques pourrait ne pas 

être sans rapport avec le positionnement des VNTR et des gènes 

correspondants dans le dernier ¼ du génome. Ainsi, une partie au moins des 

gènes de la famille trw, qui est localisée dans cette zone, semble provenir de 

duplications de VNTR ancestraux qui auraient ultérieurement dégénéré, 

conférant à chacun des gènes trw une fonction différente, en lien avec la 

capacité à coloniser les érythrocytes. 

Par ailleurs, le fait que pour certains VNTR intragéniques polymorphes, le GC% 

soit très supérieur à celui du génome de B. henselae pourrait suggérer une 

origine exogène, souvent en lien avec un avantage adaptatif. 

De nombreuses questions restent cependant sans réponse. Certaines d’entre 

elles, notamment celles portant sur le rôle du VNTR présent dans Arp, et sur 

l’effet de la variation du nombre d’U.B. de ce VNTR sur la fonctionnalité de cette 

protéine, sont en cours d’investigation. Ainsi, des études fonctionnelles in vivo 

et in vitro sont nécessaires pour confirmer la capacité des souches de B.  
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henselae, caractérisées par  un  plus  faible  nombre d’U.B. de BHV-D, à induire 

ou non une réponse immunitaire protectrice chez l’Homme et/ou intervenant 

dans la clairance de la bactérie chez le chat réservoir. 

D’autres pistes méritent d’être explorées afin d’élucider de façon globale le rôle 

des séquences répétées qui reste encore mal compris, surtout chez les 

procaryotes.  

Ainsi, pour revenir à B. henselae, l’identification du rôle des autres 

protéines dont la fonction reste hypothétique et dans lesquelles nos autres 

VNTR polymorphes sont localisés, pourrait apporter dans l’avenir de nouveaux 

éléments permettant de mieux comprendre ce(s) rôle(s) des VNTR en général. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

  

Dans le cadre de cette thèse, nous avons réussi à mettre au point un outil 

de différenciation moléculaire performant, simple et transférable pour 

B.henselae, basé sur la technique MLVA. Cet outil est caractérisé par le degré 

élevé de polymorphisme conféré par la combinaison des 5 VNTRs sélectionnés 

(I.D.=0.98). Ceci nous a permis d’étudier la diversité des souches et/ou isolats 

de B. henselae  d’origine féline et humaine provenant de différentes régions du 

monde.  

Le dendrogramme que nous avons obtenu révèle une distribution des 

souches/isolats en deux groupes distincts et robustes, traduisant une structure 

de type à tendance clonale, au sein de laquelle la population évolue. Cette 

structure en deux groupes apparaît robuste, malgré la piètre qualité de 

l’échantillonnage (manque de représentativité pour la plupart des échantillons 

testés). Le manque d’isolats d’origine humaine constitue à ce niveau un 

handicap important, mais de tels isolats sont très rares.   

En outre, l’étude réalisée sur les paires Homme/chats montre que ces VNTR 

constituent un outil très fin d’étude de traçabilité.  

- La comparaison des performances de la technique MLVA versus les 

techniques MLST, MST et ECP déjà développées chez cette espèce montre 

que la technique MLVA est plus discriminante.  Elle est également plus stable 

que la technique d’ECP. Cette comparaison nous a permis dans la plupart des 

cas de retrouver facilement la correspondance entre les groupes 

/lignages/clusters établis avec les autres techniques de typage, sur la base des 

isolats/souches communs. La technique MLVA semble être adaptée, à la fois à 

des études de macro-évolution (validation des résultats MLVA par MLST, 

technique de référence pour les études phylogénétiques) qu’à des études de 

micro-évolution (concordance entre données MLVA et données du terrain dans 

le cadre d’une étude de traçabilité de l’infection entre des chats et leur maître). 

- Le typage de 178 isolats/souches, en dépit du manque de représentativité de 

l’échantillonnage, fait apparaître une association entre certains marqueurs et  
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certaines localisations géographiques, à l’échelle continentale. La séparation 

entre génotypes I/II est par ailleurs complète. Mais ces résultats méritent d’être 

validés à une plus grande échelle. 

   Les informations fournies par l’étude de ces 178 isolats/souches tendent à    

   conforter, après d’autres auteurs, l’hypothèse du caractère non zoonotique de  

   ceux appartenant au groupe A, contrairement à ceux du groupe B. Le fait que       

   les cinq VNTR polymorphes utilisés pour le typage soient intragéniques ou    

   localisés dans la zone promotrice de gènes et qu’ils comportent un nombre   

   plus élevé d’unités de base chez les isolats d’origine humaine conduit à  

   envisager que ces VNTR pourraient contribuer, en modulant l’expression de  

      ces gènes, à leur pouvoir infectieux et à leur virulence chez l’Homme.  

-C’est pourquoi, outre la nécessité d’élargir le typage MLVA à d’autres 

souches/isolats issus d’autres pays et régions du monde  (Pologne, Algérie…), 

et celle d’enrichir les données de typage concernant les isolats d’origine 

humaine, nos principales perspectives portent sur l’approfondissement du rôle 

des VNTR intragéniques dans la biologie des différentes souches de B. 

henselae chez le chat, ainsi que dans la virulence chez l’Homme et le pouvoir 

zoonotique. Notre attention va particulièrement se focaliser sur BHV-D, présent 

dans le gène arp, car la protéine Arp est la seule dont la fonction soit en partie 

connue. Il est assez frappant de noter, que les variantes de B. henselae issus 

de félidés sauvages, qui sont typables pour les autres VNTR, ne permettent pas 

d’amplifier BHV-D pour certains d’entre eux.  Or, chez B. henselae, les travaux 

en cours dans notre laboratoire tendent à montrer que le gène arp  chez les 

souches du groupe A, ne comporte que 1-2 copies de BHV-D, et surtout ne 

pourrait être exprimé. Après clonage et expression de la protéine totale 

(lorsqu’elle s’exprime) et de certains fragments de cette protéine, des 

expérimentations vont donc être menées in vitro  et in vivo (chez la souris et le 

chat), pour évaluer les activités biologiques de Arp et de ses différents 

segments, ainsi que l’influence sur ces activités du nombre d’U.B. de BHV-D. 

En particulier, les études in vitro pourraient permettre d’explorer le rôle éventuel 

de Arp dans l’adhérence aux macrophages humains vs félins et si cette 

hypothèse se confirmait, de rechercher si cette adhérence est conditionnée par  
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le nombre d’U.B. Ceci pourrait contribuer à expliquer pourquoi seules les 

souches de génotype I, porteuses d’un nombre élevé d’U.B., sont associées 

aux formes graves d’angiomatose bacillaire. In vivo, sera notamment exploré le 

pouvoir immunogène de Arp, et des peptides exprimés à partir de différents 

segments de Arp, notamment la partie NH2-terminale et les peptides 

correspondant à différentes tailles de BHV-D. 
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Annexe 1 : Tableau récapitulatif des espèces et sou s espèces de Bartonella validés 
par la comité 

 

Bartonella spp Réservoir 

 

Vecteur Hôte accidentel Pathologies Distribution 

géographique 

1ère description 

B. alsatica Lapin (Oryctolagus 

cuniculus) 

Inconnu Homme Endocardite Europe Heller et al., 1999 

B. bacilliformis Homme Phlébotome  Inconnu Maladiedecarion Cordillères des Andes Barton 1909 

B. bovis Ruminants, Bovin  

(Bos taurus) 

Hippoboscidae 

 

Homme, Chat ? Endocardite Amérique  nord Europe Bermond et al., 2002 

B. birtlesi Apodemus sp Puces 

(Ctenocephtal

mus nobilis) 

Inconnu ? Europe Bermond et al., 2002 

B.capreoli Chevreuil 

Chèvre (Capreolus 

capreolus)  

Hippoboscidae 

 

Inconnu ? Europe Bermond et al., 2002 

B.chomelii Ruminants Inconnu Inconnu ? Europe Maillard et al., 2004 

B.clarridgeiae Chat (Felis catus) Ctenocephalid

es felis 

Homme, Chien MCG Amérique du nord 

Europe 

Lawson and Collins 

1996 

B. doschiae Campagnol agreste Inconnu Inconnu ? Europe Birtles et al., 1995 

B. elizabethae Rat (Rattus 

norvegicus) 

Xenopsylla 
cheopis 

Homme, Chien Endocardite Amérique du nord 

 

Daly et al., 1993 

B. grahamii  Puce Homme Neurorétinite Europe Bermond et al., 2002 

B. henselae Chat (Felis catus) Ctenocephalid

es felis 

Homme,Chien, 

Cheval 

MCG Mondiale Slater et al., 

B. koehlerae Chat Ctenocephalid

es felis 

Homme Endocardite Amérique du nord 

 

Droz et al., 1999 

B.phoceensis Rat(Rattus rattus ?) Puce ? Inconnu ? Europe Gundi et al., 2004 

B. quintana Homme Pediculus 

humanis 

corporis 

 

Inconnu 

Fièvre de 

tranchée 

Mondiale 

 

Schminke et al., 1917 

B. 

ratiimassiliensis 

Rat (Rattus rattus ?) Puce ? Inconnu ? Europe Gundi et al., 2004 

B. rochalimae Renards roux et gris Inconnu  ? Pérou Eremeeva et al., 2007 

B. 

schoenbuchensis 

Chevreuil 

 Chèvre Capreolus 

capreolus 

Hippoboscidae

 ? 

Inconnu ? Europe Dehio et al., 2001 

B. talpae Taupe Inconnu Inconnu ? Europe Birtles et al., 1995 

B.tamiae Tamias Inconnu  ?   

B. tribocorum Rat (Rattus rattus ?) Puce ? Inconnu ? Europe Heller et al., 1998 

B. taylori Rongeurs Inconnu Inconnu ? Europe Birtles et al., 1995 

B. vinsonii 

Subsp. Vinsonii 

Subsp. Berkhoffii 

Subsp. Arupensis 

 

Rongeurs 

Coyote (Canis 

latrans) 

Peromyscus leucopus 

 

Inconnu 

Inconnu 

(Ixodes spp ?) 

Inconnu 

(puce ? tiques 

 

Inconnu 

Homme 

Homme 

 

? 

Endocardite 

Endocardite 

 

Amérique du nord 

Europe, Amérique  

Amérique du nord 

 

Weis and Dash 1982 

Kordick et al., 1996 

Welch et al., 1999 

 

B. waschoensis Ecureuil(Spermophil

us beecheyii) 

Inconnu 

(puce ?) 

Inconnu Endocardite   
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ANNEXE 2 : Caractéristiques de 5 enzymes polymérase s testées 

 
 

Taq Takara Taux faible de mutation, amplification de 

fragments génomique de 20 k.b 

Taq Eppendorf Thermostable, utilisé en PCR standard, 

Haut rendement,  bonne spécificité, taux 

de Mg2+ auto-ajustable 

Polymérase Q Biogen (Isis  Pyrococcus) issue de l'archéobactérie Pyrococcus 

abyssi, 

haut rendement, amplification des 

grands fragments d’ADN , Bonne 

relecture. 

Taq Triple Master Amplification des produits extrêmement 

longs,  rendement élevé, faible taux 

d'erreur assuré par la relecture, pratique 

et économique, un taux de Mg2+ auto-

ajustable 

Taq Invitrogen  Pfx Platinum (Invitrogen) Haute fidélité, bonne relecture, « Hot 

start » 
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ANNEXE 3 : Protocoles   PCR Pour les 5 Taqs testés  
 

dNTP à 10mM 
Primers à 10mM 

Mix Takara  : 
     

Réactifs Volume 
(µl) 

Tp 10x 2.5 
dNTP 2 
primer R 2 
primer F  2 
Taq Takara Ex 0,75µl  0.15 
ADN lysat  5 
Eau qsp  25 

               
Mix Eppendorf normal  : 
                   

Réactifs Volume (µl) 
Tp 10x 2.5 
dNTP 2 
primer R 2 
primer F  2 
Taq Eppendorf  0.2 
ADN lysat  5 
Eau qsp  25 

 
Mix Eppendorf Master  : 
  

Réactifs Volume (µl) 
Master Mix 10 
primer R  2 
primer F  2 
AND purifié  2 
Eau qsp  15 

                
Mix Eppendorf Triple Master : protocole haute fidélité : 
  

Réactifs Volume (µl) 
buffer HF 3.2 
primer R  2 
primer F  2 
dNTP 2 
Taq pol 0.4 
ADN lysat 5 
Eau qsp 10 
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Mix  Eppendorf Triple Master : protocole G-C rich : 
 
Mix 1:                                                                       Mix 2: 

Réactifs Vol (µl) 
Eau qsp  10 
 DMSO 3%  0.6 
Buffer HF  1.5 
Primer R  2 
Primer F  2 
DNA lysat  5 

 
 
Mix Taq maison à 1unité/µl : 
                                    

Réactifs Vol (µl) 
Tp 10x Takara    2,5 
primer R  2 
primer F  2 
dNTP  2 
Taq polymérase 1 
ADN 5 
Eau qsp  25 

 
                   
 
Mix PCR Invitrogen : 
Mix 1                                                                               Mix 2 

Réactifs Volume (µl) 
Tp 10x 
Takara  

2.5 

dNTP Takara  2.0 
MgSO4 0.5 
primer R  2.0 
primer F  2.0 
Taq pol 1u 0.4 
Enhancer 
buffer  

2.5 

ADN purifié  2 
Eau qsp  25 

 
 
 
 
 
 
 
 

Réactifs Vol (µl) 
eau qsp  10 
buffer HF  3.2 
dNTP  2 
Taq pol  0.2 
DNA lysat  5 

Réactifs Volume (µl) 
Tp 10x  2.5 
dNTPInvitrogen  0.5 
MgSO4 0.5 
primer R  2.0 
primer F  2.0 
Taq pol 1u 0.4 
Enhancer buffer  2.5 
ADN purifié  2 
Eau qsp  25 
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CAS PARTICULIER  :  
 
Polymérase Q Biogen : ISIS Pyrococcus (volume 50µl) 
                                        Pas d’élongation términale 
                                       Concentration en dNTP et présence de DMSO variables                                   
                   
                   

Réactifs  Volume (µl) 

Tp 10x   5 
dNTP 0,8 
primer R  5 
primer F  5 
Isis 1u 1 
Eau qsp  45 
ADN   5 
 
 
Réactifs  Volume (µl) 

Tp 5 

dNTP  2 

primer R  5 

primer F  5 

Isis 1u 1 

MSO 1,5%:           1 

Eau qsp  45 

ADN 5 
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ANNEXE 4 : Carte montrant la prevalence de B. henselae  chez les chats en 

Thailande 
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ANNEXE 5 : Caractéristiques des amorces des VNTRs l ocalisées dans trw 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nom  du VNTR Séquences des amorces  
Trw N F :CGACATACAAGAATCATCGG 

R :AATCAGAGAGAGACACGC 
trwL4  F :CGTGATTATCGCTGGTTC 

R :GCTATGACAACACCTATTCC 
TrwL5 
 

F :GGAATAGGTGTTGTCATAGC 
R :GACGCCAATAGCCCAC 

TrwL6a 
 

F :CCATCAGTTGTAGATAAGCC 
R :TTTCTTCAGACTGCCGAGA 

TrwL6b 
 

F :CTCCTATCCATCAGTTGTAG 
R :TCCTTTTCAATGTAACGCCC 

TrwL7 
 

F :CGGTGTTTTTTAGGGGTAG 
R :AATGACAACGCCAATAGCC  

TrwL8a  
 

F :AAAGGTTTAGAAATCCTCATAGG 
R :GGAAATGCTTCGTGTTTTTGTG 

TrwL8 b 
 

F :CAACAAGCAAAGGTTTAGAAATCC 
R :GCTATGAGCCACAAGAAGAT 

TrwJ1a 
 

F :CCGTTTGGGAGATACTTG 
R :GCAAAAATGTTAGCCGACG  

TrwJ1b 
 

F :CGATAAAGCCGTAAGTTTTCAA 
R:TTGTTCTGCGTTGCGTAG 

trwJ1a 
 

F :AATCCGACACAAGGAACAC 
R :CGATGATGAAGAATGGTCC  

trwl1a 
 

F :AATGTCGGTTACACGCTTG 
R :GGCAAATGACTCTTGATAATACG  

trwG F :CAACGCAACAATACAACAGC  
R :GTTACATAGCGAATGCGATG  

trwl1b 
 

F :AATGTCGGTTACACGCTTG 
R :GGCAAATGACTCTTGATAATACG  

trwE 
 

F :GACTCATCGTCATAGTAGC  
R :CATCAAATGTGGTGGCATC  

TrwF 
 

F :CTACAGTTCCGTAATGACC  
R:TTGTCCCAAGCGTTTATCG  
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ANNEXE 6 : Le dernier chapitre de la thèse 

 
 

 
 

Valorisation des compétences des docteurs 
« un nouveau chapitre de la thèse » 

 
 
 
 
 

Ecole doctorale : ABIES (Agriculture, Alimentation, Biologie, Environnement, Santé) 
 
Organisme de rattachement : Institut des Sciences et Industries du Vivant et de 
l’Environnement (Agro ParisTech)  
 
Mentor : Mr Eric Birlouez 

 
 

Thème du projet de recherche ayant servi 

de support à la thèse : 
 

Séquences répétées chez Bartonella henselae : outils 
de typage moléculaire et de recherche de mécanismes 

adaptatifs aux différents hôtes vertébrés et 
invertébrés  

 

 

 
 
 

Sujet académique de la thèse : Séquences répétées chez bartonella henselae par la 
technique MLVA et recherche des gènes adaptatifs aux différents hôtes vertébrés et 
invertébrés  

    Directrice de thèse : Mme Nadia HADDA 

    Date probable de soutenance de la thèse : Mai 2010 



                                                                                                                                    
 

ANNEXE  

 228 

 
 

I. Cadre général  et enjeux de la thèse 

 

Parmi les nombreuses bactéries transmises par des arthropodes (tiques, puces, 

poux …), les bartonelles sont des bactéries émergentes, qui infectent 

essentiellement l’homme et de nombreux mammifères tels que les carnivores 

domestiques (chiens, chats) ou sauvages (lions renards), les rongeurs (souris, 

écureuils, rats), les lagomorphes (lapins) et les ruminants (bovins). Dix espèces 

et sous-espèces sont pathogènes pour l’homme. Parmi elles, Bartonella 

henselae peut occasionner diverses maladies chez les personnes 

immunocompétentes, notamment la maladie dite «  des griffes du chat » ; chez 

5-10% de patients, cette bactériepeut provoquer des manifestations cliniques 

sévères : endocardites, encéphalites, neurorenites, osthéomélites. Chez les 

immunodéprimés, B. henselae peut induire une angiomatose bacillaire ou une 

péliose hépatique, affections graves voire  mortelles. Les chiens infestés 

peuvent également présenter de graves manifestations cliniques. 

Les chats jouent un rôle primordial dans le cycle de transmission de B. 

henselae puisqu’ils en sont à la fois le réservoir naturel et les vecteurs passifs. 

En effet, les contacts avec les chats, notamment en cas de griffure ou de 

morsure constituent un facteur de risque majeur pour l’infection humaine par B. 

henselae. Or, jusqu’ à  40% des chats d’une région peuvent être porteurs de 

bartonelles durant une longue période de temps, sans manifester aucun signe 

clinique. La transmission entre chats fait intervenir des arthropodes, 

essentiellement des puces. Ces dernières peuvent aussi jouer un rôle dans la 

transmission de B. henselae à l’homme. Cependant l’absence d’outils de 

typage moléculaire appropriés n’a pas permis de démontrer de façon 

incontestable que la puce du chat était impliquée dans l’infection humaine. En 

outre, le rôle direct d’une source féline a rarement été démontré. Dans ce 

contexte, mon travail de thèse a consisté à mettre au point un outil de 

différenciation  moléculaire applicable à B.henselae, par le développement 

d’une technique MLVA (Multi-locus VNTR Analysis) pour B. henselae. La 

détermination de la diversité des souches et des marqueurs devait alors  
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permettre  d’utiliser cet outil à des fins épidémiologiques, afin de rechercher la 

présence des marqueurs géographiques et de l’appliquer à des fins de 

traçabilité ; par ailleurs, l’outil pouvait répondre à des objectifs de recherche 

plus fondamentale : explorer les modalités 

 de transmission à l’homme, les interactions entre hôtes et bactéries ainsi les 

liens phylogénétiques qui pourraient exister entre les différentes souches.    

 

2. La thèse dans son contexte 

 

L’équipe au sein de laquelle j’ai réalisé ma thèse (890) fait partie d’une unité 

mixte de recherche (UMR BIPAR, Biologie moléculaire et immunologie 

parasitaires et fongiques), constituée de trois équipes.  Cette unité, située sur le 

site de Maisons Alfort, dépend de trois tutelles : 

Institut National de la recherche Agronomique (INRA) 

Agence Française de Sécurité Alimentaire (AFSSA) 

École Nationale Vétérinaire d’Alfort (ENVA). 

 

  Léquipe 890 est centrée sur la thématique « Bactéries transmises par les 

arthropodes ». Ses différents axes de recherche sont les suivants : 

 

- Déterminer les mécanismes moléculaires liés à la persistance de Bartonella 

sp. dans son hôte réservoir en utilisant le modèle d’infection homologue, 

B.birtlesii /souris. 

- Étudier le portage des bactéries pathogènes dans leur vecteur hématophage. 

Étudier l’infection des herbivores par Bartonella bovis;  

- Identifier des marqueurs moléculaires pour le typage des isolats de B. 

henselae et l’exploration de la diversité au sein de cette espèce.  

Le groupe auquel j’appartenais dans l’équipe 890 s’intéresse plus 

particulièrement à la dernière thématique. .En effet, les techniques déjà 

développées lorsque nous avons entamé notre travail étaient sont soit 

difficilement reproductibles et très lourdes, comme la technique d’ECP, soit 

coûteuses car basées sur le séquençage de neuf séquences intragéniques  
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(MLST). En outre, leur pouvoir discriminant était peu performant, surtout pour la 

technique MLST. 

Notre groupe est constitué de deux enseignants chercheurs, d’un ingénieur de 

recherche et d’un étudiant en master 2. 

Ma thèse a été encadrée par le docteur Nadia Haddad, enseignant chercheur à 

l’école Nationale Vétérinaire D’Alfort. 

 

3. Ma propre insertion dans le contexte  

 

Ma famille m’a toujours motivée à faire de longues études. Mon intérêt pour les 

sciences et plus particulièrement pour la biologie m’ont incitée à réaliser un 

cursus universitaire dans ce domaine. En 2001, j’ai obtenu mon diplôme de 

maîtrise en sciences naturelles (Faculté des sciences de Sfax - Tunisie) puis j’ai 

décidé de continuer mes études en France. Je me suis tout d’abord inscrite en 

maîtrise de biologie cellulaire et physiologie, qui a été validée par une 

expérience professionnelle de trois mois au sein du CNRS (laboratoire du 

centre de génétique moléculaire à GIF sur Yvette).Intéressée par l’activité de 

recherche, j’ai ensuite choisi de m’engager dans un master 2 recherche intitulé 

‘’Hôte - agent infectieux’’ à l’université de Versailles Saint Quentin et Évry Val 

d’Essonne. Cette formation a été suivie de six mois de stage à l’UMR 

BIPAR,unité dans laquelle j’ai ensuite réalisé ma thèse. En effet, au cours de 

mon stage de master 2, j’ai commencé à mettre au point la technique de typage 

par MLVA chez B. henselae et, à l’issue de ce travail de recherche, mon 

responsable m’a proposé dans le cadre d’un projet de thèse, de développer les 

applications de cette technique afin d’utiliser cet outil à des fins 

épidémiologiques et de recherche fondamentale. La perspective de poursuivre 

le travail de recherche que j’avais initié m’a séduite et j’ai donc accepté de 

m’engager dans la thèse proposée. 

Je n’ai pas participé à la définition et à la programmation du projet car ce 

dernier avait été  déjà défini avant mon arrivée dans l’unité. Cependant, j’ai 

participé assez précocement à sa mise en œuvre : J’ai pu, dès mon stage de 

master suivre l’évolution du projet et participer à ses inflexions, en assistant à la  
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plupart des réunions organisées par les différents membres de l’équipe lors de 

l’élaboration de mon futur sujet de thèse. 

 

II. Déroulement, gestion et coût du projet 

 

1-Cadrage du projet 

 

 

Les facteurs de succès de ce projet reposaient essentiellement sur la mise au 

point de la technique (typage par MLVA) car toutes les recherches qui seront 

développées après dépendent totalement de cette dernière.  

Les risques du projet de thèse étaient donc liés aux difficultés susceptibles 

d’empecher ou de retarder la mise au point de cette technique. Parmi ces 

risques, on peut citer le choix de la polymérase (on a essayé plusieurs 

polymérases), les conditions de la PCR (T° d’hybrid ation, nombre de cycle, 

quantité  et la qualité d’ADN) le choix des amorces... 

Nous avons tenté d’anticiper ces risques ou d’en limiter l’impact négatif en 

sélectionnant  seulement cinq souches pour la mise au point de la technique. 

Nous nous sommes aussi inspirés des autres travaux de typage moléculaire 

utilisant la technique MLVA effectués dans d’autres laboratoires sur d’autres 

bactéries (Brucella, Yersinia, Bacillus …)      

Pour identifier la diversité de B. henselae dans le monde, nous avons eu besoin 

d’un grand nombre de  souches provenant de différentes régions du monde. 

Pour cela,  nous avons établi un réseau de collaborations internationales, nos 

partenaires jouant le rôle des fournisseurs de matériels (souches/isolats/ADN). 

Ces partenaires ont joué aussi un rôle fondamental dans l’avancement du projet 

en contribuant aux réflexions sur le sujet. D’une part, tous sont des spécialistes 

de B. henselae, d’autre part, la plupart d’entre eux ont l’expérience d’au moins 

une des techniques de typage antérieurement développées.       
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2- Conduite du projet 

 

Pour le bon déroulement et l’aboutissement du projet, plusieurs réunions ont 

été organisées pour mettre en place puis suivre mon travail. On peut citer : 

 

� Des réunions scientifiques au sein de l’UMR associant enseignants-

chercheurs, chercheurs, ingénieurs et étudiants. Deux ou trois fois par an j’ai  

présenté mes travaux à l’ensemble du laboratoire dans le cadre de ces 

réunions. 

 

� Des réunions mensuelles de l’équipe, qui ont pour but le suivi de 

l’avancement des projets des divers membres de l’équipe dont le mien. Ces 

réunions sont aussi l’occasion de faire des comptes rendus des congrès ou des 

colloques, de s’informer sur les congrès nationaux et internationaux auxquels 

les étudiants peuvent participer afin de valoriser leur travail. Ces réunions 

servent aussi à discuter de divers aspects liés à la vie dans le laboratoire 

(nouveaux projets, mobilité des personnels, financements…) 

 

� Un comité de pilotage a été mise en place pour superviser mes travaux de 

recherche. Il s’est réunit au moins une fois par an. Ses membres étaient  mon 

encadrant  de thèse, un spécialiste en bioinformatique (AFSSA), une spécialiste 

de la technique MLVA (Orsay – Paris Sud), un bactériologiste (Pr) de 

bactériologie(ENVA) et un Pr de parasitologie (ENVA). 

 

� Des réunions hebdomadaires étaient organisées avec ma directrice de 

thèse, me permettant de faire très régulièrement  le point sur mon travail. Nous 

nous réunissons une à deux fois par semaine selon la nécessité.     
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Les grandes étapes de la thèse 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Mise au point de la technique 

Typage moléculaire (MLVA) 

Séquençage Etudes physiologiques 

Etude in silico 

Analyses Bioinformatiques 

Recherche des gènes adaptifs 

Etudes fonctionnelles 

Structures répétées chez Bartonella henselae  

                            Etudes  
                       épidémiologiques 
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Dès le départ, le  projet de thèse a été élaboré sur trois ans mais vu que le 

financement que j’ai eu a été seulement sur deux ans donc, il ya eu des 

ajustements par rapport aux objectifs fixés au départ. Ces ajustements sont 

essentiellement des nouvelles stratégies que nous avons adoptées en fonction 

des résultats obtenus au cours de la thèse. Ces nouvelles orientations nous a 

permis d’aller creuser plus  afin de découvrir d’autres pistes. 

En effet, lors de ma première réunion de ma comité de thèse, les différents 

membres de cette dernière m’ont conseillé de négliger une partie et de se 

focaliser essentiellement sur une seule partie à condition de la bien  détailler 

afin de tirer le maximum des résultats.   

  

3. Evaluation du coût de mon projet 

Cinq personnes participent au projet dans le  groupe. Je suis la seule personne 

concentrée à temps plein sur ce projet, les autres personnes participent à ce 

travail de façon très ponctuelle car elles travaillent sur d’autres projets 

transversaux en parallèle 

 

Catégorie Salaire net (3 ans)(k 

euros)  

% du temps 

Doctorant 32.4 100 

Étudiant en master 2  10.8 40 

Ingénieur d’étude 64 20 

Enseignant  

chercheur 

1188 30 

 

Matériels Coût (K euros) 

Consommables laboratoires 3 

Réactifs chimiques 10 

Logiciels informatiques 1 

Appareils techniques 6 

Formations 3 
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Le financement de ce projet provient de quatre tutelles de notre UMR qui est 

difficilement estimable. Ce financement permet l’achat des réactifs chimiques,  

des appareils, des logiciels de traitement des données, du matériel 

bureautiques et du consommable du laboratoire.   

 

III. Les compétences 

 

 Pendant toute la durée de ma thèse, j’ai acquis en plus des compétences 

scientifiques des compétences « autres » qui peuvent être  déclinées en ‘’ 

savoirs faire ‘’ compétences relationnelles qualités personnelles et 

professionnelles… 

 

1. Les compétences scientifiques 

 

Au cours de ma thèse, j’ai développé mes connaissances scientifiques à la fois 

dans le champ disciplinaire de mon travail et dans d’autres domaines 

(parasitologie, immunologies…).  

 Sur le plan pratique, j’ai appris à maîtriser un certain nombre de techniques de 

biologie moléculaire, d’analyse bioinformatique… 

 

Esprit de synthèse et esprit de critique  : La réalisation d’études 

bibliographiques a développé ma capacité à chercher l’information à savoir les 

sélectionner au regard de leur pertinence par rapport à mon sujet, à les classer 

et les organiser. La veille bibliographique  m’a permis également de développer 

mon esprit critique et de synthèse.  

 

Présenter par écrit et argumenter des résultats sci entifiques : En dehors 

du  manuscrit de thèse et des publications, j’ai élaboré des nombreux rapports 

(rapports annuels d’avancement de la thèse pour l’École doctorale) et comptes 

rendus : comptes rendus des réunions de l’UMR, comptes rendus scientifiques 

(formations, séminaires, congrès…). La rédaction de ces  différents types de  
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documents nécessite un plan clair permettant de mettre en valeurs les résultats 

obtenus, de les argumenter, de les justifier, d’être rigoureux tout en respectant 

un cahier des charges (e.g. pour les publications : nombre des mots, des 

références…).    

Partager les acquis de sa recherche (communication orale):  J’ai  présenté 

oralement mes travaux  lors des colloques (journées des doctorants à l’école 

doctorale (ABIES), journées des doctorants de l’INRA et  de congrès nationaux 

(journées du département  de santé animale de l’INRA, juin  2006 à Tours) et 

internationaux (5th International Meeting on Rickettsiae and Rickettsial 

Diseases, mai 2008 à Marseille). 

 

2. Gestion de projet 

 

Acteur de son projet  : Au cours de ma thèse, je suis rapidement devenue 

autonome sur le plan technique. Mais, j’ai su également solliciter de temps en 

temps l’expérience des autres pour résoudre certains problèmes ponctuels. 

 

Planifier les étapes de son projet  : Pour une bonne organisation de mon 

travail, Je me suis efforcée, en lien avec mon responsable d’établir des 

plannings permettant de clarifier les différentes étapes et de définir des 

priorités. Certaines priorités et orientations ont évolué en fonction des résultats 

obtenus et des réflexions qui en ont résulté. 

 

Négocier des prix et Commander des produits  : J’ai appris aussi à gérer 

mes propres commandes tout en suivant certaines démarches et procédures : 

Etablir une prévision  de dépenses, contacter des fournisseurs, négocier le prix, 

établir des bons de commandes...). 

 

Gérer le stress  : Le stress est un facteur inévitable tout au long de la thèse. 

Pour être efficace dans mon travail, il fallait que j’apprenne à le gérer de façon à 

ce qu’il ne se répercute pas sur mon « rendement » et sur mes prestations 

orales. 
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3.       Compétences relationnelles 

 

Travailler en équipe  : Je me suis rendu compte qu’il n’est pas toujours facile 

de travailler dans un laboratoire, car nous sommes toujours en interaction les 

un(e)s avec les autres, d’autant plus que nous partageons les mêmes espaces 

et les mêmes matériels. Ceci nous amène à être plus respectueux vis-à-vis des 

autres. L’utilisation des matériels communs m’a appris à être diplomate, très 

attentive aux besoins des autres et à m’adapter à leurs impératifs et à toujours 

bien m’organiser dans mon planning. 

 

Encadrer et transmettre : J’ai eu l’opportunité de participer à l’encadrement 

d’étudiants et des jeunes chercheurs dans le cadre de  leur  l’initiation à la 

technique MLVA : Il s’agissait : 

 

� De stagiaires de notre UMR : un étudiant en M1,un étudiant en M2 , une 

étudiante en licence Pro , une jeune chercheuse polonaise . 

 

� Des étudiants en M2, module biologie moléculaire : J’ai participé à la 

préparation puis à l’animation de séances de TD portant sur cette technique. 

 

Ces petites expériences m’ont permises d’être capable de motiver les 

personnes avec lesquelles on travaille, de s’adapter avec leur niveau  de 

connaissance et de pouvoir transféré tes savoirs et tes savoirs faire.     

 

 

4. Qualités personnelles 

 

Ma thèse m’a appris à être patiente car dans la recherche on n’atteint pas 

facilement les résultats espérés dès la première tentative. Il a fallu refaire les 

expériences plusieurs fois pour aboutir à des résultats fiables. Avant d’entamer  
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le projet, il m’a également fallu attendre cinq mois pour obtenir le financement 

exigé par l’école doctorale pour les étudiants qui veulent faire une thèse. 

Je me suis investie avec un grand plaisir dans ce projet que j’ai commencé et 

apprécié lors de mon stage de master. Je suis très disponible pour mon travail 

et suis capable d’adapter mon calendrier aux exigences et aux imprévus de 

mon projet. 

J’ai appris également à être très prudente et modeste sur les interprétations à 

apporter à mes résultats. Ceci a été apprécié lors des présentations aux 

congrès qui réunissent de nombreux spécialistes du domaine. 

 

 

IV- Résultats, impact de la thèse  

 

 Sur le plan scientifique, ce travail a permis d’approfondir la connaissance de 

cette bactérie et de  comprendre sa dynamique évolutive que ce soit à l’échelle 

de l’individu ou à l’échelle de la population et sur le plan technique, ma thèse a 

permis également de mettre au point un outil de typage moléculaire très 

efficace chez cette bactérie. 

 

 

Projet professionnel  

 

À  l’issue de ma thèse, j’aimerai  faire un post-doctorat que ce soit en France ou 

bien dans un autre pays anglophone qui me permettra d’une part de voir un 

autre mode de fonctionnement de laboratoire européen et d’autres part de bien 

maîtriser l’anglais qui est devenu une langue internationale . 

  

Le métier d’enseignant chercheur m’intéresse aussi car ça me permettra 

d’exercer l’enseignement qui était mon rêve depuis longtemps. A l’issue de ma  
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thèse, j’envisage donc de préparer les concours de l’enseignement supérieur et 

de la recherche (INRA). 

Malgré que ce travail a été basé que sur la recherche fondamentale je n’écarte 

pas la possibilité de travailler dans le secteur R & D et surtout au sein des 

petites ou moyenne entreprise  (PME) car ces dernières peuvent me permettre 

d’accéder rapidement  à des niveaux de responsabilité importants : Concevoir 

et piloter un projet, définir et gérer la politique qualité…  

 

 

 

      

      

 

     

 
                   
 
 

 


