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FSH: fluorescent sandwich hybridization (hybridation sandwich fluorescente) 

FSM: Falkinham's selective medium (milieu sélectif de Falkinham) 

GCïMS: gas chromatographyïmass spectrometry (chromatographie gazeuse couplée à la 

spectrophotométrie de masse) 

GE: genome equivalent (equivalent genome) 

GLM: generalized linear model (modèle linéaire généralisé) 

HbhA: heparin-binding hemagglutinin (h®magglutinine liant lôh®parine) 

HIV:  human immunodeficiency virus 

HPLC: high performance liquid chromatography (chromatographie liquide de haute performance) 

ICP-OES: inductively coupled plasma optical emission spectrometry (spectrom®trie dô®mission 

optique / plasma couplé par induction) 

ideR: iron-dependent regulatory function (système de régulation dépendant du fer) 

IRT: inhibitor removal technologyÈ (technologie dô®limination dôinibiteurs) 

ITS: internal transcribed spacer (espace transcrit interne) 

JC: Jukes-Cantor distance (distance de Jukes-Cantor) 

K2P Kimuraôs Two-parameter (paramètre 2 de Kimura) 

LAM:  lipoarabinomannan (lipoarabinomannane) 

LI:  lipidic insert (lipide intercalant) 

LJ: Löwenstein-Jensen medium (milieu de Lowenstein-Jensen) 

LOD: limit of detection (limite de détection) 

LOI: loss on ignition (perte au feu) 

LOQ: limit of quantification (limite de quantification) 

LpqH: lipoprotein antigen precursor (pr®curseur dôantig¯ne lipoprot®ique) 

MAA : Mycobacterium avium subsp. avium (Mycobacterium avium ssp. avium) 

MAC: Mycobacterium avium-intracellulare complex (complex Mycobacterium avium-

intracellulare) 

MAG: mycolylarabinogalactan (mycoarabinogalactane) 

MAH:  Mycobacterium avium subsp. hominissuis (Mycobacterium avium ssp. hominissuis) 
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MAIS: Mycobacterium avium-intracellulare-scrofulaceum complex (complex Mycobacterium 

avium-intracellulare-scrofulaceum) 

MAP: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

(Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis) 

MAS: Mycobacterium avium subsp. silvaticum (Mycobacterium avium ssp. silvaticum) 

MCE: mammalian cell entry (entrée dans les cellules de mammifère) 

MFC: Mycobacterium fortuitum complex (complexe Mycobacterium fortuitum) 

MIRUs: mycobacterial interspersed repetitive units (unités répétitives parsemées mycobactériennes) 

MLEE: multi-locus enzyme electrophoresis (électrophorèse multi-locus dôenzymes) 

MLSA: multi locus sequencing analysis (analyse de séquences multi-locus) 

MOTT: Mycobacterium other than tuberculosis (Mycobacterium autre que tuberculosis) 

MPC: Mycobacterium parafortuitum complex (complexe Mycobacterium parafortuitum) 

MPN: most probable number (nombre le plus probable) 

MTC: Mycobacterium tuberculosis complex (complexe Mycobacterium tuberculosis) 

MtC: Mycobacterium terrae complex (Mycobacterium terrae complexe) 

MY:  Mycobacterium 

NCBI: national center for biotechnology information (centre national am®ricain dôinformation en 

biotechnologie) 

NJ: neighbor-joining (matrice de jonction de voisinage) 

NTM: non tuberculous mycobacteria (mycobactérie non-tuberculeuse) 

OADC: oleic acid, bovine albumin, sodium chloride, dextrose, catalase (acide oléique, albumine 

bovin, chlorure de sodium, dextrose, catalase) 

OEOE: Ogawa medium ofloxacin ethambutol (milieu dôOgawa ¨ lôofloxacine ®thambutol) 

OEY: Ogawa egg yolk medium (milieu au jaune dôîuf dôOgawa) 

PAH: polycyclic aromatic hydrocarbons (hydrocarbures aromatiques polycycliques) 

PANTA: polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin (polymyxine B, 

amphotéricine, acide nalidixique, triméthoprime, carboxy-pénicilline) 

PANTAV: polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin, vancomycine 

(polymyxine B, amphotéricine, acide nalidixique, triméthoprime, carboxy-pénicilline, 

vancomycin) 

PCA: principal component analysis (analyse des composantes principales) 

PCR: polymerase chain reaction (polymérisation en chaine) 

PCR-REA: polymerase chain reaction-restriction enzyme analysis (polymérisation en chaine et analyse 

par restriction enzymatique) 

PE: Pro-Glu (Proline-Glutamine) 

PFGE: pulsed field gel electrophoresis (électrophorèse en champs pulsés) 

PO4
3-
: orthophosphates (orthophosphates) 

POC: particulate organic carbon (carbone organique particulaire) 

PPE: Pro-Pro-Glu (Proline-Proline-Glutamine) 



Liste des abréviations 

 11 

PPEM: potentially pathogenic environmental mycobacteria (mycobacteries environnementale 

potentiellement pathogène) 

qPCR: quantitative polymerase chaine reaction (réaction de polymérisation en chaine quantitative) 

r
2
: correlation coefficient (coefficient de corrélation) 

rep-PCR: repetitive sequence typing (typage des séquences répétées) 

RIDOM: ribosomal differentiation of medical microorganisms (différentiation ribosomale des 

microorganismes médicaux) 

RIF: rifampicin (rifampicine) 

RFLP: restriction fragment length polymorphism (polymorphismes de longueur des fragments de 

restriction) 

Rpf: resuscitation promoting factor (facteur déclenchant la ressuscitation) 

ROX: 6-carboxy-X-rhodamine (6-carboxy-X-rhodamine) 

RT-PCR: reverse transcriptase PCR (PCR en transcription inverse) 

RT-qPCR: reverse transcriptase quantitative PCR (PCR quantitative en transcription inverse) 

RWTP: rain water treatment plant (station de dépollution des eaux de pluviales) 

SDS: sodium dodecyl sulfate (dodécylsulfate de sodium) 

SGM: slow-growing mycobacteria (mycobactérie à croissance lente) 

Sig: sigma factor (facteur sigma) 

Sp: specificity (spécificité) 

Ss: sensitivity (sensibilité) 

SSCP: single-strand conformation polymorphism (polymorphisme de conformation de simple 

brin) 

ST: streptomycin (streptomycine) 

TC: total cells (cellules totales) 

TET: tetra-chloro-6-carboxyfluorescein (tetra-chloro-6-carboxyfluorescéine) 

TGGE: temperature gradient gel electrophoresis (électrophorèse de gel en gradiant de température) 

TKN: total Kjeldahl nitrogen (azote Kjeldahl total) 

Tm: melting temperature (températures de fusion) 

TSS: total suspended solids (solides en suspension totaux) 

tRFLP: terminal restriction fragment length polymorphism (polymorphisme de longs fragments de 

restriction terminaux) 

TAMRA:  6-carboxy-tetramethylrhodamine (6-carboxy-tétraméthylrhodamine) 

TTGE: temporal temperature gradient gel electrophoresis (électrophorèse de gel en gradiant 

temporel de température) 

UPGMA: unweighted pair group method with arithmetic mean (method non pondérée de groupage 

des paires par moyenne arithmétique) 

VBNC: viable but nonculturable (viable mais non-cultivable) 

VNTR: variable number of tandem repeat (variations du nombre de répétition en tandem) 

WWTP:  waste water treatment plant (station dô®puration) 
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atpE: adenosine-5'-triphosphate subunit C (sous-unit® C de lôad®nosine triphosphate) 

atpB: adenosine-5'-triphosphate subunit A (sous-unité A de lôad®nosine triphosphate) 

bfrA: bacterioferritin (bactérioferritine) 

bfrB: ferritin (ferritine) 

cmaA1: cyclopropane mycolic acid A1 (acide mycolique cyclopropane A1) 

dps: decaprenyl diphosphate (décaprényl diphosphate) 

esx: early secretory system (système de sécrétion rapide) 

fad: fatty acid degradation operon (opéron de dégradation des acides gras) 

gyrA: gyrase A subunit (sous-unité A de la gyrase) 

gyrB: gyrase B subunit (sous-unité B de la gyrase) 

hsp65: 65 kDa stress-heat shock protein (protéine de résistance aux chocs thermiques) 

ideR: iron-dependent regulatory function (système de régulation dépendant du fer) 

kstR: 3-ketosteroid æ1-dehydrogenase (3-c®tost®roµde æ1-déhydrogènase) 

lppM: lipoprotein M (lipoprotéine M) 

mce: mammalian cell entry (entrée dans les cellules de mammifères) 

murA: UDP-NAG transferase (transférase UDP-NAG) 

mbt: mycobactin (mycobactin) 

nidA: ring-hydroxylating dioxygenase Ŭ subunit (sous-unit®s Ŭ de la d®shydrog®nase des cycles 

aromatiques) 

nidB: ring-hydroxylating dioxygenase ɓ subunit (sous-unit®s ɓ de la d®shydrog®nase des cycles 

aromatiques) 

recA: homologous recombination (recombinase) 

relA: guanosine 3',5'-bispyrophosphate (guanosine 3',5'-bispyrophosphate) 

rpoB: RNA-polymerase (ARN polymerase) 

rrs: 16S rRNA (ARNr 16S) 

rrl : 23S rRNA (ARNr  23S) 

rrf : 5S rRNA (ARNr  5S) 

sodA: superoxyde dismutase (superoxyde dismutase) 

tyrS: tyrosyl-tRNA synthetase (synthétase tyrosyl-tRNA) 

ure: urease operon (opéron uréase) 

virS: virulence factor (facteur de virulence) 

 



 

 

 

 



 

 

« Lorsqu'un homme s'installe avec un travail dans un coin, il 

abandonne autant de vie qu'il acquiert de connaissance » 

William Butler Yeats 
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Les besoins vitaux de lôHumain lui sont apport®s par la Terre, quôil doit par cons®quent 

sauvegarder pour sa santé immédiate et celle des générations futures. Néanmoins, les activités 

de lôhomme, tels que le développement des villes et lôintensification des ®levages et cultures 

destinés à la consommation, ont un impact direct sur son environnement, en particulier sur 

lôeau et le sol des bassins versants, définis par l'ensemble des territoires drainés par un cours 

d'eau principal et ses affluents. Ainsi, la directive cadre sur lôeau (2000/60/CE) établit des 

objectifs de pr®servation et restauration de lôeau de surface et de lôeau souterraine dôici 2015. 

Cette directive implique donc lô®tude du flux et du comportement de polluants chimiques 

dans les bassins versants. En France, le bassin versant de la Seine est le plus anthropisé. 

Effectivement, dans sa partie Parisienne, il est constitu® dôune zone urbaine tr¯s dense de plus 

de 10 millions dôhabitants, entour®e par des r®gions dôagriculture intensive. 

Parmi les polluants microbiologiques de lôenvironnement, les mycobact®ries non-

tuberculeuses sont dôun int®r°t grandissant. Certaines eaux de surface, comme les rivières, les 

lacs, les étangs, et les sources chaudes, ainsi que certains sols, sont considérés comme des 

sources majeures de mycobactéries non-tuberculeuses. Parmi les infections humaines causées 

par ces mycobact®ries dôorigine hydrique, qui par ailleurs sont pathog¯nes pour de nombreux 

animaux, les infections pulmonaires et cutanées sont souvent décrites. Cependant, leur cycle 

de vie dans lôenvironnement est mal connu, et requiert des outils analytiques qui ne sont 

actuellement pas adaptés aux échantillons environnementaux. Le présent travail propose donc 

dôam®liorer les connaissances sur les mycobactéries non-tuberculeuses dans les bassins 

versants. Il  sôint¯gre dans les programmes OPUR (Observatoire des Polluants Urbains en Ile-

de-France) et PIREN-Seine (Programme Interdisciplinaire de Recherche sur lôEnvironnement 

de la Seine), et se situe à leur interface. 

Pour atteindre cet objectif, un lô®tat de lôart sur les mycobact®ries dans les bassins 

versants a tout dôabord ®t® dress®, il int¯gre leurs caractéristiques morphologiques, 

physiologiques, génétiques, épidémiologiques, écologiques, ainsi que la description des outils 

analytiques permettant leur étude. Il constitue le cîur du premier chapitre de ce manuscrit. 

Le second chapitre, lui, se focalise sur le d®veloppement dôoutils de quantification des 

mycobactéries dans des échantillons environnementaux, et intègre la comparaison de 

m®thodes de culture, de cibles mol®culaires de quantification, et de m®thodes dôextraction 

nucléique. Il sôarticule sous forme de trois publications : 

 

Article j Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron et F.S. Lucas (2010). 

Comparison of culture methods for isolation of nontuberculous mycobacteria from surface 

waters. Applied and Environmental Microbiology 76(11): 3514-3520 (doi: 

10.1128/AEM.02659-09). 

 

Article k Radomski N., F.S. Lucas, R. Moilleron, E. Cambau, S. Haenn et L. Moulin (2010). 

Development of a real-time qPCR method for detection and enumeration of Mycobacterium 

spp. in surface water. Applied and Environmental Microbiology 76(21): 7348-7351 (doi: 

10.1128/AEM.00942-10). 

 

Article l Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron et F. Lucas (2010). 

Effective DNA extraction method for quantification of Mycobacterium spp. in surface water 

by real-time PCR. (soumis à Canadian Journal of Microbiology). 
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Les outils analytiques développés ont été ensuite appliqués à des échantillons de 

lôenvironnement pour d®crire, dans un troisi¯me chapitre, le comportement des mycobact®ries 

¨ diff®rents points strat®giques du cycle de lôeau en milieu urbain. Ainsi, le devenir des 

mycobactéries a-t-il ®t® suivi dans une station dô®puration par temps sec ¨ lô®chelle des 

ouvrages. Ce suivi a été réalisé dans le cadre du thème 4 de la phase 3 du programme OPUR, 

qui porte sur lôefficacit® ®puratoire des fili¯res de traitement des eaux résiduaires urbaines : 

aspects microbiologiques et physico-chimiques. De même, les apports diffus de temps de 

pluie ont ®t® suivis ¨ lôoccasion dôune campagne sur la Marne, organis®e dans le cadre du 

programme PIREN-Seine. Pour compléter ce suivi dans différents compartiments 

environnementaux, la relation entre composition de sols, a priori propices au développement 

des mycobactéries, et les niveaux de mycobactéries effectivement mesurés a été analysée. Ce 

dernier projet est le fruit dôune collaboration avec lô®quipe du Pr. J.O. Falkinham III  du 

Virginia Polytechnic Institute. Trois publications, synthétisant les résultats que nous avons 

obtenus, structurent ce chapitre : 

 

Article m Radomski N., L. Betelli, R. Moilleron, S. Haenn, L. Moulin, E. Cambau, 

V. Rocher, A. Gonçalves et F.S. Lucas (2010). Mycobacterium behavior in wastewater 

treatment plant during dry weather, a bacterial model distinct from Escherichia coli and 

Enterococcus. Environmental Science and Technology 45(12): 5380-5386 (doi: 

10.1021/es104084c). 

 

Article n Radomski, N., E. Cambau, F.S. Lucas, S. Haenn, R. Moilleron, A. Pruden, 

J.O. Falkinham III et L. Moulin (2010). Factors affecting the mycobacteria densities in soils. 

 

Article o Radomski, N., E. Cambau, S. Haenn, L. Moulin, R. Moilleron et F.S. Lucas (2010). 

Mycobacteria density decreases in surface water of urban, peri-urban and rural areas during 

storm weather. 

 

Pour finir, le quatrième chapitre est réservé à une discussion sur la transposition des 

outils analytiques cliniques aux matrices environnementales, ainsi quô¨ la proposition dôune 

nouvelle strat®gie de d®veloppement dôoutils mol®culaires de d®tection de microorganismes 

dans lôenvironnement. Il est constitu® dôun chapitre de livre, fruit de la collaboration avec le 

Pr. J.O. Falkinham III , et dôun article, qui r®sulte dôune collaboration qui a ®t® initi®e ¨ mon 

initiative avec le Docteur M.A. Behr de lôUniversit® de McGill et le Docteur F. Veyrier de 

lôInstitut Pasteur de Paris : 

 

Article p Radomski N., R. Moilleron, F.S. Lucas et J.O. Falkinham III (2011). Challenges in 

environmental monitoring of pathogens: Case study in Mycobacterium avium. A. Méndez-

Vilas Eds. Badajoz, Current Research, Technology and Education Topics in Applied 

Microbiology and Microbial Biotechnology. 2(2): 1551-1561 (ISBN 13: 978-84-614-6195-0). 

 

Article q Radomski N., F. Veyrier, E. Cambau, R. Moilleron, L. Moulin, M.A. Behr, 

F.S. Lucas (2010). New strategy for in silico identification of exclusively conserved 

sequences in Mycobacterium spp. genomes. 



 

 

« Lôart ne reproduit pas le visible, il le rend visible » 

Paul Klee 
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I / Les mycobactéries non-tuberculeuses 

Sans parler de la lèpre, dont lôincidence en France m®tropolitaine nôest pas connue et 

dont la prévalence était estimée à 0,013 cas pour 10 000 habitants dans les territoires dôOutre-

Mer entre 1995 et 1998 (Flageul 2009), il a été observé entre 1985 et 1995 une diminution des 

cas de tuberculose et, dans le même temps, une augmentation des cas de mycobactérioses au 

centre hospitalier universitaire de Nancy (Dailloux et al. 1999). Néanmoins, contrairement à 

la tuberculose qui est une maladie à déclaration obligatoire en France, et dont lôincidence ®tait 

estimée à 8,5 cas pour 100 000 habitants en 2006 (5 336 déclarations) principalement dans les 

populations socio-économiquement vulnérables dôIle-de-France et de Guyane (Che 2008), il 

nôexiste pas actuellement dô®valuation de lôincidence des mycobact®rioses ¨ lô®chelle 

nationale française. Côest en ce sens que parmi les trois types de pathologies causées par des 

mycobactéries distinctes, les mycobactérioses causées par les mycobactéries non-

tuberculeuses (non tuberculous mycobacteria: NTM) sont dôun int®r°t grandissant pour la 

santé publique en France. Lôorigine des NTM étant reconnue comme environnementale 

(Falkinham 2009), ce premier chapitre se focalisera donc sur lô®tat de lôart des connaissances 

sur les mycobactéries et plus particulièrement sur les NTM dans les bassins versants. 

I.1 / Les généralités 

I.1.a / La taxonomie 

¶ Le genre Mycobacterium 

Dôapr¯s le Bergeyôs manuel (Murray et al. 1989), le genre bactérien Mycobacterium est 

le seul genre de la famille des Mycobacteriacea. Cette famille bactérienne fait partie du sous-

ordre Corynebacterineae, de lôordre Actinomycetales, de la sous-classe Actinobacterineae, et 

de la classe Actinobacteria. Les espèces du genre Mycobacterium, communément nommées 

mycobactéries, sont aussi rassemblées au sein du groupe Corynebacterium-Nocardia-

Mycobacterium (CNM), dans lequel a été ajouté dernièrement le genre Rhodococcus (Murray 

et al. 1989). Effectivement, les cellules des genres bactériens Mycobacterium, 

Corynebacterium, Nocardia, et Rhodococcus, mais aussi le genre Dietzia, Gordona et 

Tsukamurella présentent un génome riche en bases nucléiques Guanine-Cytosine entre 48 et 

73 % (Cocito et al. 1994 ; Gangadharam et Jenkins 1998a ; Prescott et al. 2003 ; Casas Botero 

et al. 2007 ; Euzéby 2010), ainsi quôun niveau important dôacide mycolique (Barksdale et 

Kim 1977 ; Holt 1989 ; Gangadharam et Jenkins 1998a). En raison de ce niveau important en 

acide mycolique, les genres bactériens du groupe CNM, ainsi que les genres moins décrits 

Dietzia, Gordona et Tsukamurella, sont aussi nommés bacilles acido-alcoolo-résistants (acid-

fast bacilli : AFB) en raison des caractéristiques particulières de leur membrane qui leur 

confèrent des propriétés tinctoriales. 

¶ Les ensembles du genre Mycobacterium 

Au sein du genre Mycobacterium, trois grands ensembles dôesp¯ces sont d®crits : les 

mycobacteries du complexe tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis complex: MTC) qui 

sont responsables de la tuberculose telle que M. tuberculosis (aussi nommé bacille de Koch et 

anciennement nommé Bacterium tuberculosis), M. africanum, M. bovis, M. canettii, 

M. caprae, M. microti et M. pinnipedii ; les mycobactéries responsables de la lèpre humaine 

et féline, respectivement M. leprae (aussi nommée Hansen et anciennement Bacterium leprae) 

et M. lepraemurium ; et les NTM, quôil est encore possible de trouver sous dôautres 

nominations comme mycobactéries atypiques, mycobactéries environnementales 

potentiellement pathogènes (potentially pathogenic environmental mycobacteria: PPEM), ou 

Mycobacterium autres que tuberculosis (Mycobacterium other than tuberculosis: MOTT) 

(Inderlied et al. 1993 ; Caruso et al. 2009 ; del Rio Camacho et al. 2010). Il est à noter que, 

même si elles présentent des virulences atténuées, les souches vaccinales nommées bacilles de 

Calmette et Guérin (BCG) d®rivent de lôesp¯ce M. bovis, et sont donc classées dans le MTC. 
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¶ Les complexes dôesp¯ces de mycobact®ries non-tuberculeuses 

Au sein des NTM, des ensembles dôesp¯ces ou de sous-espèces sont aussi décrits sous 

lôappellation de complexe car les espèces les constituants sont en cours de description. Le 

plus connu est constitué de mycobactéries du complexe avium-intracellulare (Mycobacterium 

avium-intracellulare complex: MAC), avec historiquement les espèces M. intracellulare 

(Cuttino et McCabe 1949) et M. avium (Thorel et al. 1990), et plus récemment les espèces 

M. chimaera (Tortoli et al. 2004), M. colombiense (Murcia et al. 2006), 

M. bouchedurhonense, M. marseillense, M. timonense (Ben Salah et al. 2009) et M. vulneris 

(van Ingen et al. 2009c). De plus, lôesp¯ce M. avium comporte quatre sous-espèces 

génotypiquement distinct (Radomski et al. 2010) : M. avium ssp. avium (MAA) , 

M. avium ssp. paratuberculosis (MAP), M. avium ssp. silvaticum (MAS) (Thorel et al. 1990), 

et M. avium ssp. hominissuis (MAH) (Annexe 1). 

Un second complexe de NTM intègre les mycobactéries du complexe fortuitum 

(Mycobacterium fortuitum complex : MFC), avec les deux espèces historiques M. fortuitum 

(Da Costa Cruz 1938) et M. peregrinum (Kusunoki et Ezaki 1992), ainsi que plus récemment 

les espèces M. boenickei, M. brisbanense, M. houstonense et M. neworleansense, auparavant 

connues sont le nom de biovar 3 (Schinsky et al. 2004). De plus, lôesp¯ce M. fortuitum 

comprend deux sous-espèces nommées M. fortuitum ssp. fortuitum et 

M. fortuitum ssp. acetamidolyticum (Kusunoki et Ezaki 1992). 

Un troisième complexe très proche des espèces du MFC, intègre les mycobactéries du 

complexe parafortuitum (Mycobacterium parafortuitum complex: MPC), avec les espèces 

M. diernhoferi, M. parafortuitum et M. austroafricanum (Tsukamura et al. 1965 ; Tsukamura 

et al. 1983c), et un quatrième complexe intègre les mycobactéries du complexe terrae 

(Mycobacterium terrae complex: MtC), avec les espèces M. terrae, M. triviale et 

M. nonchromogenicum (Tsukamura 1965 ; Wayne 1966 ; Kubica et al. 1970). Il est aussi à 

noter un ancien complexe intégrant les mycobactéries du complexe M. aviumïintracellulareï

scrofulaceum (Mycobacterium avium-intracellulare-scrofulaceum complex: MAIS) 

(Kirschner et al. 1993 ; Wayne et al. 1993), quôil est encore possible de trouver dans la 

littérature (van Ingen et al. 2009c). 

¶ Les espèces de mycobactéries non-tuberculeuses 

Sans parler du MTC dont les espèces ont toutes une croissance lente, ni du complexe 

lépreux dont les espèces ne sont pas cultivables in vitro (M. leprae) ou très difficilement 

(M. lepraemurium), les NTM sont divisées en deux grands ensembles : les NTM à croissance 

rapide (fast-growing mycobacteria: FGM) et les NTM à croissance lente (slow-growing 

mycobacteria: SGM). Il est communément admis que les NTM à croissance rapide sont 

visibles ¨ lôîil nu avant 8 jours à 37°C sur le milieu Löwenstein-Jensen, alors que les NTM à 

croissance lente le sont après 7 jours dans les mêmes conditions (Euzéby 2010). Néanmoins, 

cette segmentation repose en réalité sur plusieurs critères tels que la croissance, dans certaines 

conditions de substrats et de températures, la pigmentation, ainsi que la résistance et la 

tol®rance ¨ certains compos®s. A lôexception de lôesp¯ce de M. pulveris (Tsukamura et al. 

1983a) qui est considérée comme une NTM à croissance intermédiaire, la dernière estimation 

du nombre dôesp¯ce et de sous-espèces appartenant au genre Mycobacterium recense 78 NTM 

à croissance rapide et 79 NTM à croissance lente (Annexe 2). Ce recensement des espèces ou 

sous-espèces du genre Mycobacterium arrive à une estimation de 158 NTM (Annexe 2), soit 

au total 167 espèces différentes du genre Mycobacterium, dont seulement 41 espèces ou sous-

espèces, ont été officialisées dans la dernière liste des noms bactériens acceptés (Skerman et 

al. 1989). 
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I.1.b / Les caractéristiques morphologiques 

¶ Organisation de la paroi 

Les mycobactéries sont des AFB mesurant entre 1 et 10 µm de longueur et 0,2 et 

0,6 µm de diamètre (Prescott et al. 2003 ; Bruijnesteijn van Coppenraet 2009), avec une 

épaisseur du peptidoglycane variant de 4 à 10 nm (Takade et al. 2003). Les bacilles du genre 

Mycobacterium peuvent être de forme droite incurvée ou spiralée (Prescott et al. 2003). 

Néanmoins, la forme du bacille nôest pas un crit¯re dôidentification admis. La structure de la 

paroi des mycobactéries présente des points communs avec celle des bactéries à Gram positif. 

Contrairement aux bactéries à Gram positif classiques, la paroi des mycobactéries, tout 

comme les AFB, a une organisation tripartite, avec une membrane cytoplasmique 

accompagn®e dôun peptidoglycane, dôune couche pariétale de mycolate transparente aux 

électrons et dôune couche externe (Legrand et al. 1999). 

¶ Les polyosides pariétaux de la paroi 

Chez les mycobactéries, cette couche externe organisée comme une monocouche 

structurée, se comporte comme une bicouche fonctionnelle (Legrand et al. 1999) constituée 

de polyosides pariétaux mycoarabinogalactane (MAG) et lipoarabinomannane (LAM) qui 

forment une pseudocapsule au-dessus de la couche externe (Legrand et al. 1999 ; Alsteens et 

al. 2008 ; Verbelen et al. 2009). Ces deux polyosides pariétaux joueraient un rôle majeur dans 

la virulence des mycobactéries, et dans la résistance naturelle de ces AFB aux antituberculeux 

classiques. Le polyoside pariétal MAG est un polymère linéaire de galactose fixé à la 

bicouche phospholipidique de la membrane cytoplasmique, prolongé par un polymère 

dôarabinose ramifi® ou non, et se terminant par des acides mycoliques (AM) et des lipides 

intercalant (LI) qui tapissent la surface de la paroi (Figure 2). Le polyoside pariétal LAM est 

un polymère linéaire ou ramifié de mannose fixé par liaison ester aux phospholipides du 

peptidoglycane ou à des phosphorites aux acides mycoliques, prolongé par un polymère 

lin®aire ou ramifi® dôarabinose, et se terminant par des dim¯res de mannose (Figure 2). Le 

LAM jouerait un rôle dans la cohésion de la paroi (Euzéby 2010). Les acides mycoliques sont 

des acides 3-hydroxy carboxyliques avec une chaine aliphatique en position 2 (R1-CH(OH)-

CH(R2)-COOH), et un haut poids moléculaire (entre 30 et 90 atomes de carbones). Les acides 

mycoliques de 60 et 90 atomes de carbone, avec au maximum deux insaturations, sont 

caractéristiques du genre Mycobacterium (Gangadharam et Jenkins 1998a ; Goodfellow et 

Magee 1998), alors que les acides mycoliques de 22 à 72 atomes de carbone, avec au 

maximum 5 insaturations, sont rencontrés dans les Actinobacteria apparentées au genre 

Corynebacterium, Dietzia, Gordonae, Nocardia, Rhodococcus et Tsukamurella 

(Gangadharam et Jenkins 1998a). Concernant le genre Mycobacterium, 7 formes structurales 

dôacides mycoliques peuvent composer la surface du bacille (Figure 2). Cette structure très 

particulière de la paroi mycobactérienne, qui peut contenir jusquô¨ 60 % de lipides, explique, 

au moins partiellement, les propriétés tinctoriales, la pathogénicité et la résistance à divers 

antibiotiques et aux agents chimique (Minnikin 1982). 

¶ Les autres constituants de la paroi 

La paroi des mycobact®ries, en plus des polyosides pari®taux, est constitu®e dôune 

matrice de phospholipides simples ou contenant du mannose, des molécules amphiphiles 

comme les sulpholipides, les phénolglycolipides et les dimycolates de tréhalose, ainsi que de 

protéines comme les porines, et de peptidoglycolipides nommés mycosides (Euzéby 2010). 
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AM : acide mycolique ; CAP : capsule ; CM : membrane cytoplasmique ; CWS : squelette de la paroi ; ETL : 

couche pariétale de mycolate transparente aux électrons ; IL : couche interne ; LAM  : lipoarabinomannane ; LI : 

lipide intercalant ; LM : lipomannane ; MAG : mycoarabinogalactame ; OL : couche externe ; P : porine ; PG : 

peptidoglycane ; PL : phospholipide ; TL : couche membranaire transparente aux électrons. 

Figure 1 : Vue sch®matique de lôorganisation g®n®rale de la paroi mycobact®rienne (Legrand et al. 1999 ; 

Alsteens et al. 2008 ; Verbelen et al. 2009) 

 

Figure 2 : Structures types dôacide mycolique : Ŭ-mycolate (A), Ŭô-mycolate (B), époxy-mycolate (C), céto-

mycolate (D), méthoxy-mycolate (E), ɔ-méthoxy-mycolate (F) et éther de mycolate (G) ; les valeurs de l, m, 

n et x varient de 11 à 35 atomes de carbone (Gangadharam et Jenkins 1998a) 

 



Chapitre I : Mycobactéries et bassins versants 

 24 

I.1.c / Les caractéristiques physiologiques 

¶ Un métabolisme hétérotrophe intermédiaire 

Les mycobactéries ont un métabolisme hétérotrophe intermédiaire aux bactéries 

prototrophes et auxotrophes (Ramakrishnan et al. 1972). Effectivement, les mycobactéries 

sont aérobies ou microaérophiles, chimiotrophes (source dô®nergie par oxydation), 

organotrophes (donneur dô®lectron organique), h®t®rotrophes (source de carbone organique), 

et pour la plupart relativement auxotrophes (Euzéby 2010). Concernant le métabolisme des 

glucides, les mycobactéries peuvent assimiler les sucres simples par voie oxydative en 

utilisant la glycolyse ou la voie des pentoses phosphates, et présentent un cycle de Krebs 

(Ramakrishnan et al. 1972). Elles possèdent par conséquent une catalase qui leur permet de 

contrer lôaccumulation de peroxyde dôhydrog¯ne issu de la chaine respiratoire. Chez les 

mycobactéries, le métabolisme des lipides se fait par ɓ-oxydation, et des biosynthèses 

lipidiques sont présentes pour produire les acides gras (Ramakrishnan et al. 1972). Quatre 

syst¯mes dô®longation des chaines dôacides gras lin®aire saturés coexisteraient, un système 

a®robie de production dôacides gras insatur®s, ainsi que trois syst¯mes de ramification 

dôacides gras, lôun pour les ramifications m®thyl®es simples au centre des chaines, le 

deuxième pour les ramifications méthylées multiples du côté carboxyle des chaines, et le 

troisième pour la ramification des acides gras présentant de longues chaines et une ou deux 

fonction oxygénées (Figure 2). Des biosynthèses de lipides particuliers sont aussi présentes 

telles que les synthèses de lipopolysaccharides (MAG), de phénolglycolipides (mycosides) et 

de phospholipides (Ramakrishnan et al. 1972). 

¶ Des vitesses de croissance faibles 

Les NTM sont considérées comme mésophiles, avec une multiplication débutant entre 

18ÁC et 22ÁC, optimale entre 28ÁC et 31ÁC, et sôarr°tant entre 41ÁC et 52ÁC (Kazda 2000). 

Seule la NTM à croissance rapide M. psychrotolerans est capable de se multiplier à des 

temp®ratures tr¯s basses de lôordre de 4 ¨ 37ÁC (Trujillo  et al. 2004). Il nôexiste pas de donn®e 

sur le temps de génération des NTM dans lôenvironnement. N®anmoins dans des conditions 

optimales en laboratoire, les temps de génération vont de 2 heures pour la NTM à croissance 

rapide M. smegmatis, à 21 heures pour la NTM à croissance lente M. aurum, ce qui est 

comparable au temps de génération de 24 heures de la mycobactérie à croissance lente du 

MTC M. tuberculosis (Hiriyanna et Ramakrishnan 1986 ; Williams et al. 1998). Des 

exceptions sont aussi à noter comme les NTM à croissance lente M. marinum dont le temps 

de g®n®ration nôest que de 4 ¨ 6 heures, et M. avium ssp. paratuberculosis dont le temps de 

génération peut aller jusquô¨ 7 jours dans des conditions optimales de laboratoire (Rybniker et 

al. 2003 ; Harris et al. 2005). 

¶ Des propriétés caractéristiques des colonies 

En fonction des milieux solides de culture utilisés (Euzéby 2010), les différentes 

espèces de mycobactérie donnent des colonies lisses ou rugueuses, présentant une taille 

importante (colonie eugonique) ou non (colonie dysgonique). Certaines espèces produisent 

des pigments caroténoïdes non diffusibles à la lumière (espèce photochromogène) ou à 

lôobscurit® (esp¯ce scotochromog¯ne), et dôautres non (achromog¯ne). 
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I.1.d / Les caractéristiques génétiques 

La comparaison des génomes de M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae et MAP, montre 

que ces derniers présentent des voies similaires de fonctionnement, concernant le 

métabolisme énergétique, la biosynthèse des acides aminés, la biosynthèse des cofacteurs, le 

métabolisme nucléotidique, et le métabolisme des macromolécules (Marri et al. 2006). De 

plus, en comparaison ¨ dôautres genres bact®riens, le genre Mycobacterium présente les 

caractéristiques génétiques suivantes. 

¶ Lôimportance des capacit®s codantes 

Mise à part M. leprae qui possède un génome de plus petite taille que les autres 

mycobactéries, il est remarquable que les génomes des espèces du MTC et des NTM aient une 

capacité codante importante allant, par exemple, de 92,4 % pour M. smegmatis à 73,4 % pour 

M. ulcerans (Tableau 1). 

Tableau 1 : Densité codante et capacité codante de génomes mycobactériens séquencés entièrement 
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Espèce du genre 

Mycobacterium 

Référence Taille du 

génome (pb) 

M. abscessus (Ripoll et al. 2009) 5067172 4920 1030 958 93,0 
M. avium ssp. paratuberculosis (Li  et al. 2005) 4829781 4350 1112 1012 91,3 
M. bovis (Garnier et al. 2003) 4345492 3953 1099 995 90,6 
M. gilvum (Ripoll et al. 2009) 5619607 5241 1072 986 92,0 
M. leprae (Stinear et al. 2010) 3268203 1605 2036 1010 49,6 

M. marinum (Stinear et al. 2010) 6636827 5424 1233 1101 89,3 
M. smegmatis (Li  et al. 2005) 6988209 6897 1013 936 92,4 
M. tuberculosis (Cole et al. 1998) 4411532 3959 1114 1012 90,8 
M. ulcerans (Stinear et al. 2010) 5631606 4160 1353 979 73,4 
M. vanbaalenii (Ripoll et al. 2009) 6491865 5979 1086 988 91,0 

¶ La variabilité des capacités de mutabilité 

Il est remarquable que les espèces pathogènes intracellulaires strictes au sein des 

mycobactéries, à savoir celles responsables de la lèpre et de la tuberculose, aient un matériel 

génétique faiblement mutable suggérant que ces pathogènes ont développé des mécanismes 

de conservation de leur génome afin de se prémunir des attaques de lôenvironnement 

phagocytaire de la cellule hôte (Clark-Curtiss 1990). Par opposition, la diversité des espèces 

de NTM (Annexe 2), ainsi que leur taille de génome relativement plus importante que les 

espèces pathogènes intracellulaire strictes (Fogel et al. 1999), suggèrent quôelles ont une 

muabilité plus importante afin de développer divers types de mécanismes leur permettant de 

sôadapter ¨ diff®rentes niches ®cologiques dans lôenvironnement. Par ailleurs, il est ¨ noter 

que des événements de recombinaisons homologues sont détectables à la fois chez les 

mycobactéries à croissance rapide et à croissance lente (Baulard et al. 1996). 

¶ Les possibilités de transferts horizontaux de gènes 

Des éléments de prophages sont détectables dans les génomes des NTM M. abscessus, 

M. marinum et M. ulcerans qui en contiendraient respectivement 4, 10 et 2 (Ripoll et al. 

2009). Depuis les récents projets de s®quen­age de lôensemble du g®nome de certaines 

espèces de NTM, la comparaison de ces derniers est désormais possible. Lôune de ces ®tudes 

souligne que lôabsence de g¯ne codant pour des enzymes de restriction de lôADN dans le 

génomes de MAP par comparaison aux génomes de M. tuberculosis, M. bovis et M. leprae, 

pourrait suggérer lôexistence dôun taux important de transfert de gènes pour cette espèce du 

MAC (Marri et al. 2006). Une autre étude de comparaison de génomes mycobactériens a 
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permis de décrypter à différentes strates phylogéniques 137 transferts horizontaux de gènes 

entre M. tuberculosis H37Rv et des espèces de NTM à croissance lente (Veyrier et al. 2009). 

Plus précisément, ce décryptage a mis en évidence des gènes orthologues (gènes homologues 

de deux esp¯ces et descendant dôune unique s®quence pr®sente chez leur dernier anc°tre 

commun) codant le fonctionnement métabolique et la modification des lipides des 

mycobactéries, ce qui a corrobor® lôhypoth¯se concernant les transferts horizontaux de g¯nes 

entre M. tuberculosis H37Rv et certaines NTM à croissance lente reconnues comme 

potentiellement pathogènes. En particulier, 28 gènes de M. tuberculosis H37Rv ont été acquis 

de lôancêtre commun des mycobactéries à croissance lente étudiées (M. kansasii, M. marinum, 

M. ulcerans, M. avium ssp. avium, M. avium ssp. hominissuis, M. avium ssp. paratuberculosis 

et M. intracellulare), 40 g¯nes acquis de lôanc°tre commun de la lign®e M. marinum ; 

M. ulcerans ; M. kansasii ; M. tuberculosis, 14 g¯nes acquis de lôanc°tre commun de la lign®e 

M. kansasii ; M. tuberculosis, ainsi que 55 g¯nes acquis sp®cifiquement de lôanc°tre de 

lôesp¯ce actuelle de M. tuberculosis (Veyrier et al. 2009). Par ailleurs, une autre étude vient 

de détecter dans le génome entier récemment séquencé de la NTM à croissance rapide 

M. abscessus, des transferts horizontaux de gènes acquis de bactéries environnementales 

génétiquement proches ou non, comme les Actinomycètes Rhodococcus et Streptomyces, 

ainsi que des bactéries pathogènes fréquemment isolées de fibroses cystiques comme 

Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia cepacia (Ripoll et al. 2009). Ces gènes codent la 

biosynthèse du colorant bactéricide phénazine et de lôacide ph®nac®tique, le catabolisme de 

lôacide homogentisique, ainsi que des processus de dégradation de lôADN (Ripoll et al. 2009). 

¶ Lôimportante variabilit® des polarit®s de transcription 

Le s®quen­age de lôensemble du g®nome de M. tuberculosis H37Rv a permis de mettre 

en évidence que seulement 59 % des gènes étaient transcrits dans la même polarité contre 

75 % chez Bacillus subtilis dont la croissance est nettement plus rapide. Cette observation a 

initialement conduit ¨ lôhypoth¯se que cette variabilité des polarités de transcription, allant de 

paire avec les capacités codantes des mycobactéries (Tableau 1), pouvait expliquer leur faible 

vitesse de croissance (Cole et al. 1998). Cette observation a aussi était faite suite au 

séquençage de la totalité du génome de la NTM à croissance lente M. avium 

ssp paratuberculosis qui présente aussi 59 % de ces gènes transcrits avec la même polarité (Li  

et al. 2005). Néanmoins, ces auteurs ont aussi fait remarquer que Escherichia coli, qui a aussi 

une vitesse de croissance nettement plus importante que celle des mycobactéries, ne présente 

que 55 % de ces gènes transcrits avec la même polarité, et donc que ce facteur ne pouvait pas 

expliquer à lui seul la croissance faible des mycobactéries (Li  et al. 2005). 

¶ Une variabilit® de la taille de lôh®lice 18 de lôARNr 16S 

Le séquençage du gène rrs (16S rRNA) codant la sous-unit® 16S de lôARN ribosomale 

a permis de confirmer que les mycobactéries appartenaient bien à un même genre bactérien, et 

également que la segmentation entre les mycobactéries à croissances lente et rapide qui avait 

été faite initialement sur la base des observations physiologiques (Stahl et Urbance 1990 ; 

Shinnick et Good 1994). Effectivement, contrairement aux mycobactéries à croissance rapide, 

les mycobactéries à croissance lente se caractériseraient par une courte ou longue hélice 18 

(Menendez et al. 2002 ; Tortoli 2006), sur la base du modèle de la structure secondaire de 

lôARNr 16 proposé par Kempsell et al. pour lôesp¯ce de r®f®rence M. tuberculosis (Kempsell 

et al. 1992). Côest en ce sens que la recherche des diff®rences entre les mycobact®ries ¨ 

croissances lente et rapide sôest focalis®e sur lôop®ron ribosomique. 

¶ La faiblesse des copies de lôop®ron ribosomique 

Alors quôaucune diff®rence nôest remarquable entre la taille des génomes des NTM à 

croissance rapide et lente (Tableau 2), la majorité des NTM à croissance lente ne possèdent 

quôune seule copie de lôARNr 16S, et la majorité des mycobactéries à croissance rapide en 
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possèdent deux (Bercovier et al. 1986). Certaines exceptions sont à noter comme les NTM à 

croissance rapide M. chelonae, M. abscessus et M. alvei qui possèdent une copie de 

lôARNr 16S (Domenech et al. 1994 ; Wallace et al. 1996 ; Menendez et al. 2002), et les NTM 

à croissance lente M. terrae et M. celatum qui en possèdent deux différentes (Ninet et al. 1996 

; Reischl et al. 1998b). Néanmoins, les ARNr 16S en deux exemplaires sont généralement 

identiques ou très similaires au sein des espèces (Turenne et al. 2001). Lôop®ron rrn codant 

les sous-unités 16S (16S rRNA: rrs), 23S (23S rRNA: rrl ) et 5S (5S rRNA: rrf ) du ribosome 

mycobactérien est nommé opéron rrnA, et est situé en aval du gène murA (UDP-NAG 

transferase) codant pour la transférase UDP-NAG. Le second opéron, qui est présent chez des 

mycobactéries à croissance rapide, est nommé rrnB, et est situé en aval du gène tyrS (tyrosyl-

tRNA synthetase) codant pour la synthétase tyrosyl-tRNA (Menendez et al. 2002 ; 

Stadthagen-Gomez et al. 2008). Lô®tude effectu®e sur lôesp¯ce ¨ croissance lente M. celatum 

qui possède deux opérons rrs comme les mycobactéries à croissance rapide, indique que 

lôanc°tre commun des mycobact®ries poss®dait les op®rons rrnA et rrnB et que la perte de 

lôop®ron rrnB aurait engendr® lôapparition des mycobact®ries ¨ croissance lente (Stadthagen-

Gomez et al. 2008). Parmi les espèces de NTM dont le nombre de copies de lôARNr 16S est 

connu, 80 % des espèces à croissance rapide en possèdent une copie (12 espèces sur 15) et 

71 % des espèces à croissance lente en possèdent deux copies (5 espèces sur 7). 

Tableau 2 : Taille du g®nome et nombre de copies de g¯nes dans lôop®ron rrn  de mycobactéries non-

tuberculeuses à croissances rapide (A) et lente (B) 

 Espèce Taille du génome  Nombre dô®l®ments dans lôop®ron rrn  

  kpb Référence  16S ITS 23S 5S ARNt  Référence 

A M. abscessus 5067 (Ripoll et al. 2009)  1    47 (Ripoll et al. 2009) 

 M. agri    2     (Menendez et al. 2002) 

 M. alvei    1     (Menendez et al. 2002) 

 M. chelonae 4045 (Fogel et al. 1999)  1     (Domenech et al. 1994) 

 M. diernhoferi    2     (Menendez et al. 2002) 

 M. fortuitum 5000 (Fogel et al. 1999)  2     (Menendez et al. 2002) 

 M. gilvum 5619 (Klappenbach et al. 2001)  2  2 2 46 (Klappenbach et al. 2001) 

 M. mucogenicum    2     (Menendez et al. 2002) 

 M. peregrinum    2     (Menendez et al. 2002) 

 M. phlei 6311 (Fogel et al. 1999)  2 2 2 2  (Klappenbach et al. 2001) 

 M. porcinum    2     (Menendez et al. 2002) 

 M. senegalense    2     (Menendez et al. 2002) 

 M. smegmatis 7168 (Fogel et al. 1999)  2 2 2 2 47 (Klappenbach et al. 2001) 

 M. vaccae 4045 (Fogel et al. 1999)        

 M. vanbaalenii 6491 (Klappenbach et al. 2001)  2  2 2 49 (Klappenbach et al. 2001) 

 M. wolinskyi    2     (Menendez et al. 2002) 

B M. avium 5838 (Fogel et al. 1999)  1 1 1 1 46 (Klappenbach et al. 2001) 

 M. celatum    2     (Reischl et al. 1998b) 

 M. farcinogenes 7023 (Fogel et al. 1999)        

 M. intracellulare    1 1 1 1  (Klappenbach et al. 2001) 

 M. gastri 6796 (Fogel et al. 1999)        

 M. gordonae 7395 (Fogel et al. 1999)        

 M. intracellulare 5016 (Fogel et al. 1999)  1     (Bercovier et al. 1986) 

 M. kansasii 6197 (Fogel et al. 1999)        

 M. marinum 5825 (Fogel et al. 1999)  1    46 (Ripoll et al. 2009) 

 M. scrofulaceum 5639 (Fogel et al. 1999)        

 M. terrae    2     (Ninet et al. 1996) 

 M. ulcerans 5631 (Klappenbach et al. 2001)  1  1 1 45  

 M. xenopi 5324 (Fogel et al. 1999)        

¶ Une variabilité du nombre de promoteurs des opérons rrs 

Plusieurs ®tudes rapportent que lôop®ron rrnB des mycobactéries ne pr®sente quôun seul 

promoteur quôelle soit ¨ croissance rapide ou lente, alors que lôop®ron rrnA des 

mycobactéries à croissance rapide possède plusieurs promoteurs (Tableau 3). Par antagonisme 

¨ lôobservation quôil existe plus de promoteurs sur lôop®ron rrnA que sur lôop®ron rrnB, il 

semble que ce dernier pour la NTM à croissance rapide M. fortuitum contribue plus à la 
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production de pré-ARN que son opéron rrnA (Menendez et al. 2002). Il semble donc difficile 

dôaffirmer que les vitesses de croissance des NTM soient uniquement la cons®quence dôun 

nombre de promoteur sur lôop®ron rrnA sup®rieur ¨ celui observ® sur lôop®ron rrnB. Par 

ailleurs, lôop®ron rrnA des mycobact®ries ¨ croissance rapide poss¯de dôavantage de 

promoteurs lorsque lôesp¯ce ne poss¯de pas lôop®ron rrnB, ce qui est le cas pour les espèces 

M. chelonae et M. abscessus (Tableau 3). Cette observation a amen® lôhypoth¯se selon 

laquelle les mycobactéries à croissance lente, ne poss®dant pas lôop®ron rrnB, limitaient ce 

d®ficit par plus de promoteurs ¨ lôop®ron rrnA que nôen ont les mycobact®ries ¨ croissance 

rapide poss®dant lôop®ron rrnB (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997). 

Tableau 3 : Nombre de promoteurs des opérons rrnA et rrnB de mycobactéries à croissance rapide et à 

croissance lente possédant ou non (na : non applicable) lôop®ron rrnB 

Croissance et nombre Espèce Nombre de promoteurs Référence 

dôop®rons rrn   rrnA rrnB  

Rapide à deux opérons M. phlei 3 1 (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
 M. smegmatis 3 1 (Menendez et al. 2002) 

 M. fortuitum 4 1 (Menendez et al. 2002) 
 M. neoaurum 3 1 (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
Rapide à un opéron M. chelonae 5 na (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
 M. abscessus 5 na (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
Lente à deux opérons M. celatum 2 1 (Stadthagen-Gomez et al. 2008) 
Lente à un opéron M. tuberculosis 1 na (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 

I.2 / Lô®pid®miologie 

I.2.a / Le pouvoir pathogène 

Les mycobactéries peuvent être regroupées en fonction de leur pouvoir pathogène. 

Certains auteurs parlent de lôensemble des mycobact®ries pathog¯nes obligatoires en y 

intégrant les espèces du MTC et M. leprae, de lôensemble des mycobact®ries potentiellement 

pathogènes en y intégrant les NTM M. ulcerans, M. marinum, M. abscessus, M. fortuitum, 

M. chelonae, M. kansasii, M. avium, M. intracellulare, M. malmoense, M. xenopi et 

M. haemophilum, ainsi que de lôensemble des mycobact®ries saprophytes environnementales 

qui int®grerait lôensemble des autres esp¯ces de NTM (Kazda 2009 ; Kazda et Pavlik 2009 ; 

Pavlik et al. 2009). Dôautres auteurs parlent de lôensemble des mycobact®ries sp®cifiquement 

pathogènes en y regroupant les espèces du MTC, M. leprae, M. ulcerans et M. marinum car 

elles provoquent des pathologies caractéristiques connues sous les appellations respectives de 

tuberculose, lèpre, ulcère de Buruli et granulome de piscine, ainsi que de lôensemble des 

mycobactéries pathogènes opportunistes en y regroupant les espèces M. fortuitum, 

M. chelonae, M. kansasii, M. avium, M. intracellulare, M. malmoense, M. xenopi, 

M. haemophilum, M. scrofulaceum, M. simiae, M. celatum, M. gordonae, M. szulgai, 

M. genavense et M. asiaticum (Gangadharam et Jenkins 1998a). Il est aussi possible de 

trouver dans la littérature les espèces du MTC, lôesp¯ce M. leprae, ainsi que les espèces de 

NTM M. ulcerans, M. kansasii et M. haemophilum, regroup®es dans lôensemble des 

mycobactéries pathogènes obligatoires par opposition aux autres NTM considérées comme 

provenant de lôenvironnement (Kazda 2000). Il nôy a donc pas de consensus sur la 

pathogénicité des NTM. Effectivement, certaines NTM peuvent coloniser les surfaces 

cutanées, les muqueuses ou les sécrétions biologiques sans provoquer de maladie (Hopewell 

et Bloom 2000), mais rares sont les espèces de NTM qui nôont jamais ®t® d®crites dans des 

cas infectieux humains ou animaux (Tortoli 2006). 

I.2.b / Lôorigine environnementale 

En lôabsence de transmissions inter-humaines connues (Radomski et al. 2010), il 

semblerait que lôhomme, au m°me titre que les animaux, soit contamin® par des NTM 

provenant de lôenvironnement (Annexe 1). Effectivement, les descriptions des espèces NTM 

ont ®t® faites ¨ partir dôisolements de cas infectieux dôhumains ou dôanimaux, que lôon appelle 
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en fait mycobactérioses, ou ¨ partir dôisolements de lôenvironnement (Annexe 2). Par 

exemple, une ®tude de cohorte effectu®e avec des tests cutan®s de recherche dôantig¯nes chez 

la population en Floride indique que le sol est un réservoir majoritaire de la NTM M.°avium, 

associée à des pathologies humaines, et que les personnes ayant des activités agricoles sont 

les plus expos®es ¨ lôinfection (Reed et al. 2006). Par ailleurs, une étude de comparaison de 

séquences nucléiques, à Rio de Janeiro, rapporte que les espèces de NTM isolées de cas 

humains et de lôenvironnement sont souvent semblables (Senna et al. 2008). Dans le cas 

présent, les NTM dôorigine environnementale avaient ®t® isol®es de lôeau, du sol, de f¯ces 

bovines et de porcs. Les isolats environnementaux présentant des similarités avec les isolats 

cliniques avaient été majoritairement attribués aux NTM M. avium ssp. et M. fortuitum (Senna 

et al. 2008). Bien que lôenvironnement semble °tre une source majeure des infections à NTM, 

par comparaison avec des isolats humains et animaux par polymorphismes de longueur des 

fragments de restriction (restriction fragment length polymorphism: RFLP) et variations du 

nombre de répétition en tandem et des unités répétitives parsemées mycobactériennes 

(variable number of tandem repeat- mycobacterial interspersed repetitive units: VNTR-

MIRUs), il a été démontré lors de mon master que des isolats de MAH issus de cas humains 

ou animaux présentaient des combinaisons de profils génétiques identiques ou similaires 

(Annexe 1), et donc que le risque zoonotique nô®tait pas ¨ exclure (Radomski et al. 2010). En 

Finlande, une ®tude de comparaison dôisolats humains, animaux et environnementaux par 

analyse des lipides membranaires, tests conventionnels et séquençage du gène rrs et de 

lôespace transcrit interne (internal transcribed spacer: ITS), indique que lôeau dôun ruisseau 

pourrait être une origine majeure de mycobactérioses humaines et animales, en particulier 

lôesp¯ce M. bohemicum dont les isolats humains et environnementaux présentaient des profils 

identiques (Torkko et al. 2002). 

I.2.c / Lôincidence 

¶ Mondiale 

M°me si lôorganisation mondiale pour la santé a déclaré les NTM pathogènes émergents 

dans lôeau en 2004 (Pedley et al. 2004), il nôy a pas dô®valuation mondiale de lôincidence des 

mycobactérioses pour chaque espèce de NTM. Néanmoins, la mycobactériose majeure sur le 

globe, provoquée par M. kansasii, représente environ 11,6 cas pour 100 000 habitants en 2009 

(Kazda et Pavlik 2009), soit environ 788 800 cas dans le monde si lôon consid¯re que la 

population mondiale en 2009 ®tait dôenviron 6,8 milliards dôindividus. A titre de 

comparaison, ce chiffre est sup®rieur ¨ lôincidence de la l¯pre qui atteignait 286 000 cas en 

2004 et 219 826 cas dans lôh®misph¯re sud en 2006 (Kazda et Pavlik 2009), et très inférieur à 

lôincidence de la tuberculose, d®clar®e priorit® mondiale par lôorganisation mondiale pour la 

santé, estim®e actuellement ¨ environ 1,7 milliard dôhumains infect®s sur le globe, 

majoritairement en Afrique, en Asie du Sud-Est et dans le Pacifique Ouest (Gangadharam et 

Jenkins 1998b). 

¶ Française 

En 2006, 2007 et 2008, le réseau Azay de surveillance des mycobactérioses en France 

(Maugein et Bauriaud 2009) a recensé respectivement 242, 207 et 231 cas sur 20 centres 

hospitaliers, majoritairement causés par les espèces M. avium-intracellulare, et dans une 

moindre mesure par les espèces M. abscessus, M. xenopi, M. marinum, M. kansasii et 

M. chelonae (Figure 3A). Sans prendre en compte les hôpitaux locaux, les centres hospitaliers 

spécialisés en psychiatrie, les centres de lutte contre le cancer, ainsi que les établissements de 

lutte contre les maladies mentales et les établissements de soins de courte, moyenne et longue 

durées, lôInstitut national de la statistique et des études économiques recensait en France 527 

centres hospitaliers publics en 2007. Si lôon considère que ces centres hospitaliers ont la 

m°me capacit® dôaccueil, ce qui ne refl¯te pas la r®alit®, il serait donc possible dôestimer ¨ au 
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moins 5 000 les cas de mycobact®rioses en France pour lôann®e 2007, toutes esp¯ces de NTM 

confondues hors établissements privés.  

I.2.d / Les formes de mycobactériose 

Le recensement des mycobactérioses en France entre 2006 et 2008 par le réseau Azay 

de surveillance des mycobactérioses (Maugein et Bauriaud 2009), indique que les formes 

pulmonaires sont prédominantes et majoritairement provoquées par M. avium-intracellulare, 

et, dans une moindre mesure, par M. abscessus, M. xenopi et M. kansasii (Figure 3B). Les 

autres formes de mycobactériose sont moins fréquentes et regroupent des formes cutanées 

provoquées principalement par M. marinum et M. chelonae, des formes disséminées 

provoquées par M. avium-intracellulare, des lymphadénites provoquées par M. avium-

intracellulare principalement chez lôenfant, et des formes articulaires rares provoqu®es 

principalement par M. xenopi et M. arupense (Figure 3B). Ces observations suggèrent des 

voies dôexposition majoritairement respiratoires et dans une moindre mesure cutanées. 
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* M. celatum, M. genavense, M. goodii, M. haemophilum, M. houstonense, M. malmoense, 

M. nonchromogenicum, M. peregrinum, M. scrofulaceum, M. simiae, M. szulgai, M. triplex. 

 

Figure 3 : Synthèse du nombre de cas (A) et de forme (B) de mycobactérioses humaines recensées dans les 

20 centres hospitaliers français du réseau de surveillance Azay (12 concernant M. marinum) entre 2006 et 

2008 (données adaptée (Maugein et Bauriaud 2009)) 
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I.2.e / Les voies dôexposition 

Les données françaises sur les formes de mycobactérioses (Figure 3B) sont totalement 

en accord avec les ®tudes dôautres pays pour lesquelles les formes pulmonaires, cutan®es et 

ganglionnaires seraient caus®es ou soup­onn®es dôavoir ®t® caus®es par de lôeau contamin®e 

(Annexe 3). Ces observations suggèrent aussi des formes respiratoires ou cutanées et 

soulignent lôexistence de cas attribu®s ¨ des actes iatrog¯nes comme les infections 

nosocomiales suite à un acte chirurgical (Rajini et al. 2007) ou les infections post-

traumatiques (Adékambi et al. 2006e). Ces mycobactérioses acquises par voies respiratoire, 

cutan®e ou iatrog¯ne seraient principalement caus®es par de lôeau contamin®e de diff®rentes 

natures, allant de lôeau du robinet ¨ lôeau de rivi¯re en passant par lôeau de baignade, des 

a®rosols ou de lôeau mar®cageuse (Annexe 3). Par ailleurs, une seule étude, en Floride, 

indique que le sol serait un réservoir du MAC associé à des infections humaines, et que les 

personnes ayant des expositions prolongées au sol auraient un risque accru dôinfection par le 

MAC (Reed et al. 2006). Néanmoins, aucune étude à ce jour ne décrit la ou les voies 

dôexposition aux NTM provenant du sol. 

¶ Voie dôexposition aux infections pulmonaires 

Parmi les infections humaines aux NTM li®es ¨ lôeau, lôinfection pulmonaire est tr¯s 

d®crite. Dans ces cas, lôeau sous forme dôa®rosol est incriminée et cause des infections à 

M. szulgai chez des adultes immunodéprimés (Zhang et al. 2002) ainsi que des infections par 

le MAC (Khoor et al. 2001 ; Falkinham 2003b ; Lumb et al. 2004 ; Primm et al. 2004 ; 

Marras et al. 2005 ; Sood et al. 2007) et, dans une moindre mesure, des infections à 

M. fortuitum (Khoor et al. 2001 ; Sood et al. 2007), M. immunogenum (Falkinham 2003b ; 

Kim et Yur 2004 ; Primm et al. 2004), et M. terrae (Jussila et al. 2002), M. chelonae (Primm 

et al. 2004) chez des adultes immunocompétents. Ces infections par inhalation ont été 

observées dans des jacuzzis (Kahana et Kay 1997 ; Khoor et al. 2001), des enceintes de loisirs 

(Falkinham 2003b ; Lumb et al. 2004 ; Primm et al. 2004), des locaux infiltr®s dôeau (Jussila 

et al. 2002), des locaux de travail (Falkinham 2003b) et même des enceintes hospitalières 

(Zhang et al. 2002) et des maisons individuelles (Falkinham 2003a ; Marras et al. 2005), au 

Canada, en Australie, en Finlande et aux USA. Certaines formes pulmonaires de 

mycobactérioses humaines ont aussi été décrites sans pour autant pouvoir les relier à des 

infections dôorigines hydriques. Cela a été le cas aux USA, Corée, Israël, Afrique du Sud ou 

Canada, et les espèces incriminées étaient majoritairement M. kansasii (Corbett et al. 1999 ; 

Marras et al. 2004 ; Manali et al. 2005 ; Yim et al. 2005 ; Shitrit et al. 2006), ainsi que les 

espèces du MAC (Corbett et al. 1999 ; Eckburg et al. 2000), M. gordonae (Barber et al. 1991 

; Corbett et al. 1999 ; Eckburg et al. 2000), M. mucogenicum (Eckburg et al. 2000), M. xenopi 

(Park et al. 2007), M. flavescens, M. fortuitum, M. malmoense, M. scrofulaceum, M. szulgai et 

M. terrae (Corbett et al. 1999). 

¶ Voie dôexposition aux infections cutan®es 

Les infections cutanées aux NTM li®es ¨ lôeau sont aussi tr¯s d®crites. Outre lôulc¯re 

cutan® de Buruli caus® par lôeau contamin®e par M. ulcerans dans lôh®misph¯re sud (Ross et 

al. 1997 ; Stinear et al. 2000 ; Pedley et al. 2004 ; Williamson et al. 2008), dôautres NTM 

causent dans lôh®misph¯re nord des infections cutan®es. Lôeau de lôenvironnement a ®t® 

incriminée dans des cas de dermatites ulcératives causées par M. bohemicum chez des 

personnes âgées en Finlande (Torkko et al. 2001). Aux USA, de nombreuses études 

rapportent des cas dôinfections cutan®es ou des furonculoses chez des personnes 

immunocompétentes, provoquées par des NTM ayant contamin® lôeau de centres de p®dicure 

comme M. fortuitum (Winthrop et al. 2002 ; Sniezek et al. 2003 ; Vugia et al. 2005), 

M. chelonae (Sniezek et al. 2003) et M. mageritense (Gira et al. 2004). Des infections 

cutanées des membres, sous forme de nodules, ont aussi été observées chez des personnes 

immunocompétentes ayant contracté M. marinum apr¯s un contact cutan® avec de lôeau 
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contaminée de piscines en Chine (Cai et al. 2006) ou dôaquariums aux USA (Cassetty et 

Sanchez 2004). Sans pour autant relier lôinfection ¨ une contamination hydrique, lôesp¯ce 

M. cosmeticum a été décrite dans le cas dôune femme présentant des lésions sous-dermales 

suite ¨ des bains de pieds et dô®viers dans un centre de m®soth®rapie aux USA (Cooksey et al. 

2004). 

¶ Voie dôexposition aux infections ganglionnaires 

Lôeau en g®n®ral est une origine possible des infections ganglionnaires chez les enfants 

aussi nommées lymphadénites et pouvant être dues aux espèces du MAC, M. kansasii, et 

M. scrofulaceum (Falkinham 2003a ; Primm et al. 2004). Plus précisément, des infections 

ganglionnaires aux NTM ont pu °tre caus®es par de lôeau de piscine contamin®e par les 

espèces du MAC ou M. haemophilum aux Pays-Bas (Lindeboom et al. 2005), et de lôeau du 

robinet contaminée par M. gordonae en Suisse et en Italie (Tortoli et al. 1999), 

respectivement chez des enfants et des sujets immunodéficients. Sans incriminer lôeau comme 

vecteur de lôinfection, des lymphad®nites m®ning®es ont de plus ®t® provoqu®es par 

M. mucogenicum en France chez des personnes immunocompétentes (Adékambi et al. 2006b) 

et par M. palustre chez des enfants en Finlande (Torkko et al. 2002). 

¶ Voie dôexposition aux infections articulaires et osseuses 

Sans vecteur de contamination connu, des infections articulaires et osseuses sont à 

noter. Ces infections peuvent prendre plusieurs formes comme des ostéomyélites (infection de 

lôos) au Japon (Yano et al. 2004) et des arthrites septiques (inflammation de l'articulation) en 

Israël (Neuberger et al. 2006) provoquées par M. kansasii, des ténosynovites (inflammation 

d'un tendon et de sa gaine synoviale) en Chine provoquées par M. marinum (Tsai et al. 2006), 

des spondylites (inflammation des vertèbres) en France provoquées par M. xenopi (Meybeck 

et al. 2005). Dôapr¯s une ®tude en France, lôeau du robinet dôun bloc chirurgical fut la source 

de contamination à M. xenopi au cours dôinterventions chirurgicales sur des patients soufrants 

dôhernies discales. Les infections des vert¯bres en r®sultant furent observ®es jusquô¨ 4 ans 

après les mesures de contrôle mises en place (Astagneau et al. 2001). 

¶ Voie dôexposition aux infections particuli¯res 

Certaines infections aux NTM li®es ¨ lôeau surviennent en raison dôautres facteurs 

additionnels. Par exemple, les personnes à risques comme les patients porteurs du virus de 

lôimmunod®ficience humain (human immunodeficiency virus: HIV) sont particulièrement 

sensibles aux infections dôorigine hydrique causées par le MAC (Falkinham 2003b). Les actes 

chirurgicaux, comme les laparoscopies, sont aussi des facteurs augmentant le risque 

dôinfection ¨ M. chelonae li®e ¨ lôeau (Rajini et al. 2007). Il a été aussi décrit un cas 

dôinfection à M. conceptionense chez une personne ayant séjourné longtemps dans lôeau dôune 

rivière suite à une lésion ouverte accidentelle du tibia (Adékambi et al. 2006e). Lôeau de 

rivière semble aussi pouvoir véhiculer MAP (Pickup et al. 2005), soup­onn®e °tre lôagent 

étiologique de la maladie de Crohn (Legrand et al. 1999). Cette maladie est, en général, une 

inflammation du gros intestin sous forme de granulomes, et lôagent responsable de lôinfection 

présente des caractéristiques culturales et biochimiques semblables à celles de MAP. A ce 

jour, lô®tat des recherches rend difficile dôaffirmer que lôagent responsable de la maladie de 

Crohn est MAP, ou une nouvelle espèce de mycobactérie, ou encore une cause 

multifactorielle (Thorel 1989). Sans relier ces cas ¨ une contamination dôorigine hydrique, des 

formes très particulières de mycobactérioses sont observables comme des néphrites 

(inflammation du rein) en Italie (Serra et al. 2007) et des nécroses des tissus en Finlande 

(Lehtinen et al. 2005) provoquées par M. fortuitum, ainsi que dôautre infections diverses en 

Zambie provoquées par M. lentiflavum et M. intracellulare (Buijtels et Petit 2005). 
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I.2.f / Les facteurs de virulence 

¶ Les familles de protéines PE et PPE 

Une importante proportion des capacités codantes des mycobactéries est utilisée pour 

produire deux familles de protéines mycobactériennes de surface énigmatiques qui ont la 

particularit® dô°tre riches en glycine : la famille PE et la famille PPE. Comme leur nom 

lôindique, ces familles de protéines présentent toutes en N terminal les profils Pro-Glu (PE) et 

Pro-Pro-Glu (PPE), suivis de résidus conservés de taille variable, et de répétions de motifs 

riches en glycine en position C terminal (Cole et al. 1998 ; Garnier et al. 2003 ; Li et al. 2005 

; Stinear et al. 2010). A titre dôexemple, ces familles de prot®ines repr®senteraient 4,2 % des 

protéines de M. tuberculosis (167 PE et PPE), 1,4 % pour M. bovis (57 PE et PPE), 0,9 % 

pour M. avium ssp. paratuberculosis (42 PE et PPE), 2,8 % pour M. ulcerans (115 PE et PPE) 

et 5,2 % pour M. marinum (281 PE et PPE). Sans pour autant avoir défini clairement leur rôle, 

ces familles de protéines PE et PPE joueraient un rôle antigénique majeur dans les 

mécanismes de réponse immunitaire (Denis et Perronne 2004). De plus, une étude de 

comparaison des génomes a souligné que la différence principale entre ceux de 

M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae et MAP, était les gènes codant la synthèse de ces 

protéines riches en glycine (Marri et al. 2006). 

¶ Les protéines ESAT 

Les gènes codant les familles de protéines PE et PPE seraient associés avec une protéine 

de 6 kDa (early secretory antigenic target: ESAT-6) qui encode un système de sécrétion 

antig®nique d®pendant de lôad®nosine triphosphate (adenosine-5'-triphosphate: ATP) (Ripoll 

et al. 2009). Ces protéines ESAT-6 sont codées par groupe de gènes nommés esx (early 

secretory system), en particulier le gène esx-3 a, à ce jour, été trouvé chez toutes les 

mycobactéries dont le génome a été totalement séquencé, et jouerait donc un rôle fondamental 

dans le cycle de vie des mycobactéries, ainsi que le gène esx-1, nécessaire à la propagation 

dans les macrophages et à la formation de granulomes, deux clefs essentielles de la 

pathogénicité des mycobactéries (Stinear et al. 2010). 

¶ Les protéines MCE 

Les protéines dôentr®e dans les cellules de mammif¯re (mammalian cell entry : MCE), 

permettant aux mycobact®ries dôenvahir les cellules h¹tes en résistant dans les macrophages, 

sont codées par un opéron mce dont le nombre serait lié à la pathogénicité des actinomycètes. 

Par exemple, il est possible de dénombrer chez M. abscessus, Nocardia farcinica et 

M. smegmatis, respectivement 7, 6 et 4 opérons mce, alors quôil nôy en aurait seulement un 

chez les actinomycètes non pathogènes Streptomyces avermitilis et Streptomyces coelicolor 

(Ripoll et al. 2009). Respectivement 4 et 8 gènes mce ont été dénombrés chez M. tuberculosis 

et M. avium ssp. paratuberculosis ; ce gène a aussi été identifié chez M. bovis, M. smegmatis 

et M. avium (Li  et al. 2005). 

¶ Les protéines LpqH 

Les lipoprotéines de 19 kDa pr®curseurs dôantig¯nes (lipoprotein antigen precursor: 

LpqH) sont les antigènes immunitaires mycobactériens majoritairement reconnus par les 

lymphocytes T. Les LpqH joueraient un r¹le dans la modification de la r®ponse de lôh¹te. Les 

protéines LpqH sont détectables dans le sérum de patients tuberculeux et sont encodées sous 

des formes similaires ou non, par exemple, dans les génomes des NTM M. abscessus (Ripoll 

et al. 2009), M. marinum (Stinear et al. 2010) et M. bovis (Garnier et al. 2003). 

¶ Les régulateurs des facteurs de virulence 

Certaines NTM comme M. smegmatis et M. abscessus possèdent des régulateurs de 

contrôle de la virulence proches des facteurs sigma de M. tuberculosis (SigA, SigC, SigD, 

SigE, SigH: sigma factors). Plus précisément M. smegmatis et M. abscessus possèderaient 
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respectivement 4 et 5 de ces régulateurs et M. abscessus produirait en plus un facteur de 

transcription de la virulence homologue à celui de M. tuberculosis codé par virS (virulence 

factor) (Ripoll et al. 2009 ; Stinear et al. 2010). Par ailleurs le système de régulation 

dépendant au fer (iron-dependent regulatory function), codé par le gène ideR, jouerait un rôle 

majeur dans la régulation de la virulence des mycobactéries. Effectivement, en pr®sence dôune 

concentration intracellulaire importante en fer, causée par un environnement riche en fer, le 

système ideR augmenterait les défenses contre ce stress oxydant, activerait les gènes bfrA 

(bacterioferritin) et bfrB (ferritin) codant les protéines bactérioferritine et ferritine de stockage 

du fer, et réprimerait le gène mbt (mycobactin) codant la production de mycobactine 

(sidérophore), ce qui aurait un impact direct sur la virulence, car le système ideR contrôlerait 

aussi la production des protéines antigéniques PE et PPE (Marcela Rodriguez et Smith 2003). 

¶ Résistance aux antibiotiques 

La structure et lôarchitecture complexe et particulière de la paroi des mycobactéries 

suggère que cette dernière joue un rôle primordial dans leur virulence mais aussi dans leur 

résistance naturelle aux antibiotiques (Legrand et al. 1999). Plus précisément, les 

antibiotiques, comme la rifampicine, la clarithromycine, lôamikacine, la ciprofloxacine, la 

clofazimine, lô®thambutol, la rifabutine, la cyclos®rine ou lô®thionamide, peuvent °tre utilis®s 

dans le traitement des infections causées par le MAC (Inderlied et al. 1993), qui peut 

présenter des résistances à la clarithromycine et à la rifampicine (Cangelosi et al. 2001). 

Néanmoins peu de données récentes existent concernant la résistance aux antibiotiques des 

NTM, notamment pour ceux classiquement utilis®s pour ces types dôinfections bactériennes 

(Tableau 4). 

Tableau 4 : Caractéristiques résistante (R), intermédiaire (I) et sensible (S) des antibiotiques 

classiquement utilisés pour traiter les infections M. avium-intracellulare, vis-à-vis dôautres esp¯ces 

de mycobactéries non-tuberculeuses (Tortoli 2006) 

Espèce Antibiotiques 

 AK  CIP CLM  EB RIF STR 

M. arupense V R S S R R 
M. caprae S S - S S S 
M. chimaera V V V R V V 
M. florentinum V R S V V - 

M. parascrofulaceum V R S R S V 
M. parmense - S S S S S 
M. pinnipedii - - - S S S 
M. pseudoshottsii - - - S S - 
M. saskatchewanense S S S I S S 

« M. sherrisii » - R S R R - 

AK : amikacine, CIP : ciprofloxacine, CLM : clarithromycine, EB : 

ethambutol, RIF : rifampicine : ST : streptomycine. 

I.2.g / Le mécanisme de virulence 

Le mécanisme de virulence des espèces du MAC, qui fait office de modèle pour les 

NTM, nôest que partiellement d®crit. Les macrophages humains auraient la faculté de 

phagocyter M. avium ssp., autre que paratuberculosis, via le composant C3 du complément, 

qui fixerait une hémagglutinine liant lôh®parine (heparin-binding hemagglutinin : HbhA) de la 

membrane du bacille et qui activerait la phagocytose (Mueller-Ortiz et al. 2001). Le récepteur 

¨ fibronectine serait aussi responsable de lôint®gration des bacilles aux macrophages, en 

relation avec lôactivit® dôun anion super-oxyde secrété par la cellule phagocytaire (Inderlied et 

al. 1993). Dôautre part, une exp®rimentation par inoculation artificielle de macrophage de 

moelle osseuse de souris a démontré que les espèces du MAC ont la capacité de résister aux 

attaques de macrophages et de se multiplier dans ces phagosomes du fait dôune alt®ration 

physiologique de ces derniers (Schaible et al. 1998). De plus, dôautres observations indiquent 

que des souches du MAC ont la capacit® dôinhiber partiellement les fusions entre les 
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phagosomes et les lysosomes, ce qui freine la lyse des mycobactéries par les enzymes de 

prot®olyse des lysosomes de lôh¹te (Frehel et al. 1986 ; Inderlied et al. 1993). 

I.3 / Lô®cologie 

Rares sont les études ayant proposé une estimation de la quantité de NTM dans les 

environnements terrestres et aquatiques, quôils soient naturels ou non (Tableau 5). 

Néanmoins, la prévalence des NTM dans ces environnements, ainsi que certaines études plus 

spécifiques, permettent de d®crire certaines facettes de lô®cologie des NTM. 

Tableau 5 : Rares cas dô®tude de quantification non normalisée des mycobactéries non-tuberculeuses dans 

des milieux aquatiques et terrestres 

Espèce Type dôeau Pays UFC/l Référence 

M. xenopi réseau d'eau potable France 1,0.101-1,0.102 (Dailloux et al. 2003) 
M. paratuberculosis rivière UK 1,0.103-1,0.108 (Pickup et al. 2005) 
M. avium Spa Australie 1,0.103-4,3.107 (Lumb et al. 2004) 
Mycobacterium spp. ruisseau Finlande 8,0.102-2,2.103 (Torkko et al. 2002) 
Mycobacterium spp. biofilm (eau potable) Afrique du Sud 0,1.101-4,6.105 (September et al. 2004) 
Mycobacterium spp. réseau d'eau potable USA 0,2.101-1,0.103 (Hilborn et al. 2006) 

Mycobacterium spp. réseau d'eau potable Plusieurs 0,1.101-3,5.103 (Vaerewijck et al. 2005) 
Mycobacterium spp. milieu naturel Finlande 9,7.102-5,8.103 (Torkko et al. 2001) 
Mycobacterium spp. réseau d'eau potable Finlande 0,1.101-1,0.103 (Torvinen et al. 2004) 
Mycobacterium spp. souterraines et de réseaux France 0,1.101-5,0.102 (Le Dantec et al. 2002b) 
Mycobacterium spp. ruisseau Finlande 0,1.101-2,2.103 (Iivanainen et al. 1993) 
Mycobacterium spp. Sols Finlande 1,0.107-1,0.108 (Nieminen et al. 2006) 

Mycobacterium spp. sols humiques Finlande 1,0.105-1,0.106 (Nieminen et al. 2006) 
Mycobacterium spp. sols neutres Malawi 2,0.102-1,0.104 (Chilima et al. 2006) 

I.3.a / Les habitats terrestres 

Même si les études sur la diversité des NTM dans les sols sont rares, elles soulignent 

lôimportance de cette dernière (Tableau 6). 

Tableau 6 : Rares études rapportant la pr®sence dôesp¯ces de mycobactéries non-tuberculeuses dans 

différents types de sols 

Type de sol NTM  Origine Référence 

Sols acides de forêts 12 espèces Finlande (Niva et al. 2006) 
Sols acides de forêts et de marécages M. avium Plusieurs (Kirschner et al. 1999) 
Sols neutres 18 espèces Malawi (Chilima et al. 2006) 
Sols dô®levages 7 espèces USA (Texas) (Norby et al. 2007) 

Plus précisément, il est avéré que les NTM se multiplient dans les sols riches en acides 

humiques présentant un pH faible (Falkinham 2009). Les marécages et les sols de certaines 

forêts présentant des valeurs faibles de pH et de fortes teneurs en acides humiques, seraient 

ainsi propices à la présence des NTM comme les espèces M. senegalense, M. porcinum, 

M. septicum, M. fortuitum, M. cookii, M. flavescens, M. farcinogenes, M. septicum, 

M. farcinogenes, M. manitobense, M. terrae et M. elephantis (Niva et al. 2006). 

Effectivement, il a été démontré que la croissance de M. avium est stimulée par les acides 

humiques et fulviques en milieux pauvres en oxygène dissous (Kirschner et al. 1999). 

Quantitativement, une seule étude sur des sols en Finlande, proposant une méthode basée sur 

lôhybridation sandwich fluorescente (fluorescent sandwich hybridization: FSH), estime que 

certains de ces sols peuvent contenir jusquô¨ 10
7
-10

8
 mycobactéries/g, ou 10 à 100 fois moins 

en utilisant les outils classiques de bactériologiques (Nieminen et al. 2006). Une autre étude 

focalisant sur les sols dô®levage bovins a indiqué que les cultures positives des espèces du 

MAC, du MtC, du MAIS, ainsi que des espèces M. gordonae, M. scrofulaceum, M. asiaticum 

et M. abscessus, étaient significativement associées avec des valeurs de faibles du pH, des 

concentrations en calcium faibles, et des concentrations fortes en fer, zinc et manganèse 

(Norby et al. 2007). Durant une étude des sols au Nord du Malawi, des espèces du MFC 

furent isolées dans lôensemble des ®chantillons de sols testés (Chilima et al. 2006), Cette 
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étude, réalisée sur des sols présentant des pH relativement neutres, a mesuré entre 10
2
 et 10

4
 

mycobactéries/g de sol en utilisant la coloration de Ziehl-Neelsen (Chilima et al. 2006), qui 

par ailleurs peut aussi colorer dôautres AFB (chapitre I§I.1.a / ). Bien que les NTM isolées des 

sols soient plus fréquemment des espèces à croissance rapide (Chilima et al. 2006), un centre 

expérimental en Angleterre a de plus démontré que le sol pouvait contenir différentes espèces 

de NTM à croissance rapide proches de M. fortuitum mais aussi dôautres ¨ croissance lente 

proches de M. lentiflavum (Mendum et al. 2000). 

Par ailleurs, les NTM comme M. avium peuvent survivre dans les sols (Legrand et al. 

1999). Se focalisant sur la survie de MAP dans lôenvironnement, une ®tude rapporte 

effectivement, que cette sous-espèce du MAC peut survive jusquô¨ 55 semaines dans des sols 

de pâturage sec, totalement ¨ lôobscurit®, et dans une moindre mesure en pr®sence de lumi¯re 

(Whittington et al. 2004). Cette ®tude souligne aussi que lôajout de moisissures ou de chaux 

au sol nôaffectait pas la survie de MAP, qui comme dôautres mycobact®ries, aurait la capacit® 

de rentrer en dormance grâce à des éléments génétiques semblables aux gènes dps codant la 

synthèse du décaprényl diphosphate, et relA codant la guanosine 3',5'-bispyrophosphate 

(Whittington et al. 2004). Le gène dps confèrerait une résistance au stress oxydant comme 

celui du peroxyde dôoxyg¯ne, rencontr®e chez les microorganisms pathog¯nes intracellulaires 

ou les microorganismes symbiotiques (Park et al. 2006), et le gène relA jouerait un rôle 

majeur dans la r®gulation des traits ph®notypiques qui sont requis pour lôexpression de la 

virulence et de la persistance des bactéries pathogènes (Nascimento et al. 2008). Dôautres 

mécanismes de résistance aux moisissures peuvent aussi être observés, comme par exemple 

pour la NTM M. fluoranthenivorans qui a la possibilit® de d®grader lôaflatoxine B1 pour se 

prémunir des attaques des Aspergillus flavus pouvant être présents dans les sols (Hormisch et 

al. 2004). 

I.3.b / Les habitats aquatiques 

La diversité des espèces de NTM dans les habitats aquatiques a été beaucoup plus 

décrite que celle des habitats terrestres. Tout comme celle des habitats terrestres, la diversité 

des NTM est très importante dans les habitats aquatiques naturels, mais aussi dans les 

environnements aquatiques non naturels comme les canalisations dôeau potable, les réseaux 

dôeau us®e, les effluents hospitaliers, ou les bases de loisirs aquatiques (Tableau 7). 
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Tableau 7 : Etudes rapportant la pr®sence dôesp¯ces de mycobactéries non-tuberculeuses dans de lôeau de surface (A), 

de lôeau de consommation (B), des eaux us®es (C), de lôeau de centre m®dicaux (D), de lôeau r®cr®ative (E), et dôautre 

type dôeau (F) 

 Type dôeau NTM  Origine Référence 

A Rivière M. paratuberculosis UK (south wale) (Pickup et al. 2005) 
 Rivière M. paratuberculosis UK (south wale) (Pickup et al. 2006) 
 eau de lôenvironnement plusieurs espèces Malawi (Karonga) (Chilima et al. 2006) 

 rivi¯re dôeau douce 15 espèces Nouveau Mexique (Rio Grande) (Bland et al. 2005) 
 Etang M. psychrotolerans Espagne (Trujillo  et al. 2004) 
 lac peu profond M. ulcerans Australie (Langwarrin) (Stinear et al. 2000) 
 bassin dôun parc M. parascrofulaceum USA (Norris Geyser) (Santos et al. 2007) 
 eau de lôenvironnement M. bohemicum Finlande (western coast) (Torkko et al. 2001) 
 eau de lôenvironnement 2 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 

B système de distribution 3 espèces USA (western) (Hilborn et al. 2006) 
 système de distribution 34 espèces Plusieurs (Vaerewijck et al. 2005) 
 eau du robinet M. tusciae Italie (Tortoli et al. 1999) 
 eau potable et glace 10 espèces USA (Covert et al. 1999) 
 système de distribution 4 espèces Finlande (Torvinen et al. 2004) 
 biofilm de tuyauterie 4 espèces Afrique du Sud (semiurban) (September et al. 2004) 

 eau du robinet 6 espèces Chine (Yuan) (Chang et al. 2002) 
 eau potable 2 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
 eau souterraine 8 espèces France (Paris) (Le Dantec et al. 2002b) 
C station dô®puration M. fortuitum Plusieurs (Primm et al. 2004) 
 eaux us®es dô®levage M. paratuberculosis USA (Californie) (Lagunas-Solar et al. 2005) 
 eau non traitée M. paratuberculosis Irlande du Nord (Whan et al. 2005) 

D Hôpital 2 espèces USA (Houston) (Zhang et al. 2002) 
 eau dôh®modialyse plusieurs espèces Espagne (Mallorca) (Gomila et al. 2007) 
 Dentiste plusieurs espèces Angleterre (S-W) (Walker et al. 2000) 
 bain de thérapie 5 espèces USA (midwestern) (Angenent et al. 2005) 
 Hôpital 6 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
E eau de bain de pied 9 espèces USA (Californie) (Vugia et al. 2005) 

 eau de bain de pied 2 espèces USA (Californie) (Sniezek et al. 2003) 
 Jacuzzi M. bohemicum Canada (Ontario) (Kahana et al. 1997) 
 eau de bain de pied M. fortuitum USA (Californie) (Winthrop et al. 2002) 
 bain public 7 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
 bain dôun spa M. avium/intracellulare Australie (Lumb et al. 2004) 
F fluide en métallurgie M. immunogenum USA et Canada (Wallace et al. 2002) 

 syst¯me dôirrigation M. ulcerans Australie (Phillip Island) (Stinear et al. 2000) 
 eau résidentielle 3 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
 eau de baignoire M. avium/intracellulare Canada (Toronto) (Marras et al. 2005) 
 syst¯me dôirrigation 4 espèces Australie (Phillip Island) (Ross et al. 1997) 
 immeuble infiltr® dôeau M. murale Finlande (Helsinki) (Vuorio et al. 1999) 

Dans cette litt®rature sur lôoccurrence des esp¯ces de NTM dans les diff®rents types 

dôeau (Tableau 7), les espèces de NTM M. fortuitum, M. gordonae, M. avium-intracellulare, 

M. scrofulaceum, M. simiae, M. chelonae, M. ulcerans, M. intracellulare, M. kansasii, 

M. lentiflavum, M. nonchromogenicum, M. avium ssp paratuberculosis et M. szulgai, sont les 

plus citées (Figure 4). Il est ¨ noter quôune grande partie des esp¯ces de NTM nôont pas pu 

°tre identifi®es ¨ lô®poque de leur isolement. De fait, lôoccurrence des esp¯ces est biaisée par 

lô®poque, le lieu dôisolement, les diff®rentes m®thodes dôisolement utilisées aux cours du 

temps, ainsi que par lôint®r°t, que portait la recherche, sur lô®tude des esp¯ces de NTM 

responsables majoritairement des pathologies humaines et animales (Figure 4). Néanmoins, 

ces donn®es dôoccurrence et de diversit® indiquent que lôeau de consommation, ¨ savoir lôeau 

du robinet, lôeau des r®seaux de distribution dôeau potable, ainsi que lôeau des filières de 

potabilisation, est un type dôeau majoritairement cit® dans la litt®rature sur les NTM dôorigine 

hydrique en comparaison aux autres types dôeau (Figure 4). Ceci est certainement dû au fait 

que lôeau de consommation est une matrice largement étudiée dans un souci de santé 

publique, en comparaison ¨ lôeau de lôenvironnement naturel. 
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(Kahana et Kay 1997 ; Kahana et al. 1997 ; Ross et al. 1997 ; Tortoli et al. 1999 ; Vuorio et al. 1999 ; Stinear et al. 2000 ; 

Walker et al. 2000 ; Torkko et al. 2001 ; Chang et al. 2002 ; Le Dantec et al. 2002b ; Le Dantec et al. 2002a ; Wallace et al. 

2002 ; Winthrop et al. 2002 ; Zhang et al. 2002 ; Sniezek et al. 2003 ; Lumb et al. 2004 ; Primm et al. 2004 ; September et al. 

2004 ; Trujillo et al. 2004 ; Angenent et al. 2005 ; Bland et al. 2005 ; Lagunas-Solar et al. 2005 ; Marras et al. 2005 ; Pickup 

et al. 2005 ; Vaerewijck et al. 2005 ; Vugia et al. 2005 ; Whan et al. 2005 ; Chilima et al. 2006 ; Hilborn et al. 2006 ; Pickup 

et al. 2006 ; Gomila et al. 2007 ; Santos et al. 2007). 

Figure 4 : Proportion (%)  de citations dôesp¯ces de mycobactéries non-tuberculeuses dans la littérature 

rapportant leur occurrence dans différents ®chantillons dôeau (156 citations dôesp¯ces dans 32 articles 

publiés entre 1997 et 2007) 
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¶ Les habitats aquatiques naturels 

Tout comme les habitats terrestres naturels, il a été démontré que les NTM peuvent se 

multiplier dans lôeau proche dôenvironnements à pH faible (Falkinham 2009). Effectivement 

dans lôeau de rivi¯re dôun bassin versant finlandais, la pr®sence de NTM a été corrélée à des 

valeurs faibles de pH alors que cela nôa pas ®t® le cas pour dôautres bactéries hétérotrophes 

(Iivanainen et al. 1993). Par ailleurs, dans cette étude un modèle expliquant 83 % des 

variations a été proposé, et justifie la présence des NTM dans cette rivière par des valeurs 

faibles de pH (5,6-5,9), la présence de plaines de tourbe et de zones de drainage à proximité, 

ainsi que par une demande chimique en oxygène (DCO) élevée (80 ± 140 mgO2/l) et une 

concentration forte en potassium (Iivanainen et al. 1993). Cette étude a également observé 

une corrélation positive entre le dénombrement des NTM par bactériologie et les 

concentrations de Fe, Al, Cu, Co et Cr dans lôeau de surface (Iivanainen et al. 1993). 

Effectivement, les NTM se sont adaptées aux conditions salines des eaux douces puisquôelles 

peuvent résister jusquô¨ 3 g/l de NaCl (Dailloux et al. 1999), et sont majoritairement 

mésophiles, ¨ lôexception de M. psychrotolerans qui peut se multiplier à des températures 

basses (Derz et al. 2004), ce qui leur permet de se multiplier dans les eaux de rivière des 

régions tempérées. Par ailleurs, en raison du temps de génération long des mycobactéries dans 

lôenvironnement, 2,5 heures pour M. smegmatis et 7 heures pour M. marinum, par exemple, 

dans des conditions favorables en laboratoire (Bartmann 1975), ces dernières ne peuvent pas 

en théorie coloniser efficacement les environnements aquatiques naturels, car elles sont en 

compétition avec des espèces aux temps de génération plus rapides comme beaucoup de 

Protéobactéries (Kazda 2000). Toutefois il est ¨ noter que dans lôenvironnement la plupart des 

espèces bactériennes ont des temps de génération longs allant de 20 à 200 heures et que les 

bactéries copiotrophes (vivant dans des environnements riches en nutriments, en particulier 

riches en carbone) à temps de génération courts sont le plus souvent sous forme dormante 

attendant un apport en matière organique (Roszak et Colwell 1987). La nature hydrophobe 

des NTM et leur résistance aux UV, confère sans doute à ces dernières la capacit® dôoccuper 

des micro-environnements spécifiques, par exemple les interfaces air-eau riches en lipides et 

exposées aux UV comme le neuston (ensemble des organismes liés à la surface de l'eau), ou 

bien les interfaces eau-surfaces (particules, plantes, pierres) ou la matière organique 

hydrophobe va ®galement sôadsorber. Leur r®sistance aux acides leur confère aussi un 

avantage sélectif. Effectivement, ne rencontrant que peu de compétition dans les 

environnements acides auxquels elles r®sistent, les NTM semblent se multiplier dôavantage 

dans ces conditions que dans un environnement présentant des pH neutres, plus propices à la 

multiplication de microorganismes neutrophiles. Ainsi, les NTM semblent donc se multiplier 

pr®f®rentiellement dans lôeau de surface riche en acides humiques. 

¶ Les filières de potabilisation 

Les espèces de NTM M. gordonae, M. nonchromogenicum, M. aurum, M. gadium, 

M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae et M. intracellulare quôelles proviennent dôeaux 

souterraines ou dôeaux de surface peuvent °tre pr®sentes dans les stations de potabilisation, 

coloniser les granulés de charbon actif de ces stations, et ensuite être éliminées par un 

traitement final par chloration, comme cela a été rapporté pour la ville de Paris (Le Dantec et 

al. 2002b). Ainsi des stations de potabilisation utilisant des granulés de chardon actif, où 

peuvent se multiplient des NTM, et présentant une étape de chloration inefficace, peuvent 

apporter certaines espèces de NTM dans le r®seau de distribution dôeau potable. 

Effectivement, lô®tude de lôefficacit® du traitement au chlore des usines de potabilisation 

(coefficient de létalité k exprimé en L/min/mg), montre que les espèces M. fortuitum (k = 

0,02) et M. chelonae (k = 0,03) sont plus résistantes que les espèces M. gordonae (k = 0,09) et 

M. aurum (k = 0,19), qui quant à elles sont 100 à 330 plus résistantes que E. coli (Le Dantec 

et al. 2002a). De plus, il a été démontré que la résistance au chlore de M. avium et 

M. intracellulare est significativement plus importante lorsque la bact®rie sôest multipli®e en 
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biofilm sur du polystyr¯ne ou du verre, quôen suspension (Steed et Falkinham 2006). Au sujet 

de la résistance au chlore, il est à noter que la désinfection par utilisation de chloramines 

(produits de chloration en présence de matières organiques) est plus efficace sur M. avium que 

la chloration (chlore libre) en raison des interactions corrosives avec les canalisations en métal 

(Norton et al. 2004). 

¶ Les réseaux de distribution dôeau potable 

Concernant les espèces de NTM qui arrivent dans le r®seau de distribution dôeau, la 

croissance de ces dernières sous forme de biofilm serait favorisée par la présence de matière 

organique (Falkinham et al. 2001), ainsi que la faible présence de compétiteurs qui ne 

r®sistent pas aux traitements de potabilisation de lôeau (Kazda et Pavlik 2009). En effet, une 

étude pilote a démontré que la désinfection des canalisations éliminait les bactéries 

hétérotrophes, mais conduisait à une sélection quasiment à 100 % de M. avium (Norton et al. 

2004). En outre, dans lôeau dôusines de potabilisation aux USA, M. avium et M. intracellulare 

ont ®t® retrouv®es en entr®e et en sortie dôusines, ainsi quôen plus forte concentration dans le 

réseau de distribution (Falkinham et al. 2001). Dans cette étude, la turbidité et la 

concentration en mati¯re organique de lôeau ont ®t® corr®l®es ¨ la quantit® de ces deux NTM. 

Ceci d®montre que ces derni¯res se multiplient dans le r®seau de distribution dôautant plus 

facilement quôil est riche en mati¯re organique (Falkinham et al. 2001). Effectivement, les 

mycobactéries sont les plus hydrophobes des bactéries en raison de la composition lipidique 

importante de leur paroi, ce qui les conduit ¨ sôadsorber facilement ¨ la surface des bulles 

dôair dans lôeau, ¨ la surface des bulles dôeau dans lôair, ou bien ¨ la surface dôun plan dôeau 

(George et Falkinham 1989 ; Falkinham et al. 2004). La forte hydrophobicité des 

mycobact®ries les conduit donc ¨ se concentrer ¨ lôinterface eau/air, où la matière organique 

se concentre aussi par le m°me ph®nom¯ne dôadsorption pr®f®rentielle (Falkinham 2004), 

entra´nant la formation de biofilms mycobact®riens sur la surface interne des conduits dôeau 

potable. De plus, une forte corrélation a été démontrée entre la résistance de M. avium et 

M. intracellulare au chlore et lôhydrophobicité des biofilms (Steed et Falkinham 2006), 

suggérant que la résistance au chlore des NTM est en partie causée par la formation des 

biofilms dans les canalisations dôeau potable. Plus récemment, une étude a démontré que 

lôesp¯ce M. marinum produisait pendant la phase stationnaire de croissance une 

pseudocapsule constitu®e dôune alanine d®shydrog®nase de 40 kDa, lui permettant de se fixer 

¨ une surface hydrophobe comme le polystyr¯ne, et dôinitier ¨ lôinterface surface/air la 

formation dôun biofilm persistant en condition a®robie (Alavi et al. 2007). 

I.3.c / Les interactions 

Lôassociation des NTM avec dôautres organismes ne semble pas être de type amensal 

(quand une espèce inhibe le développement de l'autre), mais plutôt de type commensal (le 

commensal bénéficie de son hôte sans lui nuire), ou parasitaire (le parasite se nourrit de la 

substance même de son hôte en le détruisant). Concernant le mutualiste (les deux organismes 

sont physiologiquement indépendants mais tirent un bénéfice mutuel ¨ coop®rer), il nôexiste 

actuellement aucune indication de b®n®fice pour une esp¯ce animale, v®g®tale ou protiste dôun 

bénéfice quelconque à coopérer avec une espèce mycobactérienne. Plus précisément, en 

fonction de lôesp¯ce de NTM, lôassociation avec les insectes, dôautres microorganismes ou les 

végétaux semblent de type commensal, alors que lôassociation avec les amphibiens, les 

reptiles, les mammifères terrestres et les poissons semble parasitaire ou de type commensal. 
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¶ Lôassociation de type commensal 

Les associations connues entre les NTM, les protozoaires, les végétaux ou les 

invertébrés semblent plutôt de type commensal. La bactérie, tirant bénéfice de son hôte sous 

forme de source de matière organique ou de facteurs de croissance, pourrait aussi lôutiliser 

comme un abri contre des conditions adverses. Il est possible que dans certains cas cette 

association soit de type mutualiste, lôh¹te tirant un avantage de la pr®sence de la NTM. Par 

exemple la bact®rie pourrait jouer un r¹le dôapport en nutriments, vitamines, facteurs de 

croissance ou en acides gras essentiels, ou encore emp°cher dôautres microorganismes 

dôenvahir lôh¹te, ou bien d®grader des d®chets toxiques du m®tabolisme de lôh¹te. Cependant 

jusquô¨ pr®sent ce type de b®n®fice nôa pas encore été décrit, il est donc difficile de statuer sur 

la possibilité de relations mutualistes avec les NTM. 

- Avec les protozoaires 

Le protozoaire aquatique du genre Acanthamoeba semblerait être un hôte 

environnemental des NTM (Cirillo  et al. 1997 ; Steinert et al. 1998 ; Miltner et Bermudez 

2000 ; Adékambi et al. 2006d). Effectivement, il a été démontré in vitro quôune souche de 

référence M. avium avait la capacit® dôentrer dans le protozoaire aquatique Acanthamoeba 

castellanii  et de sôy multiplier (Cirillo  et al. 1997 ; Miltner et Bermudez 2000). Dôautre part, 

il a été démontré in vitro que 26 espèces différentes de NTM avaient la capacit® dôentrer dans 

les trophozoites et les kystes du protozoaire aquatique A. polyphaga, et dôy survivre 15 jours 

voir 24 h en présence de 15 mg/l de chlore libre (Adékambi et al. 2006d). Plus précisément, 

contrairement à Legionella pneumophila qui peut se multiplier en co-culture dans le kyste du 

protozoaire A. polyphaga, M. avium survivrait ¨ lôext®rieur de la double membrane du kyste 

et utiliserait les nutriments excrétés par ce dernier pour se multiplier de façon saprophyte 

(Steinert et al. 1998). Des études plus récentes proposent un modèle dans lequel les NTM 

résisteraient aux secrétions de toxines de ces protistes unicellulaires, se répliqueraient à 

lôint®rieur du protozoaire et ®viteraient les s®cr®tions du lysosome. Cette r®sistance 

intracellulaire des mycobactéries leur permettrait aussi de se protéger contre les conditions 

d®favorables de leur environnement lorsque lôamibe est sous forme de kyste (Salah 2009). 

Concernant les r®seaux de distribution dôeau potable, une ®tude sur lôeau du robinet aux USA 

indique que les Legionella et les Mycobacterium sont d®tect®es au printemps avec lôamibe 

Acanthamoeba, et en automne avec les amibes Vahlkampfia et Naegleria (Marciano-Cabral et 

al. 2010), sugg®rant que lôassociation de ces bact®ries pathog¯nes avec ces amibes est r®gie 

par les saisons. Par ailleurs, cette capacité des NTM à survivre dans les amibes, leur 

conférerait un pouvoir pathogène chez lôhomme. Effectivement, la multiplication dans les 

amibes favorisait lôentr®e et la multiplication de la mycobactérie dans les macrophages 

humains (Cirillo  et al. 1997 ; Miltner et Bermudez 2000) et les cellules épithéliales 

intestinales humaines (Miltner et Bermudez 2000). De plus, la présence de M. avium dans 

A. castellanii permettrait à la bactérie de résister à des traitements par antibiotiques comme la 

rifabutine, lôazithromycine et la clarithromycine habituellement utilis®s pour traiter les 

mycobactérioses (Miltner et Bermudez 2000). 

- Avec les légumes et les végétaux aquatiques 

Indirectement liés au sol, il a été démontré que des légumes entrant dans la 

consommation humaine, comme les brocolis, les salades, les poireaux, le basilic, les 

champignons ou les pousses de Daikon, pouvaient être contaminés par des NTM (Yoder et al. 

1999). Effectivement, en Californie, les espèces M. avium, M. gordonae, M. genavense ou 

M. flavescens, ont pu être isolées dans ces végétaux (Yoder et al. 1999). Dôailleurs, les zones 

à climat tempéré de la Floride semblent être particulièrement à risque vis-à-vis des 

mycobactérioses à M. avium, car le sol ne gèle pas en hiver, et les périodes de production 

agricole y sont plus longues (Reed et al. 2006). De plus, sans pour autant décrire de 

m®canismes de symbiose ou de parasitisme, lô®tude sur la persistance et lô®tat de dormance de 
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MAP dans lôenvironnement, indique, en conditions expérimentales contrôlées, que cette sous-

espèce du MAC peut survire en pr®sence de f¯ces dans lôherbe de p©turages jusquô¨ 9 

semaines sous 70 % dôobscurit®, et jusquô¨ 24 semaines sous obscurit® totale (Whittington et 

al. 2004). Néanmoins, aucune interaction avec ce type de végétaux et les NTM nôa, à ce jour, 

été décrite. Par ailleurs, il serait possible de considérer les algues comme des réservoirs 

potentiels des NTM. En effet, que ce soit des algues de pays tropicaux comme Rhizoclonium 

ou des algues communes aux pays tropicaux et tempérés comme Hydrodictyon, ces dernières 

ont la faculté de stimuler la croissance de M. ulcerans responsable de lôulc¯re de Buruli dans 

lôh®misph¯re sud (Marsollier et al. 2004b). Cette ®tude nôa pas d®montr® cette stimulation de 

croissance pour dôautres mycobact®ries ¨ croissance lente, mais cela ne signifie pas que 

dôautres algues de r®gions temp®r®es ne pourraient pas avoir le même effet sur les espèces de 

mycobact®ries de lôh®misph¯re nord. 

- Avec les insectes aquatiques 

Certains insectes pourraient être des réservoirs de NTM. Effectivement, M. ulcerans 

responsable de lôulc¯re de Buruli transmis par lôeau dans les pays de lôhémisphère sud (Ross 

et al. 1997 ; Stinear et al. 2000 ; Pedley et al. 2004 ; Williamson et al. 2008), semblerait 

atteindre lôhumain via certains insectes aquatiques. Par exemple, la puce dôeau Naucoris 

cimicoides, serait un hôte de M. ulcerans, qui survivrait et se multiplierait dans ses glandes 

salivaires sans lui créer des dommages visibles (Marsollier et al. 2002 ; Marsollier et al. 

2004a). 

¶ Lôassociation parasitaire ou de type commensal 

Lôassociation des NTM avec des vertébrés peut être soit parasitaire ou de type 

commensal en fonction de lôesp¯ce de NTM consid®r®e ou de lô®tat physiologique de la 

bact®rie et de lôh¹te. Les NTM sont des pathogènes opportunistes et donc peuvent être en 

association de type commensal avec un hôte sans provoquer de maladie. Lors dôune baisse 

des défenses de lôh¹te cette relation commensale peut devenir parasitaire. 

- Avec les poissons 

Beaucoup dôesp¯ces de poisson peuvent °tre des réservoirs de différentes espèces de 

NTM. M. marinum est la principale esp¯ce dôune mycobact®riose semblable ¨ la tuberculose 

chez le poisson. Deux lign®es de cette esp¯ce sont responsables de pathologies, lôune 

uniquement chez les espèces poikilothermes (espèce dont la température corporelle varie avec 

celle du milieu), et lôautre à la fois chez ces espèces mais aussi chez les homéothermes 

(espèce dont la température corporelle est régulée par leur métabolisme) (van der Sar et al. 

2004). Concernant les espèces poikilothermes, les poissons dôaquarium comme 

Hypancistrus zebra (van der Sar et al. 2004) ou dôaquaculture comme Dicentrarcitus labrax, 

Chaetodon fasciatus, Sparus aurata, Siganus rivulatus, Eretmochelys imbricata, Cyprinus 

carpio, Bidyanus bidyanus et Channa striata peuvent être infectés par des NTM (Ucko et 

Colorni 2005). Dôautre part, parmi les espèces de NTM décrites récemment une nouvelle a été 

isol®e de bars dôAm®rique pr®sentant des ulc¯res cutan®s et des l®sions organiques dans la 

baie de Chesapeake dans le Maryland aux USA et nommée M. chesapeaki (Heckert et al. 

2001). Concernant les poissons destinés à la consommation humaine, certains poissons 

congelés présentés en grande surface en Espagne (Solea solea, Merluccius merluccius, Gadus 

morhua, Genypterus blacodes, Lophius piscatorius) peuvent contenir des NTM dans leurs 

tissus et dans lôeau de d®cong®lation, en particulier les esp¯ces M. terrae, M. peregrinum, 

M. nonchromogenicum, M. gordonae, M. fortuitum, et M. chelonae (Mediel et al. 2000). 

Néanmoins cette ®tude nôa pas pu d®terminer si les NTM provenaient de lôeau ou du poisson, 

et aucune mycobact®riose humaine dôorigine alimentaire nôa, ¨ ce jour, ®t® démontrée. 

Lôassociation des NTM avec les poissons serait donc parasitaire ou de type commensal en 

fonction de lôesp¯ce de NTM considérée. 
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- Avec les amphibiens et les reptiles 

Les NTM sont certainement les agents étiologiques majeurs des infections provoquant 

des granulomes chez les serpents, les tortues et les lézards (Soldati et al. 2004). La plus 

courante des infections à NTM chez les amphibiens et les reptiles, est lôinfection ¨ 

M. marinum, qui peut provoquer des épidémies en captivité chez la grenouille taureau 

Pyxicephalus adspersus et des serpents (Maslow et Wallace 2002), et se traduit par la 

colonisation des chairs de lôanimal (Pizzi et Miller 2005). Par ailleurs des pathologies cardio-

vasculaires causées par les NTM sont aussi à noter chez les amphibiens (Heinz-Taheny 2009). 

Dans lôenvironnement, dôautres esp¯ces de NTM comme M. szulgai (Chai et al. 2006) et 

M. gordonae (Kirsch et al. 2008) peuvent provoquer des granulomes viscéraux chez la 

grenouille Xenopus tropicalis, dont des lignées cellulaires confèrent à M. ulcerans la capacité 

de se multiplier in vitro à des températures basses de lôordre de 28ÁC (Drancourt et al. 2002). 

- Avec les oiseaux 

Les oiseaux de différentes espèces sont des réservoirs potentiels de NTM. En effet, une 

étude menée par la Société Zoologique de San Diego aux USA sur les mycobactérioses des 

oiseaux de zoo, entre 1991 et 2005, a observé une prévalence et une incidence respectivement 

de 1,2 % et 3 ă pour diff®rentes esp¯ces dôoiseaux (Witte et al. 2008). Cette étude indique de 

plus que sur les quelques identifications dôesp¯ces effectu®es, M. avium fut la plus 

fréquemment détectée. Dôautres r®sultats issus dôobservations en Europe montrent que 

M. genavense semble °tre lôesp¯ce fréquemment isolée chez les oiseaux entre 1986 et 1995 

(Hoop et al. 1996), ainsi quôentre 1983 et 1994 (Portaels et al. 1996). De même, il semble que 

dans une moindre mesure, les oiseaux puissent être infectés par les espèces M. fortuitum, 

M. tuberculosis, M. gordonae, et M. nonchromogenicum (Hoop et al. 1996). 

- Avec les mammifères terrestres 

Les mammifères terrestres sauvages et dô®levage semblent °tre des r®servoirs majeurs 

des NTM. Par exemple, en France, la NTM M. avium peut infecter les animaux sauvages et 

les animaux dô®levage de la famille des bovid®s, des suid®s, des cervid®s et des caprid®s (Biet 

et al. 2005). Lôesp¯ce M. avium cause dôailleurs chez les porcs dô®levage des l®sions 

tuberculeuses semblables à celles causées par des espèces du MTC, et pose donc des 

probl¯mes majeurs de prophylaxie de la tuberculose au cours de lôabattage des bêtes 

(Radomski et al. 2010) (Annexe 1). Dôautres esp¯ces de NTM peuvent aussi causer des 

infections chez les animaux sauvages et dô®levage. Par exemple en Egypte, les NTM 

M. avium, M. scrofulaceum, M. chelonae, M. porcinum, M. gallinarum et M. simiae 

provoquent des infections dans les élevages de porcs (Mohamed et al. 2009). En République 

Tchèque, M. avium est aussi principalement responsable dôinfections mycobact®riennes chez 

les bovins, et les NTM M. chelonae, M. terrae, M. phlei et M. fortuitum peuvent aussi infecter 

ce bétail (Pavlik et al. 2002). Bien quôil nôait pas encore ®t® prouv® que lôalimentation soit 

une voie de contamination, le lait cru de buffle dôeau utilis® pour fabriquer des fromages au 

Brésil peut contenir les NTM M. simiae, M. kansasii, M. flavescens, M. gordonae et 

M. lentiflavum et représenter un risque pour les consommateurs (Jordaö Junior et al. 2009). 

Les mammif¯res sauvages et dô®levages semblent donc des h¹tes majeurs de certaines espèces 

parasites de NTM et pourraient les excréter dans leur lait ou les répandre dans 

lôenvironnement via leurs f¯ces, en particulier la sous-espèce MAP du MAC (Richards et 

Thoen 1977 ; Khare et al. 2004). 
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I.3.d / Le rôle écologique 

Il nôexiste que peu dôinformations sur le r¹le des NTM dans les cycles du carbone, de 

lôazote et du phosphore. En comparaison aux g®nomes de M. tuberculosis et M. bovis, la perte 

dans celui de MAP de la fumarate réductase et de lôop®ron ur®ase (ure), intégrant les gènes 

ureA, ureB, ureC, ureD, ureF et ureG, indique quôen condition anoxique, les nitrates sont une 

source dô®nergie majeure pour cette sous-espèce du MAC, et que cette NTM présente 

probablement une faible préférence pour les environnements ammoniaqués et azotés (Marri et 

al. 2006). Néanmoins, aucune donnée ne permet de généraliser cette voie préférentielle de 

dégradation des acides aminés aux autres NTM. Concernant le cycle du carbone, la littérature 

souligne n®anmoins lôimportance des NTM dans lôutilisation des compos®s hydrophobes, des 

acides humiques et des lipides. 

¶ Utilisation des xénobiotiques carbonés 

Concernant la dégradation du carbone, la littérature se focalise beaucoup sur la 

dégradation de xénobiotiques carbonés, en particulier les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (polycyclic aromatic hydrocarbons: PAH). Dans les bassins versants, les sols 

pollués en PAH, au même titre que les sols non pollués, présentent une grande diversité de 

NTM. Effectivement une étude indique que les sols pollués en PAH (pH de 5,5 à 9,0 ; 

carbone organique total de 0,8 à 7,0 % ; lipides < 50 mg/kg) contiennent des NTM à 

croissance rapide métabolisant des PAH, comme M. anthracenicum, M. frederiksbergense, 

M. austroafricanum, M. hodleri et M. petroleophilum, ou non, comme M. alvei, 

M. moriokaense, M. lacus, M. mageritense, M. tusciae, M. gadium, M. isoniacini, 

M. holsaticum et M. septicum, alors que les sols non pollués en PAH (pH de 7,0 à 8,9 ; 

carbone organique total de 1 à 7 % ; lipides de 50 à 4600 mg/kg) ne contiennent pas de NTM 

métabolisant les PAH (Leys et al. 2005). Effectivement, des NTM à croissance rapide sont 

capables de dégrader de nombreux composés xénobiotiques pouvant être présents dans les 

sols. Plus précisément, les NTM saprophytes à croissance rapide M. anthracenicum, 

M. aromaticivorans, M. fluoranthenivorans, M. frederiksbergense, M. hodleri, 

M. pyrenivorans et M. vanbaalenii sont connues pour dégrader certains PAH comme 

lôanthrac¯ne, le benzopyrène, le benzanthracène, le biphényl, le chrysène, le fluoranthène, le 

fluorène, le 1-nitropyrène, le phénanthrène et/ou le pyrène (Tableau 8). Ces espèces de NTM 

pouvant dégrader des PAH, ont toutes été isolées de sols ou de sédiments pollués par ces 

compos®s, refl®tant une nouvelle fois les capacit®s dôadaptation ¨ lôenvironnement des NTM. 

Plus précisément, les gènes nidA et nidB (Ŭ and ɓ subunit ring-hydroxylating dioxygenase) 

codant les sous-unit®s Ŭ et ɓ des déshydrogénases de cycles aromatiques sont présents chez 

les NTM M. vanbaalenii, M. flavescens PYR-GCK, M. gilvum BB1 et M. frederiksbergense 

FAn9, qui sont connues pour leurs capacités de dégradation des PAH (Brezna et al. 2003). 

Tout comme pour le genre bactérien Sphingomonas qui est aussi capable de dégrader les 

PAH, il semble que la structure des communautés du genre Mycobacterium soit commandée 

par la biodisponibilité des PAH dans les sols (Uyttebroek et al. 2007a). Effectivement, les 

NTM capables de dégrader les PAH sont principalement associées à la fraction argileuse des 

sols (Uyttebroek et al. 2006). De plus, la NTM à croissance rapide M. montefiorense semble 

dominer la minéralisation du pyrène à pH 3-5, alors que dans un sol à pH 7 le pyrène semble 

dôavantage °tre utilis® par une communauté de NTM à croissance lente (Uyttebroek et al. 

2007b). Sans rapport direct avec la croissance, une NTM proche de M. diernhoferi a aussi été 

décrite comme ayant des capacit®s de d®gradation dôun autre type de xénobiotique : 

lôendosulfan, un insecticide (Sutherland et al. 2002). Mais ce type de dégradation reste 

néanmoins peu décrit chez les NTM. Dôautre part, certaines NTM ont acquis des résistances à 

certains xénobiotiques métalliques pouvant polluer les sols, comme par exemple M. marinum 

(Stinear et al. 2010) et M. abscessus (Ripoll et al. 2009), qui possèdent un plasmide de 

résistance au mercure. Là encore, ce type de dégradation de xénobiotiques reste très peu décrit 

chez les NTM. 
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Tableau 8 : Mycobactéries non-tuberculeuses isolées de sols pollués et capables de dégrader les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques 

Espèce de 

mycobactérie 

Nom de la 

souche 

Contamination 

du sol 

Composés dégradés Référence 

M. anthracenicum Y15709 industrie non détaillé (Wang et al. 1998) 

M. aromaticivorans JS19b1 charbon non détaillé (Hennessee et al. 2009) 

M. fluoranthenivorans FA4 charbon fluoranthène (Hormisch et al. 2004) 

M. frederiksbergense - charbon phénanthrène, fluoranthène, 

pyrène 

(Willumsen et al. 2001) 

M. hodleri EMI2 fluoranthène phénanthrène, fluorène, 

pyrène, anthracène, 

fluoranthène 

(Kleespies et al. 1996) 

M. pyrenivorans 17A3 industrie phénanthrène, fluoranthène, 

pyrène 

(Derz et al. 2004) 

M. vanbaalenii PYR-1 pétrole chrysène, anthracène, 

fluoranthène, 1-nitropyrène, 

phénanthrène, biphényl, 

benzopyrène 

(Khan et al. 2002) 

non déterminée RJGII-135 charbon pyrène, benzanthracène, 

benzopyrène,  

(Schneider et al. 1996) 

non déterminée PC01 sédiments 

dôestuaires 

phénanthrène, anthracène, 

fluoranthène, pyrène, 

et benzanthracène 

(Rockne et al. 2003 ; 

Shor et al. 2003) 

 

¶ Utilisation des composés carbonés biotiques 

La croissance des NTM en biofilm dans les canalisations dôeau potable serait favoris®e 

par la présence de matière organique (Falkinham et al. 2001), dôautant plus que les NTM et la 

matière organique se concentrent dans le même compartiment, à savoir lôinterface eau/air 

(George et Falkinham 1989 ; Falkinham et al. 2004), en raison du ph®nom¯ne dôadsorption 

préférentielle due à leur forte hydrophobicité (Falkinham 2004). Dans lôenvironnement, les 

NTM utilisent aussi ce ph®nom¯ne dôadsorption pr®f®rentielle pour capter les éléments 

nutritifs organiques de petites tailles, afin de se multiplier même lorsque leur environnement 

est pauvre en matière organique (Primm et al. 2004). N®anmoins, aucune donn®e nôest 

disponible sur le processus de dégradation de la matière organique par les NTM en milieu 

naturel. 

Alors que la littérature sur lôutilisation des lipides dans lôenvironnement par les NTM 

est quasiment inexistante, celle sur leurs voies dôassimilation et de biosynth¯se est profuse. 

Sans d®crire lôensemble des facettes de la litt®rature ¨ ce sujet, les mycobactéries peuvent 

incorporer par endocytose les acides gras, comme lôacide palmitique ou lôacide oléique, sous 

forme libre ou de triglycéride (Goren 1972). Sur le plan génétique, le métabolisme lipidique 

des mycobactéries comporte pas moins de 250 enzymes, incluant des enzymes homologues a 

ceux rencontrés chez les plantes et les animaux (Marri et al. 2006). Le catabolisme lipidique 

des mycobactéries est très décrit, et est majoritairement régi par lôop®ron fad (fatty acid 

degradation operon) de dégradation des acides gras, qui semble assez conservé chez les 

espèces M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, et MAP (Marri et al. 2006). A titre de 

comparaison avec une autre bactérie, E. coli, les espèces de mycobactéries contiennent 

environ cinq fois plus de gènes contrôlant le catabolisme lipidique (Primm et al. 2004). Plus 

précisément, le répresseur transcriptionnel de la 3-cétostéroïde æ1-déhydrogènase, codé par le 

gène kstR (3-ketosteroid æ1-dehydrogenase), contrôlerait chez M. tuberculosis et 

M. smegmatis, lôexpression de 83 et 73 g¯nes codant lôutilisation de divers lipides comme 

source énergétique (Kendall et al. 2007). Ce gène kstR avait été décrit initialement comme 

jouant un rôle dans le catabolisme du cholestérol chez des actinomycètes du sol comme 

Rhodococcus et dans la survie de M. tuberculosis dans les macrophages (van der Geize et al. 

2007). De plus, un second gène régulateur transcriptionnel nommé kstR2 a été récemment 

décrit comme contrôlant 15 gènes du catabolisme du cholestérol chez Mycobacterium et 

Rhodococcus (Kendall et al. 2010). Concernant lôanabolisme lipidique des mycobactéries, ce 
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dernier est bas® sur lô®longation dôunit®s successives de malonyl-coenzyme A, ramifiées ou 

non (Goren 1972), et est contrôlé par 65 gènes en commun dans les génomes de 

M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, et MAP (Marri et al. 2006). Outre la production 

dô®nergie, le m®tabolisme lipidique des mycobact®ries joue un r¹le majeur dans la production 

des constituants lipidiques de leur paroi. 

II / Les outils analytiques applicables aux matrices environnementales 

Jusquô¨ pr®sent la recherche sur les NTM a focalis® son attention sur les espèces 

dôint®r°t en m®decine humaine et vétérinaire ainsi que sur les espèces présentant des capacités 

de dégradation des PAH. Par conséquent, les outils analytiques actuels ne sont pas adaptés à 

lô®tude des NTM dans lôenvironnement en général. Effectivement, les outils analytiques de 

d®tection, dôidentification et de caract®risation des mycobactéries sont majoritairement issus 

de développements pour des applications dans le milieu médical ou vétérinaire. Ainsi, ces 

outils qui nôont pas les m°mes objectifs, ne sont pas toujours applicables ¨ des matrices 

environnementales, et lô®tude des mycobact®ries dans lôenvironnement nécessite une synthèse 

méthodologique avant tout développement à ce type de matrices. 

II.1 / La détection et la quantification 

II.1.a / Par microscopie 

¶ La propriété tinctoriale 

La richesse lipidique de la paroi des AFB, dont fait partie les mycobactéries, leur 

confère une résistance aux acides et aux bases. Cette résistance est à la base de la procédure 

de référence de coloration des AFB, appelée coloration de Ziehl-Neelsen. Cette méthode, à 

chaud, colore ¨ la fuchsine, d®colore ¨ lôacide et lôalcool et contraste au bleu de m®thyl¯ne 

Dôautre coloration des AFB peuvent se faire à froid comme la coloration de Kinyoun qui 

utilise les mêmes réactifs que la coloration de Ziehl-Neelsen, la coloration de Tan-Thiam-Hok 

qui colore avec une solution de Kinyoun et décolore avec une solution de Gabett, et la 

coloration de Degommier qui colore ¨ lôauramine, d®colore ¨ lôalcool et contraste au rouge de 

thiazine. Les colorations de Ziehl-Neelsen, Kinyoun et Tan-Thiam-Hok permettent dôobserver 

en microscopie photonique les AFB en rouge orangé sur fond bleu, et la méthode de 

Degommier permet de les observer en microscopie à fluorescence en vert jaune sur fond 

rouge orangé (Euzéby 2010). Ces méthodes ne sont pas spécifiques des mycobactéries, car 

elles peuvent aussi colorer dôautres bactéries comme, par exemple, les genres Nocardia, 

Legionella ou Corynebacterium (Shinnick et Good 1994). Ces méthodes de détection par 

coloration ne permettent donc pas dôidentifier les AFB détectés et nécessitent dôautres 

investigations par bactériologie ou biologie moléculaire, qui seront exposées par la suite. De 

plus, les seuils de détection et de quantification des ces méthodes sont très faibles (Woods et 

Walker 1996 ; Selvakumar et al. 2006). En cons®quence lôapplication de ces derni¯res peut 

peut-être suffire pour détecter ou quantifier les AFB dans des matrices fortement contaminées 

comme les échantillons pathologiques, mais est peu efficace pour des matrices faiblement 

contaminées comme les échantillons environnementaux. 

¶ Lôhybridation in situ 

La méthode par hybridation in situ fluorescente (fluorescent in situ hybridization: FISH) 

est une technique cytogénétique permettant de détecter spécifiquement des éléments 

g®n®tiques ¨ lôint®rieur m°me dôune cellule. Elle peut donc être employée pour quantifier 

spécifiquement des microorganismes dans des matrices complexes, mais seulement pour les 

espèces connues pour lesquelles des sondes spécifiques ont été développées. Elle nécessite 

toutefois de connaître un élément nucléique conservé uniquement au sein du microorganisme 

®tudi®, afin dôy hybrider une sonde compl®mentaire marqu®e par une molécule fluorescente, 

comme la fluorescéine isothiocyanate et la cyanine-3, ou par un antigène révélé par 

conjugaison dôun anticorps fluorescent. Les ®chantillons trait®s sont ensuite observés en 
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microscopie par fluorescence. La méthode FISH a fait lôobjet de d®veloppement pour détecter 

spécifiquement les espèces de NTM Mycobacterium kansasii et M. avium dans des 

échantillons cliniques (Lefmann et al. 2006), M. avium dans les biofilms des réseaux de 

distribution dôeau (Torvinen et al. 2007), et M. avium ssp. paratuberculosis dans des 

échantillons cliniques de patients atteints de la maladie de Crohn (Jeyanathan et al. 2006) et 

dans des biofilms de r®seaux de distribution dôeau (Lehtola et al. 2006). M. avium 

ssp. paratuberculosis est aussi suspectée dô°tre lôagent responsable de la maladie de Crohn 

chez lôhumain, une infection grave du colon (Thorel 1989). A ce jour lôutilisation de la 

méthode FISH est donc limitée à la détection de quelques espèces du genre Mycobacterium, 

et aucune méthode de ce type ne permet de détecter lôensemble de ce genre bact®rien. 

II.1.b / Par culture 

Ces m®thodes reposent toutes sur lô®limination des microorganismes non 

mycobactériens en utilisant les facultés de résistance des mycobactéries à certains 

antibiotiques et aux composés acido-basiques. Les méthodes de quantification des NTM dans 

lôeau ne sont pas normalis®es : il nôexiste pas de consensus sur la m®thode de 

d®contamination et le milieu dôisolement. Effectivement les auteurs travaillant sur cette 

matrice utilisent diverses méthodologies empruntées à la microbiologie clinique. 

Actuellement, ces m®thodes nôont pas ®t® compar®es concernant la quantification des NTM 

dans lôeau. 

¶ Les m®thodes de concentration de lô®chantillon 

La recherche des NTM dans lôeau de lôenvironnement ou lôeau trait®e, est r®alisée avec 

des volumes dô®chantillon variant de 10 ml à 1000 ml, et en concentrant par filtration sur 

membrane à 0,22 µm (Iivanainen et al. 1993 ; Kamala et al. 1994 ; Torkko et al. 2001), à 

0,45 µm (Neumann et al. 1997 ; Le Dantec et al. 2002b), à 0,45 Õm suivi dôun d®crochage des 

cellules au dodécylsulfate de sodium (sodium dodecyl sulfate: SDS) (Stinear et al. 2000 ; 

Pickup et al. 2005), à 0,45 Õm suivi dôun d®p¹t direct sur milieu de culture (Hilborn et al. 

2006), ou par centrifugation (Lumb et al. 2004 ; Parashar et al. 2004). La méthode de 

concentration des ®chantillons dôeau de lôenvironnement nôest donc pas normalisée 

actuellement. 

¶ Les milieux dôisolement solide 

En raison des exigences métaboliques des NTM, la quantification par isolement de ces 

derni¯res n®cessite lôutilisation de milieux de culture solide complexes comme le milieu au 

jaune dôîuf dôOgawa (ogawa egg yolk medium: OEY), le milieu dôOgawa ¨ lôofloxacine 

éthambutol (ogawa medium ofloxacin ethambutol: OEOE), le milieu sélectif de Falkinham 

(Falkinham's selective medium: FSM), le milieu de Lowenstein-Jensen (LJ medium), le 

Middlebrook 7H10 (Carson et al. 1988 ; Kamala et al. 1994 ; Neumann et al. 1997), ou le 

Middlebrook 7H11 qui correspond au Middlebrook 7H10 additionn® dôun additif constitué 

dôacide oléique, dôalbumine bovin, de chlorure de sodium, de dextrose et de catalase (oleic 

acid, bovine albumin, sodium chloride, dextrose, catalase: OADC), qui augmente la 

sensibilité aux mycobactéries (Cage 1994). Tous ces milieux solides de culture peuvent être 

additionnés de mycobactine J un sidérophore nécessaire pour cultiver certaines espèces 

comme M. avium spp paratuberculosis (Whittington et al. 1999 ; Donaghy et al. 2003 ; Sung 

et Collins 2003 ; Sung et al. 2004 ; de Juan et al. 2006). Néanmoins, la richesse de ces 

milieux implique le développement de microorganismes non mycobactériens interférents, qui 

entravent le développement des NTM, en particulier celui des NTM à croissance lente. Ceci 

est le cas pour des échantillons cliniques, vétérinaires et environnementaux. Lôutilisation de 

milieux pauvres en conditions oligotrophiques pourrait aussi constituer une alternative pour 

isoler les NTM de lôenvironnement, car ces derni¯res sont peut-être moins exigeantes que 

celles isolées en milieu clinique. 
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¶ Les suppléments antibiotiques 

Afin de limiter les microorganismes interférents, le milieu de culture Middlebrook 

7H11j peut être supplémenté en antibiotiques. En milieu hospitalier, pour la détection 

automatisée en milieux liquides, il est notamment utilisé le complexe dôantibiotiques constitué 

en concentrations finales de 40 U/ml de polymyxine B, 4 Õg/ml dôamphot®ricine, 16 µg/ml 

dôacide nalidixique, 4 µg/ml de triméthoprime et 4 µg/ml de carboxy-pénicilline (Anargyros 

et al. 1990 ; Stager et al. 1991 ; Conville et al. 1995 ; Realini et al. 1997 ; Brunello et al. 1999 

; Leitritz et al. 2001) (polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin: 

PANTA). Ces concentrations ont déjà été utilisées dans du milieu solide Middlebrook 7H11 

(Donaghy et al. 2003). Certains auteurs, dans le cas dô®chantillons tr¯s contaminés, utilisent 

de la vancomycine à des concentrations de 8,4 µg/ml (Donaghy et al. 2003), 10 µg/ml 

(Collins et al. 1990 ; Carbonnelle et al. 1996) ou encore 20 µg/ml (Anargyros et al. 1990) 

dans le milieu de culture. 

¶ Les décontaminants chimiques 

Les caract®ristiques dôacido-alcoolo-résistance des mycobactéries peuvent être utilisées 

pour éliminer les microorganismes de contamination par décontamination chimique, en 

utilisant des acides, des bases ou des détergents. Il existe quatre méthodes de référence. La 

méthode de Löwenstein (H2SO4 à 4 % v/v) est généralement utilisée pour des échantillons 

médicaux et vétérinaires très contaminés (Ezold et al. 1968 ; Mitchison et Aber 1974 ; Thorel 

et Boisvert 1976 ; Ambrosio et al. 2008), et a aussi ®t® appliqu®e sur de lôeau de 

lôenvironnement (Kamala et al. 1994). La méthode de Petroff (Petroff 1915) (NaOH à 4 % 

v/v) est toujours utilisée en milieu médical (Wang et al. 2004 ; Kunst et al. 2006 ; Salem et al. 

2007), et a ®t® test®e sur de lôeau artificiellement contamin®e (Palomino et Portaels 1998). 

Une méthode plus récente (SDS-NaOH à 3 %-1 % v/v) appelée Tacquet-Tison (Tacquet et 

Tison 1961 ; Tacquet et Tison 1966) a été initialement appliquée à des échantillons cliniques 

(Narasimhan et al. 1972 ; Doucet-Populaire et al. 1996 ; Álvarez et al. 2008 ; Ruiz-Manzano 

et al. 2008), et a été utilis®e sur de lôeau de lôenvironnement (Kamala et al. 1994) et de lôeau 

dôusines de potabilisation (Le Dantec et al. 2002b). Une méthode aussi récente (NaOH-NALC 

à 2 %-0,5 % v/v) appelée Kubica (Kubica et al. 1964) est recommandée par les centres 

américains de maîtrise des maladies (centers of disease control: CDC) pour les échantillons 

médicaux en particulier les expectorations. Cette dernière a ®t® utilis®e sur de lôeau 

artificiellement contaminée (Thornton et al. 1998) et semble convenir à des échantillons très 

contaminés par des microorganismes interférents comme des fèces (Yajko et al. 1993). Deux 

méthodes non référencées sont aussi à noter : la m®thode ¨ lôacide oxalique (COOH)2 et la 

méthode au chlorure de cetylpyridininium (cetylpyridininium chloride: CPC). La méthode à 

lôacide oxalique à 5 % v/v est parfois utilisée en milieu médical (Whittier et al. 1993 ; Bange 

et al. 1999 ; Bange et Böttger 2002) et semble convenir à des échantillons très contaminés par 

des microorganismes interférents comme des fèces (Yajko et al. 1993). La méthode au CPC 

(0,005 % finale) propos®e pour d®contaminer de lôeau peu contaminée (Schulze-Röbbecke et 

al. 1991) a été utilisée pour rechercher les mycobactéries dans de lôeau potable domestique 

(Tsintzou et al. 2000 ; Norton et al. 2004 ; Thomson et al. 2008) et hospitalière (Vantarakis et 

al. 1998). Néanmoins, il est conseillé dôutiliser des concentrations plus fortes (0,05 % finale) 

pour traiter lôeau tr¯s contamin®e (Neumann et al. 1997). 
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II.1.c / Par chromatographie 

Récemment, des outils basés sur la chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie 

de masse (gas chromatographyïmass spectrometry: GCïMS), ont vu le jour pour détecter des 

biomarqueurs potentiels de M. tuberculosis, comme lôacide hexacosanoïque dans des 

échantillons cliniques (Kaal et al. 2009), plusieurs acides mycoliques dans les os anciens de 

plus de 1400 ans (Minnikin et al. 2010) ou les acides mycocérosiques, en particulier les cires 

de phthiocérol dimycocérosates dans des squelettes (Redman et al. 2009). Néanmoins, ces 

méthodes se focalisent sur M. tuberculosis, et ne sont donc pas utilisables pour détecter le 

genre Mycobacterium ou des espèces de NTM. Dôautre part, une ®tude a propos® la 

chromatographie liquide de haute performance (high performance liquid chromatography: 

HPLC) couplée à des spectromètres de masse en tandem dans lôobjectif de d®tecter différents 

microorganismes dans des échantillons cliniques et environnementaux. Cette méthode est 

basée sur la caractérisation de lipides membranaires (lipides neutres et phospholipides), de 

d®riv®s de spores bact®riens, de lôacide 2,6-dipicolinique stabilisant les acides nucléiques des 

Gram positifs en état de dormance et du lipopolysaccharide qui est lôendotoxine 

caractéristique des Gram négatifs (White et al. 2002). Néanmoins, ces méthodes nécessitent 

des bases de données exhaustives de profils spectrométriques par microorganismes, qui pour 

le jour nôont pas fait lôobjet de développements inter-laboratoires (White et al. 2002 ; Kaal et 

al. 2009 ; Redman et al. 2009 ; Minnikin et al. 2010). Bien que prometteuses, les méthodes de 

détection des microorganismes dans les matrices environnementales basées sur des outils de 

chromatographie, sont toujours au stade de développement. 

II.1.d / Par outils moléculaires 

En raison de la faible spécificité des outils microscopiques, de la lourdeur analytique 

des méthodes chronophages de culture et de lôabsence de recul sur les m®thodes 

chromatographiques, la d®tection et la quantification des NTM a fait lôobjet de beaucoup plus 

de développement dôoutils analytiques en biologie mol®culaire. 

¶ Les amorces de la littérature 

Les amorces de polymérisation en chaine (polymerase chain reaction: PCR) de la 

littérature, ciblant différents loci des gènes de ménage sodA (superoxyde dismutase) codant la 

superoxyde dismutase, recA (homologous recombination) codant la recombinase, rpoB 

(RNA-polymerase) codant lôARN-polymérase, rrs (16S rRNA) codant lôARNr 16S), hsp65 

(stress-heat shock protein) codant une protéine de résistance aux chocs thermiques, ainsi que 

gyrA et B (gyrase subunit A and B) codant les sous unités A et B de la gyrase, ont été 

dessin®es dans des objectifs dôidentification et/ou de d®tection par analyse de séquences 

multi-loci (multi locus sequencing analysis: MLSA), polymérisation en chaine et analyse par 

restriction enzymatique (polymerase chain reaction-restriction enzyme analysis: PCR-REA), 

PCR classique ou PCR en temps réel (Tableau 9). 
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Tableau 9 : Amorces ciblant le genre Mycobacterium dans des objectifs dôidentification ou de d®tection 

Gène sens anti-sens Taille (pb) Application Référence 

sodA SodF SodR 464 Identification par MLSA (Domenech et al. 1997 ; 

Adékambi et Drancourt 2004) 

 Z261 Z212 434 Identification par 

hybridation ou MLSA 

(Zolg et Philippi-Schulz 1994 ; 

Gomila et al. 2007) 

recA recF1 recR1 900 Identification par MLSA (Blackwood et al. 2000) 

 recF3 recR2 900 Identification par MLSA (Blackwood et al. 2000) 

rpoB RPO5V RPO3V 360 Identification par PCR-

REA 
(Cheunoy et al. 2005) 

 M5 RM3 136 Détection par PCR (Kim et al. 2004 ; Mokaddas et 

Ahmad 2007) 

Rrs 110F 264R et 

I571R 
475 Détection par PCR nichée (Garcia-Quintanilla et al. 2002) 

 pmyc14 pmyc7 200 Détection et quantification 

par PCR en temps réel 

(Kox et al. 1995 ; Dutil et al. 

2007) 

 MYC-12 MYC-13 300-400 Identification par PCR-

REA 
(Dobner et al. 1996) 

 285F 264R 1000 Identification par MLSA (Kirschner et al. 1993) 

 8FPL 1492 1400 Identification par MLSA (Turenne et al. 2001 ; Cook et 

al. 2003 ; Gomila et al. 2007) 

 F246 R266-267 620 Détection par PCR (Böddinghaus et al. 1990) 

 FWu RWu 270 Identification par 

séquençage ou dotblot 
(Wu et al. 2007) 

 29-45 242-227 200 
Distinction des NTM du 

MTC par PCR en temps 

réel 

(Shrestha et al. 2003) 

 mycF mycR 473 Détection et identification 

par séquençage 

(Mendum et al. 2000 ; Chilima 

et al. 2006) 

gyrA Pri9 Pri8 110 Détection de la résistance 

aux quinolones 
(Dauendorffer et al. 2003) 

gyrB GyrbA GyrbE 117 Détection de la résistance 

aux quinolones 
(Dauendorffer et al. 2003) 

 F119 R184T7 184 Identification par 

hybridation microarray 
(Fukushima et al. 2003) 

hsp65 65kDaf2 65kDar3 110 Détection et quantification 

par PCR en temps réel 
(Tobler et al. 2006) 

 MAChspF

_574 

MAChsp6

5R 
1059 Identification par 

séquençage 
(Turenne et al. 2006) 

 Tb11 Tb12 360-439 Distinction des espèces du 

MAC par séquençage 
(Swanson et al. 1997) 

    
Identification par 

séquençage 

(Smole et al. 2002 ; McNabb et 

al. 2004 ; Yzquierdo et al. 

2007) 

    Distinction des espèces du 

MAC par PCR-REA 

(Oliveira et al. 2003 ; 

Prammananan et al. 2006) 

    
Identification par PCR-

REA 

(Telenti et al. 1993 ; Domenech 

et al. 1997 ; Cheunoy et al. 

2005 ; Bannalikar et Verma 

2006) 

MAC: Mycobacterium avium complex, MLSA: multi locus sequencing analysis, NTM: non-tuberculous 

mycobacteria, MTC: Mycobacterium tuberculosis complex, PCR-REA: polymerase chain reaction-restriction 

enzyme analysis. 
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Parmi ces amorces dessinées pour des applications médicales (Tableau 9), certains 

auteurs indiquent une spécificité des ces dernières vis-à-vis du genre Mycobacterium 

(Böddinghaus et al. 1990 ; Kox et al. 1995 ; Mendum et al. 2000 ; Garcia-Quintanilla et al. 

2002 ; Kim et Yur 2004 ; Chilima et al. 2006 ; Tobler et al. 2006 ; Dutil et al. 2007 ; 

Mokaddas et Ahmad 2007), mais aucune ®tude nôa synth®tis® la sensibilit® et la sp®cificit® de 

ces dernières. Il est néanmoins possible de comparer ces amorces (Tableau 9) en estimant leur 

sensibilité et la spécificité théorique (Figure 5) par lôalgorithme de recherche dôalignements 

locaux principaux (basic local alignment search tool: BLAST) du centre national américain 

dôinformation en biotechnologie (national center for biotechnology information: NCBI). Mon 

étude révèle des sensibilités et spécificités théoriques très variables entre ces amorces (Figure 

5), quôelles aient été développées dans un objectif de spécificité concernant les applications 

dôidentification ou dans un objectif de sp®cificit® concernant les applications de détection 

(Tableau 9). Il nôexiste donc pas ¨ lôheure actuelle de consensus sur les g¯nes et la position ¨ 

cibler pour d®tecter sp®cifiquement les mycobact®ries. De plus lôensemble des designs 

dôamorces a été réalisé en utilisant des microorganismes dôorigine m®dicale, et aucune ®tude 

de sp®cificit® nôa pour lors été conduite en utilisant des microorganismes dôorigine 

environnementale. Par ailleurs, il est à noter une récente technologie nommé Luminex qui 

fonctionne sur le couplage dôune sonde prot®ique ou mol®culaire ¨ des billes inertes ou 

magnétiques. Lôhybridation de la sonde ¨ la cible est r®v®l®e classiquement par fluorescence 

et, sans prendre en compte la m®thode dôextraction dôADN, lôutilisation de billes permettrait 

dôabaisser les limites de détection. Cette technologie a été proposée pour détecter et quantifier 

des microorganismes pathogènes dans lôeau (Griffith  et al. 2009), mais nôa pour le moment ni 

®t® appliqu®e au NTM, ni fait lôobjet de comparaison avec dôautres m®thodes de 

quantification moléculaires. 
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Figure 5 : Sensibilité et spécificité théoriques des couples dôamorces sens (F) et anti-sens (R) de la 

littérature vis -à-vis du genre Mycobacterium sur la base du nombre de résultats présentant un 

pourcentage de similitude supérieur à 90 % sur les 100 premiers résultats de BLAST réalisés sur NCBI 
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II.2 / Lôidentification 

II.2.a / La caractérisation biochimique 

Lôidentification biochimique des NTM en microbiologie clinique repose sur la 

classification de Runyon (Timpe et Runyon 1954), qui est basée sur la vitesse de croissance et 

sur la pigmentation que prennent les souches dans différentes conditions (Annexe 4). Côest 

cette méthode qui est toujours utilisée pour caractériser les nombreuses espèces de NTM qui 

continuent à être décrites actuellement. Concernant lôidentification des NTM par la 

classification de Runyon, après avoir déterminé le groupe de NTM auquel appartient la 

souche à identifier (Annexe 4), lôidentification de son espèce nécessite des tests biochimiques 

complémentaires de croissance (Euzéby 2010) en présence de certains composés, et de 

résistance à certains agents chimiques (Annexe 5, Annexe 6, Annexe 7 et Annexe 8). 

Lôidentification biochimique dôune NTM de lôenvironnement qui ne soit pas dôint®r°t clinique 

repose sur la même classification, mais il nôy a pas actuellement de synth¯se des caract¯res 

biochimiques des plus de 150 espèces décrites. Ce manque de synthèse sur les méthodes 

dôidentification biochimiques des NTM dôorigine environnementale ne permet donc pas 

dôidentifier lôensemble des espèces en appliquant ces méthodes développées initialement en 

milieu clinique. 

II.2.b / La caractérisation des acides mycoliques 

La caractérisation biochimique des nouvelles espèces de NTM sôaccompagne aussi de la 

caractérisation des acides mycoliques de la paroi mycobactérienne. Effectivement, la 

différenciation des genres au sein du groupe CNM (Butler et al. 1986), et lôidentification 

dôune esp¯ce de NTM peut aussi se faire en se basant sur la caractérisation de ses acides 

mycoliques par HPLC en utilisant une colonne C18 pour phase stationnaire et un mélange 

méthanol-dichlométhane en phase mobile (Steck et al. 1978 ; Butler et Kilburn 1990 ; Butler 

et al. 1991 ; Ridderhof et al. 1991 ; Butler et al. 1992 ; Cage 1992 ; Duffey et Guthertz 1992 ; 

Raffi et al. 1992 ; Guthertz et al. 1993 ; Thibert et Lapierre 1993 ; Cage 1994 ; Duffey et al. 

1996). Les CDC, qui ont normalisé ce protocole, préconisent lôutilisation des profils dôacides 

mycoliques de sa base de données et du logiciel pirouette pattern recognition software 

(InfoMetrix, Woodinville, Wash.). De plus, certains laboratoires indépendants proposent leur 

propre base de donn®es de profils dôacides mycoliques comme par exemple le centre régional 

de référence du diagnostic des mycobactéries du Pr. Tortoli en Italie 

(http://www.mycobactoscana.it/index.htm). La caractérisation des acides mycoliques peut 

aussi se faire par chromatographie sur couche mince, mais cette technique nôest utilis®e que 

pour caract®riser les esp¯ces dôint®r°t m®dical et nôa pas ®t® adaptée pour la description de 

nouvelles espèces (Leite et al. 1998). N®anmoins, dans le contexte dôaugmentation des 

descriptions dôesp¯ces, les bases de donn®es des profils dôacides mycoliques nôint¯grent pas 

lôensemble des nouvelles esp¯ces de NTM décrites, sans parler des comparaisons inter-

laboratoires qui nécessiteraient des protocoles HPLC rigoureusement identiques. 

II.2.c / Lôhybridation inverse ou non 

Dans le milieu m®dical, il existe diff®rentes m®thodes dôidentification des 

mycobact®ries reposant sur le principe de lôhybridation ADN/ADN. Plus pr®cis®ment ces 

m®thodes int¯grent lôamplification partielle dôun g¯ne par PCR, suivie de lôhybridation 

ADN/ADN dôune sonde sp®cifique de lôesp¯ce puis dôune r®v®lation de cette hybridation. En 

pratique ces m®thodes dôidentification se font sur des bandelettes sur lesquelles sont fix®es ¨ 

différents niveaux des sondes spécifiques des espèces recherchées et le produit PCR marqué 

est mis en contact avec cette bandelette afin de permettre lôhybridation avec les sondes. Ces 

m®thodes dôidentification par hybridation inverse (reverse-blot) sur bandelette sont 

commercialisées sous le nom de Inno-LiPA Mycobacterial v2 (Innogenetics) et GenoType 

CM/AS (Hain Lifesciences), et respectivement peuvent identifier 16 (Tortoli et al. 2003) et 14 

(Richter et al. 2006) esp¯ces de mycobact®ries ¨ partir dôune culture pure en ciblant 

http://www.mycobactoscana.it/index.htm
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lôARNr 16S (gène rrs) ou lôARNr 23S (gène rrl ). Ces méthodes ne permettent donc pas 

dôidentifier lôensemble des esp¯ces de NTM de lôenvironnement, dôautant plus que des 

identifications erron®es ont d®j¨ ®t® observ®es. Effectivement, lôesp¯ce M. vulneris qui fait 

partie du MAC, croise avec la sonde de M. intracellulare du GenoType CM/AS, alors que 

cette espèce du MAC est identifiée sans erreur comme une espèces des MAIS en utilisant le 

Inno-LiPA Mycobacterial v2 (van Ingen et al. 2009c). Il existe aussi une autre méthode 

commerciale nommée AccuProbe assays (Gen-Probe) qui fonctionne sur le principe dôune 

hybridation non inversée où le marquage est réalisé sur la sonde et non pas sur le produit PCR 

comme côest le cas pour les m®thodes Inno-LiPA Mycobacterial v2 et GenoType CM/AS. 

Cette méthode cible lôARNr et permet dôidentifier les esp¯ces du MTC, les espèces du MAC, 

et les espèces M. kansasii et M. gordonae à partir de cultures pures (Reisner et al. 1994 ; 

Somoskövi et al. 2000). Pour cette m®thode commerciale des erreurs dôidentification ont aussi 

®t® observ®es comme lôesp¯ce M. saskatchewanense qui avait été identifiée comme M. avium 

(Turenne et al. 2004b), lôesp¯ce M. palustre qui croise avec la sonde du MAC (Torkko et al. 

2002), ainsi que lôesp¯ce M. celatum qui peut être attribuée au MTC (Somoskövi et al. 2000). 

Tout comme les méthodes Inno-LiPA Mycobacterial v2 et GenoType CM/AS, la méthode 

AccuProbe assays ne convient pas ¨ lôidentification des NTM environnementales en raison du 

fait quôelles ont été développées pour des échantillons cliniques et que certaines erreurs 

dôidentification ont d®j¨ ®t® observ®es. 

II.2.d / Le séquençage multi-locus 

Après la première espèce de NTM décrite en 1889 (Trevisan 1889b) : M. smegmatis qui 

a initialement été baptisé Bacillus smegmatis (Lehmann et Neuman 1899a), 48 espèces de 

NTM ont ®t® d®crites jusquôen 1981 sur la base des identifications biochimiques, puis 63 

nouvelles descriptions ont été faites entre 1981 et 2007 avec les outils génotypiques, en 

particulier le séquençage (Kazda 2009). Ces outils g®notypiques sont dôun int®r°t majeur pour 

le milieu m®dical, car ils pallient, dôune part, la faible sensibilit® des m®thodes de détection 

microscopiques par coloration de Ziehl-Neelsen, coloration à auramine-rhodamine, ou 

coloration de Kinyoun (Woods et Walker 1996 ; Selvakumar et al. 2006) et, dôautre part, la 

lenteur et la complexit® des m®thodes dôidentification phénotypiques basées sur la 

caractérisation des acides mycoliques de la paroi, ou sur la caractérisation biochimique du 

m®tabolisme. Dans le domaine de la recherche appliqu®e ¨ lôenvironnement, le s®quen­age 

permet en plus de pallier le fait que les m®thodes dôhybridation inverse ou non (Inno-LiPA 

Mycobacterial v2, GenoType CM/AS et la méthode AccuProbe assays) ne peuvent pas 

identifier lôensemble des esp¯ces de NTM décrites. 

Tout comme pour lôensemble du r¯gne bact®rien, le s®quen­age du g¯ne rrs est la 

référence pour identifier les NTM, et bien quôajoutant un pouvoir de discrimination 

additionnel, les compl®ments dôanalyse par le s®quen­age des g¯nes gyrB, hsp65, recA, rpoB 

ou sodA, restent peu décrits chez les mycobactéries (Adékambi et Drancourt 2004 ; Gomila et 

al. 2007). Le séquençage des gènes recA, hsp65 ou gyrB, semble apporter un complément 

analytique au séquençage de rrs, en raison dôun pouvoir de discrimination additionnel 

(Adékambi et Drancourt 2004 ; Gomila et al. 2007). En particulier le gène très polymorphe 

hsp65 est souvent utilisé pour identifier des NTM par MLSA (Domenech et al. 1997 ; 

Swanson et al. 1997 ; McNabb et al. 2004) ou par dôautres m®thodes de biologie moléculaire, 

comme la PCR-REA (Telenti et al. 1993 ; Oliveira et al. 2003 ; Cheunoy et al. 2005 ; 

Bannalikar et Verma 2006 ; Prammananan et al. 2006 ; Yzquierdo et al. 2007) et la RFLP 

(Oliveira et al. 2003). En addition du séquençage du gène rrs, le gène recA semble être aussi 

une cible dôint®r°t dans un objectif dôidentification des NTM par MLSA (Adékambi et 

Drancourt 2004 ; Gomila et al. 2007), car les séquençages de ces deux gènes semblent 

présenter des degrés de robustesse similaires (Adékambi et Drancourt 2004). Concernant le 

séquençage partiel du gène gyrB semblant présenter un pouvoir de discrimination additionnel 

au séquençage du gène rrs (Gomila et al. 2007), cette hypoth¯se nôa pour le moment pas ®t® 
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corroborée par dôautres ®tudes, mais semble dôintérêt pour déterminer la résistance des 

mycobactéries aux quinolones (Guillemin et al. 1995; Guillemin et al. 1998; Dauendorffer et 

al. 2003). A lôexception de lôutilisation du g¯ne rpoB pouvant différencier les espèces 

M. kansasii et M. gastri (Kim et al. 1999), lôutilisation des g¯nes rpoB ou sodA ne semble pas 

apporter de pouvoir de discrimination additionnel au séquençage du gène rrs dans un objectif 

dôidentification des NTM par MLSA. Effectivement, ces gènes rpoB ou sodA présenteraient 

des degrés de similitude inter-espèces semblables voire supérieurs aux degrés de similitude 

inter-espèces du séquençage du gène rrs (Adékambi et Drancourt 2004 ; Gomila et al. 2007). 

Néanmoins, le séquençage de rpoB présente un intérêt pour apprécier la résistance des 

mycobactéries à la rifampicine (Kim et al. 2007 ; Ozkutuk et al. 2007 ; Rigouts et al. 2007 ; 

Soudani et al. 2007). La comparaison de ces différentes cibles de séquençage reste toutefois 

une t©che complexe car une multitude de paires dôamorce PCR ont ®t® d®crites pour 

séquencer différentes parties de ces gènes (Figure 6), qui par conséquent ne sont pas toujours 

totalement s®quenc®s, ni m°me s®quenc®s sur les m°mes positions. Côest pour ces raisons 

quôil nôexiste pas actuellement de consensus sur les zones de s®quen­age ¨ privil®gier pour 

identifier les NTM. 

¶ Séquençage du gène rrs 

Lôidentification des NTM par séquençage du gène rrs est plus rapide (1 à 2 jours), mais 

aussi moins onéreuse (environ 47 USD par souches) que les méthodes biochimiques prenant 

entre 2 et 6 semaines, pour un coût de 80 USD à 173 USD en fonction de lôesp¯ce identifi®e 

(Cook et al. 2003). Le séquençage du gène rrs, mesurant 1516 pb, et codant lôARNr de la 

sous-unité 16S du ribosome (positions 1487542 à 1489058 sur le chromosome de M. avium 

104 Gene Bank NC_008595), est la référence pour identifier les bactéries par séquençage 

(Figure 6). Pour lôensemble du r¯gne bactérien, il est souvent utilisé une amorce sens 8F en 

combinaison avec une amorce anti-sens 907R (Ben-Dov et al. 2006) ou 1512R (Felske et al. 

1997), donnant respectivement des amplifications dôenviron 900 pb ou 1500 pb. La région 

encadrée par le couple 8F/1512R correspond, à quelques bases près, à celle encadrée par les 

couples 16F27/16R1492 (Gomila et al. 2007), Fd1/Rp2 (Adékambi et Drancourt 2004) et 

8FPL/1492 (Turenne et al. 2001 ; Cook et al. 2003), utilisée pour séquencer la quasi-totalité 

de ce gène chez les mycobactéries. Les identifications des mycobactéries par séquençage du 

gène rrs, peuvent faire intervenir diff®rents couples dôamorces dôamplification pr®sentant des 

tailles dôamplification variables. Le s®quen­age de 2/3 du g¯ne (environ 1025 pb sur le 

chromosome de M. avium 104 Gene Bank NC_008595) fait intervenir le couple dôamorce 

285F/264R (Kirschner et al. 1993), qui est dôailleurs utilis® sous le nom de UL1/UL2, pour 

identifier par séquençage les mycobactéries en première intention au centre national de 

référence des mycobactéries de la Pitié-Salpêtrière. Il existe aussi le système MicroSeq® 500, 

consistant à séquencer les 500 premières paires de bases du gène rrs. Cette méthode est 

utilisable pour lôensemble des bact®ries, mais n®cessite, pour identifier des souches dôorigine 

environnementale, lôutilisation dôune base de donn®es publiques plus importante que les bases 

de données de différentiation ribosomale des microorganismes médicaux (ribosomal 

differentiation of medical microorganisms: RIDOM) internes au système (Cloud et al. 2002). 

Toujours concernant lôidentification des mycobact®ries, certains auteurs s®quencent 473 pb du 

gène rrs par le couple dôamorce mycF/mycR, car les amorces de ce couple semblent avoir 

plus de similarit® pour les mycobact®ries quôavec les autres bact®ries (Mendum et al. 2000 ; 

Chilima et al. 2006). Il est à noter que les régions de séquençage du système MicroSeq® et du 

couple dôamorces mycF/mycR, sont diff®rentes, mais sont int®gr®es dans les r®gions plus 

larges encadr®es par les couples dôamorces 285F/264R ou 8FPL/1492. 
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Figure 6 : Positions sur le chromosome de M. avium 104 (Gene Bank NC_008595) des amorces utilisées 

pour identifier les bactéries (rouge) et les mycobactéries (vert) par séquençage des gènes rrs (A), gyrA (B 

en haut), gyrB (B en bas), hsp65 (C), recA (D), rpoB (E) et sodA (F) 
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Le recours aux bases de données RIDOM, int®gr®s aux logiciels dôacquisition des 

données de séquençage, ne semble pas convenir ¨ lôidentification des mycobact®ries. 

Effectivement, ces bases de données, qui reposent sur le séquençage des 500 première paire 

de base du gène rrs, ne permettent pas de différencier certaines NTM comme les espèces 

M. gastri et M. kansasii, les sous-esp¯ces de lôesp¯ce M. avium, les espèces M. marinum et 

M. ulcerans, les espèces M. fallax, M. murale et M. tokaiense, les espèces, M. fortuitum et 

M. senegalense, les espèces M. peregrinum et M. septicum, ainsi que les espèces M. abscessus 

et M. chelonae (Harmsen et al. 2003). Dôautre part, et malgr® que cela puisse engendrer une 

diminution des esp¯ces identifiables, il semble que la cr®ation dôune base de donn®es 

personnalisée, basée sur le séquençage de souches de références, soit plus fiable que les bases 

de données RIDOM intégrées aux logiciels dôacquisition des donn®es de s®quen­age 

(Turenne et al. 2001). Le séquençage de la quasi-totalité du gène référence rrs, via le couple 

dôamorce 16F27/16R1492 (Gomila et al. 2007), qui est équivalent à quelques bases près à la 

région encadrée par les amorces 8FPL/1492 (Turenne et al. 2001 ; Cook et al. 2003), ne 

permet pas de différencier certaines espèces de NTM à croissance rapide (Gomila et al. 2007). 

Par exemple, les espèces M. chelonae, M. massiliense, M. abscessus et M. bolletii présentent 

les mêmes séquences du gène rrs, tout comme les espèces M. houstonense, M. farcinogenes, 

M. senegalense et M. conceptionense, les espèces M. peregrinum et M. septicum, les espèces 

M. neworleansense et M. porcinum, ou les espèces M. mucogenicum et M. phocaicum 

(Gomila et al. 2007). Dôapr¯s une autre ®tude, le séquençage de la quasi-totalité du gène 

r®f®rence codant lôARNr 16S, via le couple dôamorce fD1/rP2 (Weiss et al. 2001 ; Adékambi 

et Drancourt 2004), qui est équivalent à quelques bases près à la région encadrée par les 

amorces 8FPL/1492 (Turenne et al. 2001 ; Cook et al. 2003), ne permet pas de différencier 

certaines espèces de NTM à croissance rapide (Adékambi et Drancourt 2004). Par exemple, 

les espèces M. houstonense ; M. farcinogenes et M. senegalense présentent les mêmes 

séquences du gène rrs, et les espèces M. chelonae et M. abscessus sont difficilement 

dissociables (Adékambi et Drancourt 2004). Tout comme ces espèces de NTM à croissance 

rapide, les espèces à croissance lente M. kansasii et M. gastri ne semblent pas être 

distinguables par séquençage du gène rrs (Kim et al. 1999; Blackwood et al. 2000). 

¶ Le séquençage partiel des gènes gyrA et gyrB 

Le séquençage partiel des gènes gyrA et gyrB, mesurant respectivement 2519 pb et 

2034 pb, et codant la gyrase impliqu®e dans lôenroulement et le d®roulement de lôh®lice 

dôADN (positions respectives 7302 ¨ 9821 et 5257 ¨ 7290 sur le chromosome de M. avium 

104 Gene Bank NC_008595), est utilisé pour déterminer la résistance des mycobactéries aux 

quinolones (Guillemin et al. 1995; Guillemin et al. 1998; Dauendorffer et al. 2003). Le 

séquençage partiel de ces régions, présentes dans gyrA et gyrB (respectivement 216 pb et 

321 pb), passe par lôutilisation respective des amorces Pri9/Pri8 et GyrbA/GyrbE (Figure 6). 

Le séquençage partiel de gyrB, via les amorces GyrbA/GyrbE (321 pb), semble être plus 

discriminant que le séquençage de référence du gène rrs. Effectivement entre des espèces de 

NTM à croissance rapide, le degré de similarité du séquençage de cette région du gène gyrB 

est inférieur au degré de similarité du séquençage de la quasi-totalité du gène rrs. Le 

polymorphisme plus importante de cette région de gyrB, par rapport au gène rrs, confère à 

cette derni¯re un int®r°t compl®mentaire pour lôidentification des mycobactéries par 

séquençage (Gomila et al. 2007). 

¶ Le séquençage partiel du gène hsp65 

Le gène hsp65, codant une protéine de résistance au choc thermique de 65 kDa et 

mesurant 1625 pb (position 4835762 à 4837387 sur le chromosome de M. avium 104 Gene 

Bank NC_008595), peut être utilisé pour identifier les mycobactéries par séquençage via les 

amorces MAChspF_574/ MAChsp65R (Figure 6). En particulier, une région de 1058 pb du 

c¹t® 3ô du g¯ne est très polymorphe et conservée chez les mycobactéries. Les amorces 
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MAChspF_574/MAChsp65R sont utilisées pour identifier les espèces du MAC par 

s®quen­age de cette partie 3ô du g¯ne hsp65 (Turenne et al. 2006). La r®gion 5ô du g¯ne 

hsp65, ciblée par les amorces Tb11 et Tb12, a souvent été utilisée pour distinguer par 

séquençage les espèces du MAC (Swanson et al. 1997) ou les autres espèces de NTM 

(McNabb et al. 2004), ainsi que pour des applications dôidentification en PCR-REA et RFLP 

(Telenti et al. 1993 ; Domenech et al. 1997 ; Smole et al. 2002 ; Oliveira et al. 2003 ; 

Cheunoy et al. 2005 ; Bannalikar et Verma 2006 ; Prammananan et al. 2006 ; Yzquierdo et al. 

2007). Initialement cette région a été proposée pour identifier les espèces de mycobactéries 

par PCR-REA (Telenti et al. 1993), car cette région contient des sites polymorphes 

caractéristiques de certaines espèces clivables par les enzymes de restriction BstEII et HaeIII. 

Afin dôam®liorer le s®quen­age de cette r®gion, certains auteurs amplifient par PCR une 

région légèrement plus grande via les amorces 21M13F/M13R, et utilisent les amorces 

Tb11/Tb12 pour le séquençage (Ringuet et al. 1999 ; Adékambi et Drancourt 2004). Cette 

région de hsp65 a été étendue via le couple dôamorce HSPF3/HSPR4 (Kim et al. 2007) et est 

utilisée actuellement en seconde intention pour identifier les mycobactéries par MLSA au 

centre national de référence des mycobactéries de la Pitié-Salpêtrière. Initialement, la région 

c¹t® 5ô du g¯ne hsp65, encadrée par les amorces Tb11/Tb12, a été proposée pour distinguer 

par séquençage les NTM à croissance rapide et notamment les espèces M. chelonae et 

M. abscessus, qui sont difficilement différenciables par séquençage de la quasi-totalité du 

gène rrs (Ringuet et al. 1999). Effectivement, concernant les NTM à croissance rapide, le 

séquençage du côt® 5ô de hsp65 via les amorces Tb11/Tb12, permet de distinguer les espèces 

M. chelonae et M. immunogenum, des espèces M. abscessus, M. bolletii, et M. massiliense, 

alors que le séquençage de la quasi-totalité du gène rrs ne le permet pas (Gomila et al. 2007). 

Malgré une valeur de bootstrap non significative dôembranchement du dendrogramme, une 

autre étude menée aussi sur des NTM à croissance rapide, séquençant la même région du gène 

hsp65, indique que le séquençage de cette dernière permet de différencier M. chelonae, 

M. abscessus et M. immunogenum (Adékambi et Drancourt 2004). De plus, cette même étude 

indique que le séquençage de cette région du gène hsp65 permet de diff®rencier lôesp¯ce 

M. houstonense des espèces M. farcinogenes et M. senegalense, contrairement au séquençage 

de la quasi-totalité du gène rrs qui lui ne le peut pas (Adékambi et Drancourt 2004). 

Néanmoins, en raison des valeurs faibles de bootstraps dôembranchement du dendrogramme, 

le séquençage de hsp65 semble, dans cette étude ,moins robuste que le séquençage du gène 

rrs pour identifier les NTM à croissance rapide (Adékambi et Drancourt 2004). 

¶ Le séquençage partiel du gène recA 

Le séquençage du gène recA mesurant au total 1053 pb (position 3757622 à 3758674 

sur le chromosome de M. avium 104 Gene Bank NC_008595) et codant une protéine bi-

fonctionnelle dôactivit® dô®change de brins dôADN et dôactivit® prot®olytique durant la 

recombinaison homologue, peut être s®quenc® du c¹t® 3ô en sa quasi-totalité (Figure 6) via les 

couples dôamorces recR1/recF2 et recR2/recG1 (Blackwood et al. 2000) ou le couple 

dôamorces recR2/recF3 (Gomila et al. 2007). Un séquençage total a aussi été proposé en 

utilisant les amorces recR1/recF2b, recR2/recG1 et les amorces rec3288F/rec3575R 

permettent de s®quencer le c¹t® 5ô (Adékambi et Drancourt 2004). Le séquençage quasi-total 

du gène recA, via les amorces recR2/recG1 et recR1/recF2, a été proposé comme un 

compl®ment dôanalyse ¨ lôidentification des mycobact®ries par s®quen­age du g¯ne rrs. En 

effet, le degré de similarité inter-espèces du séquençage du gène recA est plus bas que celui 

du séquençage du gène rrs, ¨ lôexception des esp¯ces du MTC. Le séquençage quasi-total de 

recA permet, par exemple, de différencier M. kansasii et M. gastri, contrairement au 

séquençage du gène rrs (Blackwood et al. 2000). Concernant les mycobactéries à croissance 

rapide M. chelonae, M. massiliense, M. abscessus, M. bolletii et M. immunogenum, le 

séquençage partiel du gène recA, via les amorces recR2/recF3, combiné au séquençage partiel 

de hsp65, via les amorces Tb11/Tb12, semble plus discriminant que le séquençage total du 
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gène rrs (Gomila et al. 2007). Il est à noter que contrairement aux autres gènes de ménage 

(gène commun aux organismes vivants), le gène recA présente de nombreuses zones de 

substitution entre les espèces de mycobactéries à croissance rapide (Gomila et al. 2007). 

Toujours concernant les mycobactéries à croissance rapide, le séquençage de la totalité du 

gène rrs est très comparable au séquençage total du gène recA. Effectivement, les valeurs des 

bootstraps dôembranchement des dendrogrammes dans cette étude sont importantes, les 

regroupements phylogénétiques des espèces de mycobactéries à croissance lente sont 

similaires et les espèces M. senegalense, M. farcinogenes et M. houstonense ne peuvent être 

différenciées par séquençage des gènes rrs et recA (Adékambi et Drancourt 2004). 

¶ Le séquençage partiel du gène rpoB 

Le gène rpoB, mesurant au total 3435 pb (position 4631379 à 4634813 sur le 

chromosome de M. avium 104 Gene Bank NC_008595) et codant la sous-unité ɓ de lôARN 

polym®rase, peut °tre s®quenc® partiellement du c¹t® 3ô (Figure 6), via le couple dôamorces 

MF/MR (Kim et al. 1999). Les mutations de cette r®gion permettent en plus dôappr®cier la 

résistance de M. tuberculosis à la rifampicine (Ozkutuk et al. 2007 ; Rigouts et al. 2007 ; 

Soudani et al. 2007). Cette région correspond à quelques bases près à la région du couple 

dôamorces RGMF/RGMR (Kim et al. 2007), qui est utilisée actuellement en troisième 

intention pour identifier par séquençage les mycobactéries au centre national de référence des 

mycobactéries de la Pitié-Salpêtrière, tout en conservant lôappr®ciation de la r®sistance ¨ la 

rifampicine. Le séquençage de la région la plus variable du gène rpoB, via les amorces 

MycoF/MycoR et MycoseqF/MycoseqR, est utilisable pour distinguer les mycobactéries à 

croissance lente dôorigine clinique. Cette m®thode consiste ¨ amplifier par PCR une r®gion 

dôenviron 750 pb via les amorces MycoF/MycoR pour am®liorer le s®quen­age dôune région 

plus petite de 730 pb via les amorces MycoseqF/MycoseqR (Adékambi et al. 2003 ; Gomila 

et al. 2007). Le séquençage de la totalité de rpoB peut, par ailleurs, être réalisé par les 

amorces Smeg7F/Smeg601R, Smeg529F/Smeg1485R, MF/Smeg2003R, 

Smeg1698F/Smeg2649R, Smeg2426F/Smeg3288R, Smeg2835F/Smeg3668R et 

Smeg3558F/Fort4260R (Kim et al. 1999 ; Adékambi et al. 2003 ; Adékambi et Drancourt 

2004). Le séquençage total de rpoB a ®t® propos® comme un compl®ment dôanalyse ¨ 

lôidentification des mycobact®ries par s®quen­age du g¯ne rrs (Adékambi et Drancourt 2004). 

Dans cette étude, le séquençage de la totalité de rpoB semble tout aussi discriminant et 

robuste que le séquençage total du gène rrs. Effectivement, les valeurs des bootstraps 

dôembranchement des dendrogramme de ces deux m®thodes dôanalyse du s®quen­age sont 

importantes (Adékambi et Drancourt 2004). Concernant le séquençage partiel de rpoB via le 

couple dôamorces MF/MR, ce dernier peut distinguer M. kansasii et M. gastri, alors que cela 

nôest pas possible par le s®quen­age total du gène rrs (Kim et al. 1999). La région 

hypervariable de rpoB proposée pour identifier les NTM à croissance rapide, via les amorces 

MycoF/MycoR et MycoseqF/MycoseqR (Adékambi et al. 2003), semble ne pas apporter de 

pouvoir de discrimination additionnelle au séquençage de la quasi-totalité du gène rrs 

(Gomila et al. 2007). 

¶ Le séquençage partiel gène sodA 

Le séquençage du gène sodA mesurant au total 623 pb (position 175683 à 176306 sur le 

chromosome de M. avium 104 Gene Bank NC_008595), codant la sous-unité A de la 

superoxyde dismutase, est considéré comme une région très polymorphe. Le séquençage 

dôune r®gion dôenviron 460 pb, via les amorces SodF/SodR (Figure 6), a été proposé 

initialement (Bull et al. 1995) pour identifier par séquençage les NTM isolées de patients 

atteints du syndrome dôimmunod®ficience acquise et a été utilisé pour décrire une nouvelle 

espèce : M. mageritens (Domenech et al. 1997). Cette région a été reprise pour étudier 

lôidentification des mycobact®ries ¨ croissance rapide par s®quen­age partiel c¹t® 3ô. Cette 

méthode consiste à amplifier par PCR une r®gion dôenviron 540 pb via les amorces 
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SodlgF/SodlgR pour améliorer la qualité du séquençage de la région plus petite encadrée par 

les amorces SodF/SodR (Adékambi et Drancourt 2004). Plus récemment dans un objectif 

dôidentification des NTM à croissance rapide, le séquençage de la quasi-totalité de sodA côté 

5ô a ®t® effectu® via les amorces Z205F/Z212R (Gomila et al. 2007), qui sont dôailleurs 

équivalentes aux amorces universelles Z205/Z212 (Zolg et Philippi-Schulz 1994). Tout 

comme le séquençage total du gène rrs, le séquençage quasi-total du gène sodA via les 

amorces Z205F/Z212R, nôest pas assez discriminant pour diff®rencier les esp¯ces 

M. chelonae, M. massiliense, M. abscessus et M. bolletii ou les espèces M. mucogenicum et 

M. phocaicum. Néanmoins concernant le groupe V de Runyon constitué de NTM à croissance 

rapide, le pouvoir de discrimination du séquençage de cette région de sodA, semble plus 

important que celui du séquençage du gène rrs (Gomila et al. 2007). Tout comme le 

séquençage total du gène rrs, une autre étude menée aussi sur des NTM à croissance rapide et 

séquençant sodA, via les amorces SodF/SodR et SodlgF/SodlgR, indique que le séquençage 

de ce gène permet de différencier M. mageritense du groupe formé par M. houstonense, 

M. senegalense et M. farcinogenes, mais avec une analyse de séquence présentant des valeurs 

de bootstraps dôembranchement du dendrogramme plus faibles que celles de lôanalyse du 

séquençage du gène rrs (Adékambi et Drancourt 2004). 

II.2.e / Lôanalyse phylog®nique 

Lôidentification des mycobactéries par MLSA requière une analyse phylogénique pour 

comparer les séquençages à identifier à des séquences de bases de données. Concernant 

lôidentification des mycobact®ries, il est possible dôutiliser la base de données Genbank du 

NCBI aux USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), la base dôidentification bact®rienne par 

bioinformatique en France (bioinformatic bacteria identification : BIBI ) (http://umr5558-sud-

str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi), ou la base publique RIDOM en Allemagne 

(http://www.ridom-rdna.de). Bien quôil nôexiste aucun consensus ni sur le logiciel dôanalyse 

phylogénétique, ni sur la méthode dôalignement (CLUSTAL X ou W), lôidentification des 

mycobactéries par séquençage est généralement réalisée en utilisant les modèles de calcul de 

distances de Jukes-Cantor (Jukes-Cantor distance: JC) ou de paramètre 2 de Kimura 

(Kimuraôs Two-parameter: K2P), et la matrice de jonction de voisinage (neighbor-joining: NJ) 

(Saitou et Nei 1987) avec 1000 itérations de calcul pour le branchement des arbres 

phylogénétiques (Felsenstein 1985). Dans le cas des mycobactéries, et en regard de la 

littérature (Bull et al. 1995 ; Guillemin et al. 1995 ; Ninet et al. 1996 ; Domenech et al. 1997 ; 

Swanson et al. 1997 ; Kim et al. 1999 ; Ringuet et al. 1999 ; Blackwood et al. 2000 ; Cloud et 

al. 2002 ; Turenne et al. 2002 ; Adékambi et al. 2003 ; Adékambi et Drancourt 2004 ; 

McNabb et al. 2004 ; Adékambi et al. 2006b ; Turenne et al. 2006 ; Gomila et al. 2007 ; Kim 

et al. 2007), le choix de la méthode de calcul de distance réside donc uniquement sur la prise 

en compte du poids des transversions nucléotidiques (probabilité que les bases puriques et 

pyrimidiques deviennent respectivement les bases puriques et pyrimidiques 

complémentaires), qui est double dans le modèle K2P (Kimura 1980) par rapport au modèle 

JC (Jukes et Cantor 1969). Les méthodes de parcimonie, basées non pas sur des matrices de 

divergence mais sur des matrices de caractères discrets, ne sont aujourdôhui plus utilis®es pour 

lôanalyse phylog®nique des mycobact®ries. 

II.3 / La caractérisation 

II.3.a / A partir dôun isolement 

Dans des objectifs dôidentification de souches virulentes, de description de la structure 

des populations, dôidentification des forces de sélection de ces populations et de 

détermination de sources de ces dernières, de nombreuses méthodes sont applicables à des 

isolements mycobact®riens. Lôensemble de ces m®thodes de caractérisation a fait récemment 

lôobjet dôune synth¯se en fonction des esp¯ces de NTM caractérisables (Behr et Falkinham 

2009). En plus du séquençage multi-locus permettant de caract®riser lôensemble des esp¯ces 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://umr5558-sud-str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi
http://umr5558-sud-str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi
http://www.ridom-rdna.de/
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de NTM, il existe des méthodes de caractérisations par sérotypage, biotypage, électrophorèse 

multi-locus dôenzymes (multi-locus enzyme electrophoresis: MLEE), caractérisation de 

plasmides, typage des séquences répétées (repetitive sequence typing: rep-PCR), typage par 

amorces PCR arbitraires (arbitrary primed PCR: AP-PCR), électrophorèse en champs pulsés 

(pulsed field gel electrophoresis: PFGE) et caract®risation des s®quences dôinsertion, 

applicables au MAC ainsi quôaux NTM à croissance lente M. kansasii, M. xenopi, 

M. malmoense, M. haemophilum, M. ulcerans, et à croissance rapide M. fortuitum, 

M. abscessus et M. chelonae (Behr et Falkinham 2009). Ces méthodes peuvent être 

comparées via la diversité allélique (Nei 1978) ou lôindice de discrimination (Hunter et 

Gaston 1988), représentant respectivement la probabilité pour un locus de présenter plusieurs 

allèles et la probabilité de distinguer des souches de profils différents (Figure 7). 

 

Figure 7 : Formule de calcul de lôindice de discrimination (DI) et de la diversit® all®lique (h), N : nombre 

total de souches, S : nombre total de profils distinct, nj : nombre de souches du j
ème

 profil , ni : nombre de 

souches du i
ème

 allèle,  xi : fréquence des souches du xi
ème

 allèle (Nei 1978 ; Hunter et Gaston 1988) 

Effectivement ces méthodes de caractérisation présentent des pouvoirs de 

discrimination très variables allant de 0,29 pour la MLEE à 0,99 pour la PFGE et la RFLP 

(Tableau 10). 

Tableau 10 : Indice de discrimination (DI) des méthodes de 

caractérisation du complexe Mycobacterium avium-intracellulare 

(données reprises (Behr et Falkinham 2009)) 

Méthode de 

caractérisation 

Proportion 

de souches 

caraérisables 

(%)  

Nombre de 

groupe 
DI  

Sérotypage 77-87 8-25 0,83-0,95 

Biotypage 100 8 0,80 

MLEE 100 23-58 0,29-0,38 

Plasmide 72-82 4 0,76 

rep-PCR 100 23 0,96 

AP-PCR 100 98 0,99 

PFGE 80-100 38-39 0,94-0,99 

RFLP-IS1245 100 9-89 0,95-0,99 

MLEE : multi-locus enzyme electrophoresis, rep-PCR : repetitive 

sequence typing, AP-PCR : arbitrary primed PCR, PFGE ; pulsed field 

gel electrophoresis, RFLP: restriction fragment length polymorphism, 

IS°: insertion sequence. 

Nôayant pas ®t® d®velopp®es pour °tre sp®cifiques de chacune des esp¯ces 

caractérisables, ces méthodes de caractérisation sont applicables à des souches isolées et ne 

peuvent donc pas être appliquées à des échantillons cliniques ou environnementaux. De plus, 

ces méthodes de caractérisation ne permettent pas de caractériser toutes les espèces de NTM 

et sont donc actuellement restreintes aux espèces de NTM M. abscessus, MAC, M. chelonae, 

M. fortuitum, M. haemophilum, M. kansasii, M. malmoense, M. ulcerans et M. xenopi 

(Tableau 11). Par ailleurs, le spoligotypage est aussi à noter comme méthode de 

caractérisation dôisolats mycobactériens. Néanmoins, cette méthode de caractérisation du 

polymorphisme des espaceurs, qui sont encadr®s par des s®quences dôADN identiques 

nomm®es rep®titions directes (direct repeats: DR), nôa pour le moment ®tait d®velopp®e que 

pour les espèces du MTC M. tuberculosis (Soini et al. 2000 ; Sola et al. 2001) et M. bovis 

(Rodríguez et al. 2010). 
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Tableau 11 : Méthodes de caractérisation applicables à quelques espèces de 

mycobactéries non-tuberculeuses ¨ lôexception du s®quen­age multi-locus applicable à 

lôensemble des espèces (données synthétisées (Behr et Falkinham 2009)) 

Espèces 
Méthode de caractérisation 

Sérotypage Biotypage MLEE  Plasmide rep-PCR AP-PCR PFGE RFLP 

abscessus       ̾  ̾  

avium-intracellulare  ̾  ̾  ̾  ̾ MIRU  ̾  ̾ IS1245 ou IS900 

chelonae        ̾  

fortuitum        ̾  

haemophilum         

kansasii     MPTR  ̾  ̾ IS1652 ou ARNr 16S 

malmoense       ̾  ̾ ARNr 16S ou 23S 

ulcerans    pTBN12     ̾

xenopi        IS1395 

MLEE: multi-locus enzyme electrophoresis, rep-PCR: repetitive sequence typing, AP-PCR: arbitrary primed PCR, PFGE: 

pulsed field gel electrophoresis, RFLP: restriction fragment length polymorphism, IS: insertion sequence, MPTR: major 

polymorphic tandem repeat, MIRU: mycobacterial interspersed repetitive units. 

II.3.b / A partir dôun ®chantillon complexe 

Les m®thodes appliqu®es pour lô®tude des communaut®s bactériennes permettent 

dôobtenir des profils bas®s sur la séparation des fragments amplifiés en fonction de leur 

composition en bases G-C, comme lô®lectrophor¯se de gel en gradiant d®naturant (denaturing 

gradient gel electrophoresis : DGGE), lô®lectrophorèse de gel en gradiant de température 

(temperature gradient gel electrophoresis: TGGE), lô®lectrophor¯se de gel en gradiant 

temporel de température (temporal temperature gradient gel electrophoresis: TTGE), le 

polymorphisme de conformation de simple brin (single-strand conformation polymorphism: 

SSCP), la chromatographie liquide de haute performance dénaturante (denaturing high 

performance liquid chromatography: dHPLC) ou en fonction de leur taille, comme lôanalyse 

de lôespace interg®nique ribosomal (automated ribosomal intergenic spacer analysis: ARISA), 

et le polymorphisme de longs fragments de restriction terminaux (terminal restriction 

fragment length polymorphism: tRFLP). Ces méthodes, ciblant la plupart du temps 

lôARNr 16S ou lôITS, ont ®t® d®velopp®es pour caractériser les communautés de bactéries et 

dôarchées, et sont donc utilisables pour caractériser les assemblages (ou peuplements) de 

NTM. Néanmoins, seulement quelques études utilisant la DGGE sont à noter concernant 

lôapplication aux NTM de ces méthodes de caractérisation des assemblages bactériens. 

Effectivement, les méthodes de caractérisation des assemblages de mycobactéries sont 

beaucoup moins décrites que les méthodes de caratérisation de NTM isolées par bactériologie. 

Ces méthodes ont pour but de reproduire une image de la structure globale et de la richesse 

taxonomique de la communaut® ou de lôassemblage microbien et non pas dôidentifier les 

espèces individuelles ou gènes de la communauté (Mills  et al. 2003). De plus ces méthodes ne 

permettent de détecter que les taxons représentant plus de 4 % de la population ciblée (Muyer 

et al. 1993). Toutefois il est possible de séquencer les fragments séparés par électrophorèse ou 

dHPLC afin dôidentifier certains fragments dans le profil g®n®r®. 

Par exemple dans une étude ciblant le gène rrs et étudiant la composition des NTM dans 

lôeau de r®seau de distribution, les fragments de gènes rrs séparés par DGGE ont pu être 

séquencés (Pryor et al. 2004). Une étude a proposé dô®tudier sp®cifiquement la composition 

des communautés de NTM dans les sols par DGGE en utilisant une amorce PCR sens 

Fmyco987, qui serait spécifique du genre Mycobacterium, et une amorce anti-sens 

Rmyco1378, qui serait spécifique des Actinobacteria (Niva et al. 2006). Lôamorce 

Rmyco1378 ciblant lôARNr 16S, a, par la suite, été réutilisée pour développer une méthode de 

quantification des NTM dans les sols par une m®thode dôhybridation sandwich (Nieminen et 

al. 2006). Une seconde ®tude a propos® quant ¨ elle dô®tudier les communaut®s de NTM à 
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croissance rapide dans les sols par DGGE en utilisant une amorce PCR sens MYCO66f, qui 

serait spécifique des Actinobacteria, et une amorce anti-sens MYCO600r, qui serait 

spécifique des NTM à croissance rapide (Leys et al. 2005). Par la suite cette méthode ciblant 

lôARNr 16S a été ré-utilis®e ¨ plusieurs reprises dans le m°me objectif pour lô®tude des 

communautés de NTM à croissance rapide des sols, en particulier des sols pollués en PAH 

(Uyttebroek et al. 2006 ; Uyttebroek et al. 2007a ; Uyttebroek et al. 2007b). Sans application 

aux NTM déjà publiées, le pyroséquençage est une méthode de séquençage à haut débit 

permettant de caractériser la majorité des s®quences dôun ®chantillon. Cette m®thode a 

dôailleurs ®t® propos®e pour comparer les sources des bactéries fécales dans les bassins 

versants (Unno et al. 2010). Néanmoins, cette dernière reste très coûteuse et dépendante de la 

m®thode dôextraction dôADN utilis®e et, sans doute, surdimensionnée pour lô®tude 

dôassemblages compos®s dôun seul genre comme Mycobacterium. 

II.4 / Conclusion et perspectives 

En conclusion sur les outils analytiques applicables aux matrices environnementales, 

lôadaptation des techniques d®velopp®es en milieu m®dical est un v®ritable défi. Concernant 

lôapplication de ces m®thodes ¨ lô®tude des NTM dans lôenvironnement, lôharmonisation des 

méthodes de bactériologie, ainsi que la comparaison de la spécificité et de la sensibilité des 

cibles moléculaires, semblent être les points essentiels à développer. En perspective, bien que 

ne présentant que peu de recul sur leur intérêt, la GCïMS (Minnikin et al. 2010), le 

pyroséquençage (Unno et al. 2010) et la technologie Luminex (Griffith  et al. 2009) semblent 

être des outils de détection et caractérisation prometteurs complémentaires de la PCR en 

temps réel et des alternatives aux méthodes usuellement utilisées comme la PCR 

conventionnelle (Tableau 9). 

III / Les sources de microorganismes pathogènes dans les bassins versant 

En regard des caractéristiques des NTM (chapitre I §I / ) expliquant les connaissances 

actuelles de leur épidémiologie (chapitre I§I.2 / ) et de leur écologie (chapitre I§I.3 / ), 

certaines méthodes décrites précédemment peuvent être appliquées pour rechercher les NTM 

dans lôenvironnement (chapitre I §II / ), notamment les sources dans les bassins versants. Il 

existe de nombreux pathog¯nes pour lôhomme dans les bassins versants, incluant des virus 

(Castignolles et al. 1998 ; Pina et al. 1998 ; Jiang et al. 2001), des parasites (Ongerthi et Stibb 

1987 ; Hansen et Ongerth 1991 ; Xiao et al. 2001 ; Ahmed et al. 2008 ; Lucy et al. 2008 ; 

Mons et al. 2009 ; Moulin et al. 2010), ou des bactéries (Bolton et al. 1987 ; Araujo et al. 

1991 ; Sugita et al. 1995 ; Pettibone 1998 ; Berekaa et Steinbüchel 2000 ; Gonï-Urriza et al. 

2000 ; Solo-Gabrielle et al. 2000 ; McLellan 2004 ; Whan et al. 2005 ; Lyautey et al. 2007 ; 

Ahmed et al. 2008), qui ont leurs propres caractéristiques et modes de vie dans 

lôenvironnement. De nombreuses études ont donc pour but de rechercher les sources et 

réservoirs de ces pathogènes afin de prévenir les épidémies et de gérer la ressource en eau. 

Parmi les pathogènes bactériens, les NTM ont re­u peu dôint®r°t jusquô¨ pr®sent, bien que les 

mycobactérioses soient souvent dôorigine hydrique. Ce chapitre se propose donc de définir les 

sources probables de NTM au regard de leurs comportements (I.3 / ) et en fonction des 

donn®es existantes sur dôautres bact®ries pathog¯nes ®mergentes dans lôenvironnement. 

Effectivement, les rejets urbains et ruraux tels que les rejets ponctuels de station dô®puration 

(waste water treatment plant: WWTP), les stations de dépollution des eaux de pluviales (rain 

water treatment plant: RWTP), de bassins de stockage des eaux pluviales, de déversoirs 

dôorage, ainsi que les rejets diffus des eaux de ruissellement, peuvent être des sources 

majeures dôapport de diff®rents microorganismes potentiellement pathog¯nes pour lôhomme 

dans lôenvironnement. 
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III.1 / Les rejets ponctuels 

Les rejets ponctuels des WWTP et des RWTP correspondent ¨ lôimpact de rejets traités 

ou non sur le milieu récepteur. En pratique, le rejet de la station et la qualité du milieu 

récepteur sont uniquement considérés, et le flux de pollution admissible correspond à la 

diff®rence entre le flux de pollution maximal compatible avec lôobjectif du bon état du milieu 

et le flux de pollution du milieu ¨ lôamont du rejet. A titre dôexemple, sur le bassin de la 

Seine, fortement anthropisé (Meybeck et al. 1998), lôagglomération parisienne (10 millions 

dôhabitants), ¨ elle seule, poss¯de cinq stations dô®puration, ¨ savoir Seine Aval, Seine 

Amont, Seine Centre, Seine Grésillons, et Marne aval, qui ont des capacités de traitement 

journalières de 1 700 000 m
3
, 600 000 m

3
, 240 000 m

3
, 100 000 m

3
, et de 75 000 m

3
 

respectivement (http://www.siaap.fr/). Ainsi, le débit instantané moyen de la plus grande 

WWTP de ce bassin versant passe dôenviron 20 m
3
/s en temps sec à 40 m

3
/s en temps de pluie 

pour environ cinq ®v®nements dans lôann®e (Billen et al. 2007 ; Even et al. 2007). Tout 

comme la contamination bact®rienne et la contamination parasitaire, il nôexiste pas de 

données conséquentes sur les rejets de RWTP concernant les villes pourvues de systèmes 

séparatifs des eaux usées et des eaux de pluies. Néanmoins une étude récente indique que les 

microorganismes pathogènes ont été identifiés comme les risques majeurs pour la santé 

humaine associée à la réutilisation des eaux de pluies urbaines provenant du ruissellement sur 

des zones pavées ou non (Davies et al. 2008). 

III.1.a / Les bactéries pathogènes émergentes 

Les pathog¯nes ®mergents dôorigines hydrique constituent une menace majeure pour la 

santé publique à la fois dans les pays développés et en voie de développement. Ainsi 

lôemergence rapide de Vibrio cholerae O139, E. coli O157 :H7 et de Cryptosporidium 

résistantes au chlore ces dernières années a pris une ampleur internationale. Dôautres 

organismes comme les virus de lôh®patite, Campylobacter jejuni, Microsporidium, 

Cyclospora, Yersinia enterocolitica, les calicivirus et les bactéries environnementales telles 

que les mycobactéries, les aéromonades, Legionella pneumophila et les souches de 

Pseudomonas aeruginosa multi-résistantes ont été récemment associées avec des maladies 

dôorigine hydrique (Sharma et al. 2003). La globalisation des échanges commerciaux, les 

changements de démographie, et les changements de technologie de traitement des eaux 

potables et résiduaires ont constitu® les facteurs pr®dominants dans lô®mergence o½ la r®-

emergence de ces nouveaux pathogènes (Nwachcuku et Gerba 2004). 

Les WWTP peuvent être la cause de rejets de bactéries dans lôenvironnement. Par 

exemple, dans la rivière Hikiji au Japon, il a été démontré que les Aeromonas sont des 

microorganismes aquatiques majeurs, présents dans les eaux de rivières, dans leurs sédiments 

et dans le tractus digestif des poissons (Sugita et al. 1995). En Espagne, lôesp¯ce A. caviae 

prédomine dans les eaux de rejets urbains riches en flores fécales à Soria et Barcelone, et les 

espèces A. hydrophila et A. sobria prédominent dans les eaux naturelles. Paradoxalement à 

leur sur-représentativité dans les eaux pauvres en indicateurs de contamination fécale, les 

espèces A. hydrophila et A. sobria semblent présenter plus de facteurs de virulence que 

lôesp¯ce A. caviae (Araujo et al. 1991). En Espagne, il a été observé que les rejets dôeaux 

usées de la ville de Pampelune, dans la rivière Arga, provoquaient lôapparition 

dôEnterobacteriaceae et dôAeromonas plus résistantes aux quinolones que celles 

naturellement présentes dans le cours dôeau. Les échanges génétiques entre ces deux 

populations étant limités, cette résistance aux quinolones aurait été induite par un rejet massif 

dôantibiotiques en amont du point de rejet (Gonï-Urriza et al. 2000). Concernant, les 

Enterobacteriaceae, une étude dans le Wisconsin aux USA entre 2000 et 2003 sur des E. coli 

isolées des eaux de surface, est arrivée à la conclusion que cette espèce indicatrice de 

contamination fécale, potentiellement pathogène pour lôhomme, provenait principalement des 

rejets urbains et dans une moindre mesure des eaux de ruissellement. Effectivement, les 

souches isolées présentant un profil génétique similaire aux souches isolées des eaux de 

http://www.siaap.fr/
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surface étaient 20 % plus nombreuses dans les rejets urbains que dans les eaux de 

ruissellement (McLellan 2004). Par ailleurs, en Angleterre, la quantification de 

Campylobacter dans les fleuves Ribble, Calder et Hodder, fut plus importante et fréquente 

pour des zones situées en aval de WWTP que pour des zones rurales. Les sérotypes de 

C. jejuni, fréquemment isolés dans ces fleuves, se sont avérés être les sérotypes 

majoritairement responsables de gastroentérites en Angleterre pendant la durée de cette étude 

(Bolton et al. 1987). 

Dôautre part, une ®tude en Australie sur la pr®sence de microorganismes pathog¯nes 

dans les citernes de r®cup®ration dôeau de pluie indique que les indicateurs de contamination 

fécale E. coli, Enterococcus, Clostridium perfringens, et Bacteroides pouvaient être isolées 

des ®chantillons dôeaux et que des g¯nes de pathogènes tels que Campylobacter coli, 

Legionella pneumophila, Aeromonas hydrophila, et Salmonella pouvaient y être détectés 

(Ahmed et al. 2008). Les citernes de r®cup®ration dôeau de pluie peuvent donc aussi °tre 

considérées comme des sources ponctuelles de rejets de bact®ries pathog¯nes pour lôhomme 

dans lôenvironnement. De plus, cette étude conclut que la faible corrélation entre la présence 

de microorganismes pathogènes et la présence des indicateurs de contamination fécale dans 

lôeau de pluie r®cup®r®e ne permet pas dôutiliser ce crit¯re comme indicateur fiable de la 

qualit® sanitaire de ce type dôeau (Ahmed et al. 2008). 

III.1.b / Le cas des mycobactéries 

Concernant les mycobactéries, peu dô®tudes se sont intéressées aux rejets de WWTP 

(chapitre I§I.3.b / ). Par exemple, les espèces M. fortuitum et M. ratisbonense ont déjà été 

isolées dans des boues activées en Allemagne (Berekaa et Steinbüchel 2000), ainsi que 

lôesp¯ce M. avium ssp. paratuberculosis en Irlande dans des eaux usées en entrée de WWTP 

(Whan et al. 2005). Cette dernière étude signale que la présence de M. avium 

ssp. paratuberculosis dans les eaux usées correspondait à des valeurs hautes de pH (7,5-8,2), 

et conclut sur la n®cessit® dôun traitement efficace des WWTP vis-à-vis de cette espèce 

pathog¯ne pour limiter tout risque dôinfections par contact avec cette eau ¨ usage r®cr®atif 

dont la nature pourrait être impact®e par les rejets de la station dô®puration concern®e (Whan 

et al. 2005). Cette ®tude nôa pas observ® de corrélation significative entre la prévalence de 

MAP en entrée de station et la saison, ni entre cette quantité de MAP et la quantité de 

coliformes fécaux, mais elle souligne néanmoins que la prévalence de MAP était plus élevée 

au printemps (Whan et al. 2005). Quant aux citernes de r®cup®ration dôeau de pluie qui sont 

très peu étudiées, aucune donn®e nôindique la pr®sence de NTM dans ce type dôouvrage. 

III.2 / Les rejets diff us 

Les rejets ponctuels étant de plus en plus maîtrisés, la recherche se focalise à présent sur 

les rejets diffus, c'est-à-dire sur les rejets ou pollutions dont la source nôest pas clairement 

identifiée. Pendant les épisodes pluvieux, les rejets diffus correspondent ¨ lôimpact sur le 

milieu récepteur des ruissellements qui ne sont pas pris en charge par les WWTP (eau de 

ruissellement entrant dans les réseaux unitaires), ou les RWTP (eau de ruissellement entrant 

dans les réseaux séparatifs dôeau pluviale). A titre indicatif, le bassin versant de la Seine 

présente des conditions hydrologiques très contrastées. Par exemple, le débit moyen de la 

Seine à Paris a été estimé à 214 m
3
/s pendant les années sèches comme 1996 et 526 m

3
/s 

pendant les années pluvieuses comme 2001, soit en moyenne 354 m
3
/s entre 1986 et 1996 

(Billen et al. 2007 ; Even et al. 2007). Les rejets diffus ainsi que les rejets ponctuels peuvent 

donc générer une très forte augmentation du débit de la Seine. 
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III.2.a / Les bactéries pathogènes émergentes 

Lô®tude sur le fleuve Buffalo dans le Minnesota, entre 1992 et 1993, indique que durant 

les événements pluvieux estivaux le taux dôAeromonas augmente de 1 log dans tout le bassin 

versant, alors quôil ne fait que doubler dans les sites en amont (Pettibone 1998). Cette 

observation pourrait traduire lôinfluence des ruissellements qui charrieraient les Aeromonas de 

lôamont du bassin versant vers lôaval pendant les périodes pluviales. Concernant les 

Enterobacteriaceae, au cours dôune ®tude du fleuve New River dans le Norfolk en Floride, il 

a ®t® d®montr® quôil existe un apport en E. coli dans les eaux de surface lors des tempêtes et 

quôapr¯s ces ®pisodes pluvieux le taux dôE. coli revenait à son niveau habituel (Solo-Gabrielle 

et al. 2000). Cet apport proviendrait du lessivage des sols par les eaux de ruissellement qui 

entraîneraient ces microorganismes jusquôau fleuve via le bassin versant. Une autre bactérie 

pathog¯ne pour lôhomme, Listeria monocytogenes, a aussi été décrite dans des bassins 

versants. Effectivement, dans une étude entre juin et novembre 2005 sur la plus large rivière 

de lôOntario au Canada, il a ®t® observ® une corr®lation entre lôoccurrence du pathog¯ne 

humain et animal Listeria monocytogenes dans les eaux de surface, à lôaval immédiat de 

fermes dô®levage de vaches laitières, et le degré de champs défrichés. (Lyautey et al. 2007). 

Cette observation pourrait indiquer que ces terrains nus favorisent les transports de 

L. monocytogenes par ruissellement depuis les zones dô®levage jusquôau milieu r®cepteur en 

aval de ces dernières. 

III.2.b / Le cas des mycobactéries 

Concernant les NTM, là encore, peu de donn®es permettent dôappr®cier la part que 

représentent les eaux de ruissellement des bassins versants. En effet, sans pour autant les 

mesurer directement, des études indiquent que les ruissellements sont des sources dôapport de 

NTM dans les eaux de surface. Par exemple, la présence des NTM dans les eaux de surface a 

été corrélée avec les données de pluviométrie à trois semaines (Iivanainen et al. 1993), et les 

ruissellements semblent entrainer dans les eaux de surface la sous-espèces MAP à partir des 

pâturages contaminés (Pickup et al. 2006). Effectivement, comme nous lôavons d®j¨ 

mentionné (chapitre I§I.3.a / ), certains sols, potentiellement érodables par temps de pluie, 

sont des habitats potentiels de mycobactéries, comme les sols riches en acides humiques et les 

sols pollués en PAH. Néanmoins, ces sols propices à la croissance des NTM nôont jamais ®t® 

comparés entre eux, tout comme leur composition physicochimique. 

III.3 / Les variations saisonnières 

Les rejets diffus sont indirectement liés à la variabilité saisonnière, qui est donc un 

facteur important à prendre en considération dans lô®valuation des risques que repr®sentent les 

apports de microorganismes potentiellement pathogènes dans le milieu récepteur. 

III.3.a / Les bactéries pathogènes émergentes 

La variabilit® des saisons conditionne les cycles de vie dans lôenvironnement des 

bact®ries pathog¯nes pour lôhomme. Par exemple, en Angleterre en 1986, la quantification des 

rejets urbains en Campylobacter dans lôeau des fleuves Ribble, Calder et Hodder, fut plus 

importante et fr®quente en automne et en hiver quôau printemps et en ®t® (Bolton et al. 1987). 

Pour le fleuve Buffalo dans le Minnesota entre 1992 et 1993, contrairement aux périodes 

hivernales, les taux dôAeromonas en amont du bassin versant ont été corrélées au taux de 

bactéries indicatrices (flore totale, coliformes fécaux et entérocoques intestinaux) pendant les 

périodes estivales, alors que dans le bassin versant les taux dôAeromonas ont été corrélés aux 

taux de bactéries indicatrices pendant les périodes hivernales (Pettibone 1998). Il semblerait 

donc que les corrélations observées entre ces microorganismes en amont du bassin versant 

pendant lôhiver se retrouvent dans le bassin versant en été durant les périodes de précipitation. 

Ce déplacement pourrait correspondre à la concentration de ces microorganismes dans le 

bassin versant pendant les périodes pluvieuses commandées par les saisons. Concernant les 
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Enterobacteriaceae, lô®tude du fleuve New River, dans le Norfolk en Floride, a montré 

quôentre deux ®v®nements pluvieux le taux dôE. coli oscillait sinusoïdalement. Cette 

oscillation a été corrélée aux marées. Lorsque la marée était basse le taux dôE. coli était bas, et 

inversement le taux dôE. coli était haut pour les marées hautes. Le suivi de la quantité 

dôE. coli dans les sédiments des berges a permis dô®mettre lôhypoth¯se selon laquelle durant 

les marées basses les E. coli se développaient dans les sols des berges asséchées et se 

retrouvaient dans la masse dôeau pendant les p®riodes de mar®es hautes qui lessivaient 

partiellement ces berges (Solo-Gabrielle et al. 2000). Dans une étude, entre juin et novembre 

2005, sur les eaux de surface de la plus large rivi¯re de lôOntario au Canada, il sôest av®r® que 

des combinaisons de profils génétiques et sérologiques de Listeria monocytogenes étaient 

principalement isol®es en ®t® et que dôautres profils ®taient isol®s en automne (Lyautey et al. 

2007). Il semblerait donc, quôau sein dôune m°me esp¯ce bact®rienne, des diff®rences puissent 

exister dans les eaux de surface en relation avec la variabilité saisonnière. 

III.3.b / Le cas des mycobactéries 

Concernant les mycobactéries, une étude dans le Nord du Malawi indique que 

lôisolement de NTM dans les sols est beaucoup plus fréquente pendant les saisons sèches 

(tempérées de mai à octobre : 21°C et chaude de septembre à novembre : 24°C) que pendant 

les saisons humides (chaude de décembre à avril : 24°C). De plus, pendant les saisons 

humides, aucune mycobact®rie ne fut d®tect®e dans aucun ®chantillon dôeau de diff®rentes 

origines (eau potable, eau de forage, eau de puits de maisons particulières) alors quôen saison 

sèche 95 % des pr®l¯vements dôeau furent positifs (Chilima et al. 2006). Sans préciser la 

période annuelle, la rare étude indiquant lôimportance des ruissellements concernant le rejet 

de NTM dans le milieu récepteur (Iivanainen et al. 1993), souligne que les mois pluvieux sont 

les plus propices à la détection de NTM dans les eaux de surface. Sans rapport direct avec le 

ruissellement, lô®tude sur les r®seaux de distribution dôeau potable aux USA (Marciano-

Cabral et al. 2010), et lô®tude dôune station dô®puration en Irlande (Whan et al. 2005), 

soulignent effectivement que les mois pluvieux au printemps et en automne sont favorables à 

la détection de NTM et de MAP, respectivement. A ce jour, aucune ®tude ne sôest int®ress®e ¨ 

lô®valuation des rejets diffus de NTM ¨ lô®chelle de lôépisode pluvieux. 

IV / Les objectifs de la thèse 

La Directive-cadre sur lôeau (2000/60/CE) émet des objectifs de préservation et 

restauration de lôeau de surface et de lôeau souterraine dôici 2015 en intégrant un objectif de 

« bon état chimique » et un objectif du « bon état écologique ». 

IV.1 / La protection et la gestion de lôeau 

Lôobjectif du ç bon état chimique » de la Directive-cadre sur lôeau, est défini par une 

réduction de la concentration de 33 substances prioritaires à seuil réglementaire et par une 

élimination de 25 substances dangereuses prioritaires à seuil réglementaire. Ces seuils 

réglementaires apparaissent sous la nomination de normes de qualité environnementale. Ces 

molécules sont par exemple des métaux (Pb, Hg, Ni), des molécules appartenant aux familles 

des diphényléther bromés comme le pentabromodiphényléther ou l'éther de 

decabromodiphenyl (decabromodiphenyl ether: BDE) et des hydrocarbures aromatiques 

polycycliques, ainsi que des composés chlorés ou phénolés. 

Lôobjectif du ç bon état écologique » de la Directive-cadre est quant-à lui défini par le 

suivi de la composition, de lôabondance de la biomasse du phytoplancton, des macrophytes, 

de la faune benthique invertébrée et de l'ichtyofaune. Ainsi, il est important de souligner que 

cette Directive-cadre sur lôeau pr®sente des lacunes concernant le suivi des microorganismes 

pathogènes comme les NTM. Concernant les NTM, lôanalyse bibliographique nous montre 

quôil existe de nombreuses lacunes sur la connaissance des NTM, en particulier elle met en 

avant le manque dôoutils dôanalyse adéquats pour lô®tude des mycobact®ries dans 



Chapitre I : Mycobactéries et bassins versants 

 69 

lôenvironnement. En d®coule une écologie très peu étudiée et par conséquent une faible 

connaissance des sources et réservoirs, de la dynamique et de la répartition spatio-temporelle 

des NTM dans les écosystèmes aquatiques et terrestres. Les pathogènes humains peuvent 

résider et se développer dans des habitats non-hôtes, dans lesquels ils évoluent et se 

diversifient indépendamment de leur activité pathogénique (Morris et al. 2008). Ceci est 

dôautant plus vrai pour des pathog¯nes opportunistes comme les NTM. Cette constatation a 

conduit depuis longtemps aux pratiques dôassainissement de lôeau, de surveillance des 

populations dôanimaux sauvages, de nettoyage et maintenance des syst¯mes de distribution 

dôeau et de ventilation, etc. Ces réflexions suggèrent que les pathogènes opportunistes comme 

les NTM sont capables de se disperser et de se développer dans de nouveaux environnements, 

cependant leurs cycles de vie dans les contextes non-médicaux sont encore largement ignorés. 

Ce manuscrit de thèse a donc pour but de mettre en place des outils et stratégies analytiques 

ainsi que des stratégies de prélèvement pour ®tudier les NTM en dehors de lôenvironnement 

clinique, tout en identifiant dans les bassins versants les compartiments qui semblent propices 

à la recherche de NTM. 

IV.2 / La stratégie analytique 

La hiérarchisation des sources dôun microorganisme dans un milieu dô®tude donn® 

n®cessite la mise en îuvre dôoutils analytiques de d®tection et/ou de quantification robustes et 

applicables aux échantillons étudiés. Concernant les NTM, lô®tat de lôart sur les outils 

analytiques applicables aux matrices environnementales (chapitre I §II / ) nous indique que 

les méthodes de détection par microscopie (chapitre I §II.1.a / ) ne permettent pas de détecter 

sp®cifiquement lôensemble des NTM et que les méthodes de détection par bactériologie 

(chapitre I §II.1.b / ) et biologie moléculaire (chapitre I §II.1.d / ) nécessitent une 

harmonisation et une étude sur leur potentiel transfert à des matrices environnementales. 

Concernant, les m®thodes dôidentification qui impliquent toutes lôisolement pr®alable de la 

NTM, il semble que la MLSA soit la seule permettant de caract®riser lôensemble des esp¯ces 

de NTM (chapitre I §II.2 / ). Pour les méthodes de caractérisation des NTM, celles applicables 

aux NTM isol®es ne permettent pas de caract®riser lôensemble des esp¯ces de NTM (chapitre 

I §II.3.a / ), et celles applicables directement ¨ lô®chantillon n®cessitent, dôune part, une base 

de données de profils et, dôautre part, une vérification de spécificité (chapitre I §II.3.b / ). 

Etant actuellement difficile de hiérarchiser le degré de pathogénicité des espèces de 

NTM en raison de lôabsence de crit¯re de virulence (chapitre I ÄI.2 / ), nous proposons 

dô®tudier le genre Mycobacterium dans son ensemble et de ne pas privilégier une espèce de 

NTM particulière. Par ailleurs, la hiérarchisation des sources de NTM dans les bassins 

versants nécessitant une comparaison du degré de contamination des différents compartiments 

le composant, nous nous proposons donc de développer une méthode de quantification des 

NTM dans des échantillons environnementaux. Pour ce faire, sur la base de la synthèse des 

outils de détection des NTM, nous proposons dôharmoniser les outils de culture (chapitre I 

§II.1.b / ) et de comparer la spécificité et la sensibilité des outils moléculaires développés 

pour des échantillons médicaux (chapitre I §II.1.d / ), dans un objectif de quantification des 

NTM dans lôenvironnementaux (chapitre II ). Une réflexion sur des développements futurs 

dôoutils et strat®gies de d®veloppement dôoutils analytiques sera ®galement men®e (chapitre 

IV). 
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IV.3 / La stratégie de prélèvement 

Lô®tat de lôart sur le comportement des NTM dans lôenvironnement (chapitre I §I.3 / ), 

et sur les sources des microorganismes potentiellement pathogènes dans les bassins versants 

(chapitre I §III / ) nous indique que plusieurs compartiments des bassins versants nôont ¨ ce 

jour pas été étudiés vis-à-vis de lôoccurrence des NTM (Figure 8). Effectivement, parmi les 

sources ponctuelles (chapitre I §III .1 / ) et diffuses (chapitre I §III.2 / ) des microorganismes 

potentiellement pathog¯nes, peu dô®tudes font r®f®rence aux NTM. A ce jour, les sols riches 

en acide humiques des zones rurales (forêts, marécages), les sols riches en hydrocarbures des 

zones urbaines (origine pyrolytique anthropique des PAH) et les r®seaux de distribution dôeau 

potables sont connus comme étant des habitats propices au développement des NTM (chapitre 

I §I.3.a / ) et les eaux de surface en aval des bassins versants ainsi que les eaux souterraines 

peuvent être considérées comme les milieux récepteurs de NTM lors dô®v®nements pluvieux 

(Figure 8) car la présence de NTM y est avérée (Le Dantec et al. 2002b ; Bland et al. 2005 ; 

Chilima et al. 2006). Entre ces habitats et ces milieux récepteurs dôorigines urbaines, p®ri-

urbaines ou rurales, la présence des NTM est possible dans les réseaux dôeau potable des 

maisons particulières, des centres médicaux, ou des centres récréatifs (Figure 8), mais aucune 

donn®e nôexiste sur la pr®sence des NTM dans les autres compartiments des bassins versants 

telles que les WWTP, les RWTP et les citernes de récupération des eaux de pluie. Ainsi, 

plusieurs sources ponctuelles et diffuses seront donc évaluées (chapitre III). 
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Figure 8 : Schéma conceptuel des habitats (rectangles) et vecteurs (flèches) potentiels des mycobactéries 

non-tuberculeuses dans les bassins versants de temps sec (en haut) et de temps de pluie (en bas) 
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¶ Sources ponctuelles urbaines 

Dans lôobjectif dô®tudier les sources urbaines des NTM dans les bassins versants 

urbains, et en raison de la présence des NTM dans les r®seaux de distribution dôeau et les 

r®seaux dôeau potable dans les maisons particulières, les centres médicaux et les centres 

récréatifs (Tableau 7), ainsi que les quelques études rapportant leur présence dans les boues 

activées de station dô®puration (Berekaa et Steinbüchel 2000) et dans les eaux usées en entrée 

de station dô®puration (Whan et al. 2005), nous nous proposons dô®tudier le devenir des 

mycobact®ries au sein dôune station dô®puration ¨ lô®chelle des ouvrages de traitement par 

temps sec afin de combler ce manque de la littérature (chapitre III§II.1 / ). 

¶ Sources diffuses péri-urbaines et rurales 

Le lessivage des sols semble apporter des NTM dans le milieu récepteur pendant les 

saisons humides, ce phénomène semble être corr®l® avec lôapport en certain métaux Fe, Al, 

Cu, Co et Cr (Iivanainen et al. 1993). De plus, il semble que les sols riches en acides 

humiques et les sols pollués en PAH soient des habitats potentiels de NTM (chapitre I§I.3.a / 

). N®anmoins, ces deux types de sols nôont jamais été comparés entre eux (Figure 8). Ainsi, 

nous envisageons dô®tudier et de caract®riser diff®rents types de sols en zones urbaines, péri- 

urbaines et rurales afin de déterminer lesquelles de ces zones seraient les sources majeures de 

NTM dans les bassins versants (chapitre III§II.2 / ). 

Concernant les sources diffuses, aucune étude ne rapporte la présence de NTM dans les 

eaux de ruissellement. Effectivement, ce compartiment des bassins versants étant régi par de 

multiples facteurs telles que la pluviométrie, la topographie ou encore la nature des sols, la 

mesure directe de la quantité de NTM dans les eaux de ruissellement nôest g®n®ralement pas 

réalisée. Au sujet des eaux de ruissellement, même si des corrélations saisonnières ne sont pas 

clairement établies, il semble que les NTM soient majoritairement présentes dans les sols et 

lôeau (eau potable du robinet, eau de forage, eau de puits associ®s au maisons particuli¯res) 

pendant les saisons sèches (Chilima et al. 2006). Cette étude suggèrerait que le ruissellement 

¨ lôoccasion dô®v®nements pluvieux pourrait lessiver les sols et entrainer les NTM dans 

dôautres compartiments r®cepteurs du bassin versant, c'est-à-dire dans les eaux souterraines ou 

les eaux de surface les plus en aval du bassin versant (Figure 8). Aussi, nous étudierons, 

indirectement, lôimpact des eaux de ruissellement en d®terminant lôapport dôaffluents situés en 

zones urbaines et péri-urbaines ̈  une rivi¯re dôordre sup®rieur, en lôoccurrence la Marne 

(chapitre III§II.3 / ). 
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I / Introduction  

Lô®tat de lôart sur les outils analytiques applicables aux matrices environnementales 

(chapitre I §II / ) souligne clairement que les méthodes de détection par bactériologie 

(chapitre I §II.1.b / ) et biologie moléculaire (chapitre I §II.1.d / ) nécessitent une 

harmonisation des protocoles et une ®tude dôapplicabilit® aux matrices environnementales. 

Dans cette optique, il a donc été entrepris de comparer des méthodes de bactériologie, ainsi 

que des méthodes de biologie moléculaire, avec comme objectif la quantification des NTM 

dans des échantillons environnementaux. Ainsi, le présent chapitre est organisé en trois 

parties présentées sous formes de trois articles. Deux de ces articles sont parus dans le journal 

Applied Environmental Microbiology, et le troisième a été soumis au journal Canadian 

Journal of Microbiology. 

Article j Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron et F.S. Lucas (2010). 

Comparison of culture methods for isolation of nontuberculous mycobacteria from surface 

waters. Applied and Environmental Microbiology 76(11): 3514-3520 (doi: 

10.1128/AEM.02659-09). 

Dans ce papier, les m®thodes dôisolement des NTM, telles que les décontaminations 

chimiques et/ou les utilisations dôantibiotiques dans le milieu de culture ont ®t® compar®es sur 

des ®chantillons dôeau de surface, (i) pour étudier leur impact sur les microorganismes 

interf®rents et sur des ®chantillons dôeau de surface artificiellement inocul®s par M. chelonae 

et M. avium, (ii) pour ®tudier lôimpact sur des NTM ¨ croissance rapide et lente (chapitre II 

§II.1 / article j). Ces espèces ont été choisies comme modèles de FGM et de SGM présentant 

des incidences humaines importantes en France (Figure 3) et ̈  lô®tranger (Figure 4). 

Article k Radomski N., F.S. Lucas, R. Moilleron, E. Cambau, S. Haenn et L. Moulin (2010). 

Development of a real-time qPCR method for detection and enumeration of Mycobacterium 

spp. in surface water. Applied and Environmental Microbiology 76(21): 7348-7351 (doi: 

10.1128/AEM.00942-10). 

Du fait de la présence en grande nombre de microorganismes interférents dans les 

®chantillons de lôenvironnement et du fait des croissances lentes de nombreuses NTM, il nous 

a semblé judicieux de développer une technique de quantification moléculaire qui 

sôaffranchisse des biais culturaux. Afin de d®velopper une m®thode de quantification des 

mycobactéries par PCR en temps réel qui soit, à la fois, spécifique et sensible dans les 

échantillons environnementaux, des comparaisons de la spécificité et de la sensibilité de 

couples dôamorces PCR de la litt®rature, ont ®t® entreprises in silico et in vitro. La nouvelle 

méthode développée a été comparée à deux méthodes existantes nôayant jamais fait lôobjet 

dôune v®rification in vitro. La spécificité et la sensibilité de ces méthodes ont été évaluées 

respectivement avec un souchier de microorganismes interférents isolés de la Seine et 

identifi®s par s®quen­age de lôARNr 16S ou 28S, et un souchier de NTM isolées de la Seine 

et identifi®es par s®quen­age de lôARNr 16S et du gène hsp65. Ces deux collections ont été 

complétées avec des microorganismes de référence issus de collections internationales 

(chapitre II § II.2 / article k). 

Article l Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron et F. Lucas (2010). 

Effective DNA extraction method for quantification of Mycobacterium spp. in surface water 

by real-time PCR. (soumis à Canadian Journal of Microbiology). 

Dans ce papier, la m®thode dôextraction dôADN a ®t® optimis®e en vue de quantifier les 

NTM par PCR en temps réel dans les échantillons environnementaux. Des combinaisons de 

protocoles de lyse et de purification ont ®t® compar®es ¨ partir dô®chantillons dôeau de la 

Seine, artificiellement inoculés par M. chelonae, dans lôobjectif de d®terminer la m®thode 

dôextraction dôADN permettant de r®cup®rer le plus dôADN mycobact®rien, tout en ®liminant 

les inhibiteurs de PCR de la matrice environnementale (chapitre II §II.3 / article l). 
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La méthode de PCR en temps réel est basée sur le principe la PCR découvert en 1987 

par Kary Mullis, qui permet de détecter des régions nucléotidiques particulières par 

amplification exponentielle. La PCR classique est une analyse non quantitative en point final 

qui d®tecte lôabsence ou la pr®sence dôune r®gion nucl®otidique, alors que la PCR en temps 

réel est une méthode de quantification par cinétique qui suit au cours du temps le nombre de 

copies de lô®l®ment cibl®. Pour lôensemble des m®thodes de quantification par PCR en temps 

réel, la détermination du seuil limite (CT: Cycle Threshold) permet de réaliser une droite 

dô®talonnage. Le CT correspond au cycle pour lequel lôamplification dôune cible est 

détectable, c'est-à-dire le cycle ¨ partir duquel lôaugmentation de la fluorescence est d®tect®e. 

Plus la matrice dôADN cible est en concentration importante avant amplification, plus le CT 

va être faible, et inversement. La r®alisation de la droite dô®talonnage va passer par la 

lin®arisation de lô®volution des CT dôune gamme de concentration en ADN, en fonction du 

logarithme décimal de la concentration en ADN de cette gamme (Figure 9). La limite de 

quantification base de cette méthode est la concentration minimale en ADN pour laquelle 

lô®quation CT=f(log[ADN] ) devient linéaire sous la forme dôune ®quation de type Y=aX+b. 

Effectivement, en dessous de cette concentration en ADN limite, les phénomènes 

stochastiques sont trop forts pour conserver une évolution constante du signal, lô®quation est 

alors de la forme Y=aX
2
+bX+c. La limite de quantification haute de cette méthode 

correspond à la concentration en ADN maximale à partir de laquelle la phase de bruit de fond 

nôest plus assez importante pour pouvoir °tre correctement mesur®e, c'est-à-dire pour un CT 

tendant vers zéro (Poitras et Houde 2002). 

 

Figure 9 : R®alisation dôune droite dô®talonnage de PCR en temps r®el par construction de lô®volution de 

la fluorescence en fonction des CT dôune gamme de concentration en ADN (¨ gauche) et construction de la 

linéarisation des CT moyens en fonction du logarithme décimal de la concentration en ADN (à droite) 

Cette m®thode dô®talonnage peut °tre utilis®e pour des quantifications absolues ou 

relatives. La quantification absolue est utilisée pour des applications qui ne présentent pas de 

cible de r®f®rence avec laquelle une quantification relative serait envisageable. Côest la droite 

dô®talonnage CT=a.log[ADN] +b extrapolée de la partie linéaire de la courbe de linéarisation 

(Figure 9) qui permet de calculer la concentration de la cible dans lô®chantillon. Il est ¨ noter 

que lôordonn®e ¨ lôorigine b nôa quôune signification math®matique, car elle est issue dôune 

r®gression lin®aire de la droite dô®talonnage. Cette droite dô®talonnage permet aussi de 

calculer lôefficacit® (Ef: efficiency) Ef=10
(-1/a)
, qui est la proportion dôADN cible se 

dupliquant à chaque cycle, c'est-à-dire la proportion de cibles détectées par la méthode. 

Expérimentalement, une efficacité entre 0,8 et 1 est bonne, car cela signifie quôentre 80 et 

100 % des cibles sont détectées. La quantification absolue ne prend pas en compte 

dôéventuelles inhibitions de PCR qui peuvent avoir lieu dans une matrice naturelle, car la 

gamme dô®talonnage nôest pas r®alis®e dans une matrice ®quivalente ¨ la matrice dô®tude. La 

quantification relative de gènes de référence, dont la concentration est connue, en parallèle de 
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la quantification de la cible, permet de tenir compte des ph®nom¯nes dôinhibition de PCR de 

la matrice, qui affecteraient de la même façon la cible et la référence. Il existe cinq principes 

de PCR en temps réel (Poitras et Houde 2002). 

¶ Intercalent SYBR
TM

 Green I 

La PCR en temps r®el utilisant lôintercalant dôADN SYBR
TM

 Green I comme agent 

fluorescent, est le principe le plus simple car il ne repose que sur le choix dôamorces 

dôamplification sp®cifiques. Le SYBR
TM

 Green I est souvent utilisé car il est plus sensible que 

les autres intercalants dôADN comme le bromure dô®thidium, le YO-PRO-1 et le Hoescht 

33258 qui se fixe au sillon mineur de lôADN. Lors de la r®action dôamplification par PCR, le 

SYBR
TM

 Green I non intercal® ¨ lôADN exhibe peu de fluorescence, puis durant lô®tape 

dô®longation, une augmentation de la fluorescence suit la quantité dôintercalant se fixant à 

lôADN double brin naissant. Ainsi, apr¯s hybridation des amorces PCR (à environ 50-60°C), 

lôaugmentation du signal de fluorescence est mesur®e pendant lô®tape dô®longation (à environ 

60-70ÁC) et lô®mission fluorescente d®cro´t compl¯tement lorsque lôADN est d®natur® (à 

environ 90°C) au cycle suivant (Figure 10). 

 

Figure 10 : Conditions et d®roulement des ®tapes de d®naturation (a), dôhybridation des amorces PCR (b) 

et dô®longation (c) de la PCR en temps r®el bas®e sur lôutilisation du fluorochrome intercalant dôADN 

SYBR
TM

 Green I (Poitras et Houde 2002) 

La spécificité de cette technique est évaluée par construction de la courbe de fusion. 

Cette courbe de fusion est la dérivée de la fluorescence mesurée par rapport au temps (dF/dt) 

représentée en fonction de la température. Pour une amplification spécifique ne produisant 

dôun seul amplicon, la courbe de fusion ne pr®sentera quôun seul pic. La zone dF/dt = 0 de la 

courbe de fusion, repr®sente lôaugmentation constante au cours du temps de la fluorescence 

pendant lôintercalement du SYBR
TM

 Green I aux amplicons néoformés. Le pic de la courbe de 

fusion représente la chute de fluorescence observée lorsque la dénaturation atteint la 

temp®rature de dissociation de lôunique amplicon produit. Ainsi, si des amplicons différents 

des amplicons cibles sont produits, il sera observ® dôautres pics à des températures de fusion 

(Tm: melting temperature) différentes. Ceci pourrait être le cas lors de production de dimères 

dôamorces non détectables en PCR classique. 
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¶ Hydrolyse de sonde TaqMan
TM

 

Le principe de la PCR en temps réel TaqMan
TM

 fait intervenir une sonde nucléique 

hybrid®e au produit dôamplification en plus des deux amorces PCR. Le principe de détection 

de lôamplification est basé sur lôactivit® 5ô-exonucléasique de la Taq polymérase qui 

hydrolyse la sonde hybrid®e durant lô®tape dôhybridation/extension de la PCR. Un 

fluorochrome émetteur, comme la 6-carboxyfluorescéine (FAM: 6-carboxy fluorescein), est 

fix® ¨ lôextr®mit® 5ô de la sonde dôhybridation et son ®mission est inhib®e par un second 

suppresseur fluorescent ¨ lôextr®mit® 3ô, comme la 6-carboxy-tétraméthylrhodamine 

(TAMRA: 6-carboxy-tetramethylrhodamine) ou un suppresseur non-fluorescent comme le 

BHQ® (black hole quencher®). Etant stimulé, le fluorochrome émetteur transfère son énergie 

au fluorochrome suppresseur voisin par le principe du transfert d'énergie entre molécules 

fluorescentes (FRET: fluorescence resonance energy transfer) qui dissipe cette énergie sous 

forme de chaleur au lieu dô®mettre de la fluorescence. Ainsi de la fluorescence est ®mise 

lorsque le fluorochrome suppresseur est trop éloigné du fluorochrome émetteur, c'est-à-dire 

lorsquô¨ partir de lôune des amorces PCR, la Taq polym®rase hydrolyse la sonde hybridée à 

chaque cycle dôamplification PCR (Figure 11). La conception de la sonde TaqMan
TM

 

nécessite les contraintes de développement suivantes : 1/ avoir un Tm de 5 à 10°C au dessus 

du Tm des amorces, afin quôapr¯s la dénaturation (à environ +95ÁC), cette sonde sôhybride (à 

environ +70°C) avant les amorces PCR (à environ +60ÁC) dans le but dô°tre hydrolys®e par la 

Taq polymérase (à environ +60ÁC) provenant de lôamorce PCR hybrid®e sur le m°me brin 

dôADN ; 2/ avoir une longueur de 20 à 40 nucléotides pour respecter le principe FRET ; 3/ 

avoir un contenu en G-C de 40-60 % ; avoir un A, un C ou un T ¨ lôextr®mit® 5ô parce quôun 

G supprime la fluorescence de lô®metteur même après clivage ; 4/ ne contenir aucun patron de 

séquence répétée ; 5/ ne contenir aucune séquence permettant une hybridation ou un 

chevauchement avec les amorces ; 6/ utiliser des fluorochromes émetteurs distincts liés à des 

sondes différentes lors de développements multiplexes. 

 

Figure 11 : Conditions et d®roulement des ®tapes de d®naturation (a), dôhybridation des sondes, 

dôhybridation des amorces PCR (b) et dô®longation (c) de la PCR en temps r®el basée sur lôutilisation 

dôune sonde TaqMan
TM

 (Poitras et Houde 2002) 
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¶ Hybridation à deux sondes 

Lôhybridation ¨ deux sondes repose sur lôutilisation de deux sondes linéaires 

complémentaires à la séquence cible pour maximiser la spécificité du signal. Lôune des 

sondes est bloqu®e ¨ son extr®mit® 3ô afin de pr®venir son extension durant lô®tape 

dô®longation, et transporte en 3ô un fluorochrome donneur : l'isothiocyanate-5 de fluorescéine 

(FITC: fluorescein isothiocyanate-5) qui produit une lumière fluorescente verte après 

excitation. Lôautre sonde transporte en 5ô un fluorochrome accepteur Red 640 ou Red 705. 

Les deux sondes sont arrangées en tête-à-queue et espacées de 10 nucléotides, afin que 

pendant lôhybridation le principe FRET permette au fluorochrome donneur émettant une 

fluorescence verte dôexciter le fluorochrome accepteur dont lô®mission fluorescente rouge est 

détectée. La fluorescence rouge émise est alors proportionnelle ¨ la quantit® dôADN cible 

amplifiée (Figure 12). La conception des deux sondes nécessite les contraintes de 

développement suivantes : 1/ les contraintes de conception dôune sonde TaqMan
TM

 doivent 

être respectées ; 2/ la s®quence cible doit °tre localis®e vers lôextr®mit® 3ô de lôamplicon ; 3/ 

les Tm des deux sondes doivent être similaires. 

 

Figure 12 : Déroulement des étapes de dénaturation (a), dôhybridation des sondes et amorces PCR (b) et 

dô®longation (c) de la PCR en temps r®el bas®e sur lôhybridation ¨ deux sondes (Poitras et Houde 2002) 
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¶ Balise moléculaire (Molecular Beacon
TM

) 

Cette balise moléculaire est dessinée en épingle à cheveux via des extrémités 

complémentaires et comprend en son centre la séquence complémentaire de la cible amplifiée 

à détecter. La balise moléculaire est encore plus spécifique que les sondes linéaires, car la 

balise mol®culaire favorise surtout la formation de lô®pingle ¨ cheveux sauf en cas 

dôhybridation parfaite des séquences. Un émetteur fluorescent FAM, TAMRA, la tetra-

chloro-6-carboxyfluorescéine (TET: tetra-chloro-6-carboxyfluorescein) ou la carboxy-X-

rhodamine (ROX: carboxy-X-rhodamine) et le suppresseur 4-(4ô-diméthylamino-phenylazo)-

benzène (DABCYL: 4-(4ô-dimethylamino-phenylazo)-benzene) sont fixés à chacune des 

extr®mit®s de la balise, respectivement en 5ô et 3ô. Ce quencheur non fluorescent capte 

l'énergie dégagée par le rapporteur et le restituent, non pas sous forme de lumière visible 

comme côest le cas pour la PCR en temps réel Taqman
TM

, mais sous forme de rayonnement 

infra-rouge. A lô®tape de d®naturation, la balise mol®culaire est sous forme relax®e et la 

proximit® des fluorochromes permet lôinhibition de la fluorescence. Ensuite lors de 

lôhybridation des amorces PCR et de la balise, lô®metteur et le suppresseur sont tellement 

®loign® que la fluorescence de lô®metteur ne peut plus °tre inhib®e par le suppresseur sur le 

principe du FRET. A lô®tape de polymérisation, la balise moléculaire retourne en solution 

sous forme dô®pingle ¨ cheveux (Figure 13). La conception dôune balise mol®culaire nécessite 

les contraintes de développement suivantes : 1/ les contraintes de conception des sondes 

TaqMan
TM

 doivent être respectées ; 2/ le tronc de la balise doit °tre court afin dô®viter 

lô®loignement entre lô®metteur et le suppresseur et un bruit de fond important ; 3/ les forces 

dôhybridation du tronc de la balise doivent °tre limit®es pour que celle-ci puisse sôhybrider 

correctement à la cible et émettre de la fluorescence. 

 

Figure 13 : D®roulement des ®tapes de d®naturation (a), dôhybridation des sondes et amorces PCR (b) et 

dô®longation (c) de la PCRq en temps r®el par balise mol®culaire (Poitras et Houde 2002) 
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¶ Amorces scorpion (scorpion primer
TM

) 

Lôamorce scorpion est encore plus efficace que les sondes linéaires et que la balise 

mol®culaire, en particulier pour le programme dôamplification ¨ cycle court. Lôamorce 

scorpion est une balise moléculaire pr®sentant ¨ son extr®mit® 3ô un bloqueur de 

polymérisation de la sonde comme lô®thyl¯ne glycol lourd (HEG: heavy ethylene glycol), 

suivi de lôamorce PCR antisens. Cela permet dôint®grer ¨ lôamplicon, lôamorce scorpion ¨ 

chaque cycle dôamplification. A lô®tape de d®naturation, lôamorce scorpion est sous forme 

relaxée et la proximit® des fluorochromes permet lôinhibition de la fluorescence. Après 

lôhybridation de lôamorce scorpion et de lôamorce anti-sens, la polymérisation a lieu. En suite, 

après une nouvelle étape de dénaturation, une étape dôhybridation de la partie balise 

mol®culaire de lôamorce scorpion ¨ la s®quence cible compl®mentaire, permet ¨ lôamorce 

scorpion de prendre une conformation lin®aire, provoquant lô®mission de fluorescence sur le 

principe du FRET (Figure 14). La conception dôune amorce scorpion n®cessite de respecter 

les contraintes de conception des sondes TaqMan
TM

 et des balises moléculaires. 

 

Figure 14 : D®roulement des ®tapes de d®naturation (a), dôhybridation des amorces PCR (b), dô®longation 

(c), de d®naturation secondaire (d) et dôhybridation de la balise mol®culaire (e) de la PCR en temps réel 

par amorce scorpion (Poitras et Houde 2002) 



Chapitre II : Développements analytiques 

 83 

 

*Correspondence: Nicolas Radomski, Université Paris-Est, 

Laboratoire Eau Environnement Systèmes Urbains (Leesu) UMR 

MA 102-AgroParisTech, 6-8 avenue Blaise Pascal Cité Descartes, 

FR 77455 Champs sur Marne, France ; 

email: nicolas.radomski@leesu.enpc.fr ; tel: +33(0)666665536 ; 

fax: +33(0)145171627 

II / Travaux entrepris 

II.1 / Comparaison des m®thodes de culture pour lôisolement des mycobact®ries 

non-tuberculeuses dans les eaux de surface (publié en mars 2010 dans Applied and 

Environmental Microbiology) 
 

Comparison of culture methods for isolation of nontuberculous 

mycobacteria from surface waters 
 

Nicolas Radomski
1*

, Emmanuelle Cambau
2,3

, Laurent Moulin
4
, Sophie Haenn

4
, 

 Régis Moilleron
1
, Françoise S. Lucas

1 

 

Université Paris-Est, Laboratoire Eau Environnement Systèmes Urbains (Leesu) UMR MA 102-AgroParisTech, 

6-8 avenue Blaise Pascal Cité Descartes, FR 77455 Champs sur marne, France1, AP-HP, Hôpital Charles 

Foix, FR 94205 Ivry-sur-Seine, France2, AP-HP, Laboratoire associé du Centre national de référence 

des mycobactéries et de la résistance aux antituberculeux, Hôpital Saint Louis, FR 75475 Paris, 

France3, Eau de Paris, Direction Recherche et Développement Qualité Environnement 

(DRDQE), 144 avenue Paul Vaillant Couturier, FR 75014 Paris, France4 

 

Environmental is the likely source of most nontuberculous mycobacteria (NTM) involved in human 

infections, especially pulmonary, skin and soft-tissue infections. In order to measure the prevalence of 

NTM in different aquatic ecosystems, we aimed to standardize the culture methods used for surface water 

testing since many procedures have been described. Cultivating mycobacteria needs long term incubation 

in rich media and requires prior inactivation of rapid growing microorganisms whose growth impedes the 

observation of mycobacterial colonies. The two endpoints for the evaluation of the methods were 

consequently (i) the inhibition rate of non-target microorganism, and (ii) the efficiency in mycobacteria 

recovery. We compared the competitive growth of Mycobacterium chelonae and M. avium versus non-

target microorganisms on rich Middlebrook 7H11-mycobactin medium after the application of several 

chemical decontamination methods using acids, bases, detergent or cetylpyridinium chloride (CPC) with 

and without the antibiotic cocktails PANTA (polymyxin 40U/ml, amphotericin B 4µg/ml, nalidixic acid 

16µg/ml, trimethoprim 4µg/ml and azlocillin 4µg/ml) or PANTAV (PANTA + vancomycin 10µg/ml). Our 

results showed that decontamination by CPC (final concentration of 0.05% for 30 min) of water 

concentrated by centrifugation, followed by culture on rich medium supplemented with PANTA 

significantly decreased non-target microorganism growth (6.2±0.4 log10 CFU/l on 7H11j medium vs. 

4.2±0.2 log10 CFU/l on 7H11j PANTA, p<0.001), while not being too aggressive towards NTM (7.0±0.0 

log10 CFU/l vs. 6.9±0.0 log10 CFU/l for M. chelonae and 9.1±0.0 log10 CFU/l vs. 8.9±0.0 log10 CFU/l for 

M. avium). We propose this standardized culture procedure for NTM detection from aquatic samples. 

Key words: Culture methods; nontuberculous mycobacteria; surface waters 

It is generally accepted that the environmental 

exposure, particularly through water, is the main 

source for most human infections caused by 

nontuberculous mycobacteria (NTM). The incidence 

of waterborne NTM is increasingly described for skin 

and soft-tissue infections in immunocompetent 

patients (31) and for pulmonary infections occurring 

via aerosol inhalation (15, 31). Ingestion or inhalation 

of contaminated water (while swimming for instance) 

could also be a route of NTM exposure for children 

(31). Because NTM are emerging pathogens for 

humans and domestic animals, it is important to 

identify their environmental sources and reservoirs 

and to measure their proliferation and persistence in 

fresh water ecosystems. These actions necessitate a 

robust and standardized method for environmental 

detection of NTM. 

NTM are ubiquitous and can be isolated from a 

variety of aquatic ecosystems including natural water, 

wastewater, drinking water, recreational water, and 

industrial water (16, 51). Hospital water has even been 

reported to be contaminated by NTM (31). More 

precisely, aquatic plants, amoeba, aquatic vertebrates 

and invertebrates could be considered as NTM 

reservoir of aquatic ecosystems, whether natural or in 

drinking water distribution systems or buildings and 

homes (19, 26, 37). Once present in the system, 

mycobacteria may proliferate and persist (4). 

Methods usually used for NTM detection typically 

come from the clinical microbiology field and are not 

currently adapted for environmental samples. Surface 

waters samples are quite different from clinical 

samples, since they may contain low quantities of 

NTM but with typically highly diverse bacterial 

communities which range between 104 and 107 

bacteria per ml (54). 
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TABLE 1. Chemical decontamination procedures for isolation of mycobacteria 

Method Decontamination reagent 

(concn) 

Decontamination 

time (min) 

Neutralization reagent 

(concn) 

Löwenstein H2SO4 (4%) 15 NaOH (4%) 

Petroff NaOH (4%) 20 HCl (3%) 

Tacquet-Tison SDS (3%)-NaOH (1%) preheated at 37°C 30 H3PO4 (1%) 

Kubica NaOH (2%)-N-acetyl-L-cysteine (0.5%)-Na3C6H5O7 (1.5%) 15 NaKPO4, Ph 6.8 (67 nM) 

Oxalic acid (COOH)2 (5%) 30 NaOH (4%) 

Cetylpyridinium chloride CPC (0.10%) 30 H2O 

 

This microbial diversity makes it likely that non-target 

species may overgrow NTM in nutrient rich medium. 

Several studies have been conducted  to determine the 

optimum decontamination method for inhibiting the 

growth of non-target bacteria in the NTM assay, 

although most of them were developed for clinical 

samples (2, 8, 20, 42, 56). Moreover, no clear 

consensus emerges from these studies for the 

treatment of environmental samples. The combination 

of chemical decontamination and addition of 

antibiotics in culture medium has not been studied so 

far for water surface samples. 

The aim of this study was to develop and validate 

an improved method for detecting and counting NTM 

from surface water. To achieve this, we compared the 

recovery of mycobacteria from water samples and the 

inactivation of non-target microorganisms (fungi and 

bacteria other than mycobacteria) using various 

antibiotics and chemical decontaminants. 

 

MATERIALS and METHODS  

 
Sampling of surface water and artificial inoculation. Surface 

water samples were collected in triplicate between July 2008 and 

March 2009 from the Seine River (France) at water supply 

catchment sites near the Orly drinking water plant (DWP), Ivry 

DWP and Joinville DWP. For each site, a 1 l sample was collected 

in a sterile glass bottle used for bacterial analyses (Schott Duran®). 

Samples were cooled to 4°C and transported to the laboratory within 

6 hr and were immediately processed upon return to the laboratory. 

Solids in the water sample were concentrated by centrifugation 

(7000×g, 15 min, 4°C) and the pellet was resuspended in a small 

volume of discarded supernatant, which differed according to the 

experiment as described below. Resuspended pellets were preserved 

at 4°C before treatments. 

To determine the recovery of mycobacteria, pellets were 

resuspended in 9 ml of supernatant and autoclaved 20 min at 120°C 

before inoculation with 1 ml of a suspension containing a mixture of 

the fast growing M. chelonae ATCC 35752 (target cell titre 

105 CFU/ml) and the slow growing M. avium ATCC 25291 (target 

cell titre 107 CFU/ml) in order to achieve a final volume of 10 ml. 

To prepare the inoculum, reference strains were cultivated onto 

Löwenstein-Jensen (Bio-Rad) and dissolved in API AUX medium 

(BioMérieux). Using McFarland Standard (3.0 McFarland density 

corresponding to 108 CFU/ml), the two strains were diluted 

appropriately with sterilized water and mixed together. Without clue 

about cell loss rates of each decontamination methods and in order 

to count cells after decontamination procedures, we chose to apply a 

high density of NTM, which indeed do not reflect reality of water 

contamination. Inoculated autoclaved samples were named 

ñartificial samplesò. For all other experiments, centrifuged pellets 

from the environmental sample were resuspended in 10 ml of 

supernatant and are referred to as ñnatural samplesò in the text. The 

final volume is the same of that of artificial samples described 

above. 

Media supplementation and growth conditions. All samples 

were inoculated onto Middlebrook 7H11j solid medium. The 

medium was prepared by supplementing Middlebrook 7H10 with 

10% (v/v) oleic albumin dextrose catalase enrichment (Becton 

Dickinson), 0.5% (v/v) glycerol and 2 µg/ml mycobactine J 

(Synbiotics Corporation). Middlebrook 7H11j-PANTA medium was 

prepared with 2.0% (v/v) of reconstituted PANTA PLUS antibiotic 

supplement (Becton Dickinson) at a final concentration in culture 

medium of 40 U/ml of polymyxin, 4 µg/ml of amphotericin B, 

16 µg/ml of nalidixic acid, 4 µg/ml of trimethoprim and 4  µg/ml of 

azlocillin. Middlebrook 7H11j-PANTAV medium was prepared 

with 2.0% (v/v) of reconstituted PANTA PLUS antibiotic 

supplement and 10 µg/ml of vancomycin (Sigma) in culture 

medium. 

Sterility (no contamination) and fertility (growth of 

M. chelonae ATCC 35752) of these three media were controlled 

without and with inoculation by the streak plate method. In order to 

study the impact of antibiotics on NTM and non-target 

microorganisms, artificial and natural samples from Orly, Ivry and 

Joinville were inoculated on Middlebrook 7H11j without 

antibiotics, with antibiotic cocktail PANTA, or with PANTAV. 

Chemical decontamination procedures. Artificial and natural 

samples from the Orly site were independently treated by six 

different methods and inoculated on 7H11j medium, 7H11j-PANTA 

medium and 7H11j PANTAV medium in order to study the impact 

of chemical decontamination methods on NTM recovery and 

inhibition of non-target microorganisms overgrowth. 

Chemical decontamination methods were carried out following 

the same steps: decontamination, agitation, centrifugation, 

resuspension. The six chemical decontamination methods named 

Löwenstein (5), Petroff (30), Tacquet-Tison (41), Kubica (23), acid 

oxalic (56) and cetylpyridinium chloride (CPC) (28), were used in 

this study (Table 1). An equal volume of decontamination reagent 

was added to a 50 ml tube containing 10 ml of resuspended pellet, 

and then samples were shaken at 20°C in a Kahn agitator for the 

required amount of time. Neutralization was checked by adding two 

drops of litmus pH indicator, except for the Kubica and the CPC 

methods, whose neutralization reagent volumes were 10 ml. 

Suspensions were then centrifuged (3,000×g, 15 min, 4°C), and the 

pellet was resuspended in 2 ml of sterile distilled water, before 10-

fold dilutions and inoculation onto 7H11j with or without 

antibiotics. A control treatment was performed using sterile water as 

a decontamination solution in order to determine the initial 

contamination level. 

Counting method and statistical analyses. After chemical 

decontamination procedures, natural and artificial samples were 10-

fold diluted in sterilized water, inoculated on medium, and 

incubated at 30°C in order to count non-target microorganisms and 

the reference NTM, respectively. For natural water samples, 

colonies with different colony morphologies were counted on each 

plate and inoculated on Löwenstein-Jensen medium incubated at 

30°C for isolation. Mycobacteria and other acid-fast bacilli were 

detected by Ziehl-Neelsen acid-fast stain using a Quick-TB kit 

(RAL®). Acid-fast bacilli were then identified by partial sequencing 

of 16S rRNA gene and hsp65 gene as described below. Non-target 

microorganisms included non acid-fast bacteria and acid-fast 

bacteria that did not belong to the mycobacteria. Statistical analyses 

of data were carried out using a Generalized Linear Model (GLM) 

in the software Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, 

Md.). 

Identification of acid-fast bacilli recovered from fresh water 

samples. In order to identify the acid-fast bacilli isolated from 

natural samples, the 16S rRNA gene (3), and hsp65 gene (22) were 

partially sequenced. Acid-fast colonies grown on Löwenstein-

Jensen were resuspended in 100 µl of 1 X TE buffer (10 mM Tris 

pH 7,6 ; 1 mM EDTA) and DNA was extracted by heat shock (96°C 

for 15 min). After centrifugation (16,000×g, 15 min, 4°C), the 

supernatant was used for PCR amplification. PCR reactions were 

carried out following conditions described in previous study (32), 

and using PCR primers and amplification cycles described 

previously (3, 22). 
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FIG. 1. Effect of addition of antibiotics to the medium on the 

numbers of growing nontarget microorganisms after different 

incubation times. Surface water samples were directly inoculated 

onto Middlebrook 7H11j medium with or without antibiotics. The 

error bars indicate standard deviations of the means. 

 
FIG. 2. Effect of addition of antibiotics to the medium on 

recovery of M. chelonae ATCC 35752 and M. avium ATCC 25291. 

The bars indicate the average numbers of mycobacteria recovered 

from artificial samples (9 experiments for each strain) inoculated 

onto Middlebrook 7H11j medium supplemented or not 

supplemented with antibiotics. 
 

Appropriate dilution of amplicons were purified with QIAquick 

PCR purification Kit (Qiagen), and marked separately in both 

senses with the BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems). Products were purified with DyeEx 2.0 spin 

Kit (Qiagen), and sequencing was carried out with and ABI PRISM 

3100 Genetic analyser following manufacturer recommendations 

(Applied Biosystems). 

Consensus sequences were compared with those from Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), BIBI (http://umr5558-sud-

str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi) and RIDOM (http://www.ridom-

rdna.de) databases by phylogenetic analyses (data not shown). 

16S rRNA and hsp65 consensus sequences of acid-fast bacilli were 

submitted to GenBank (Accession numbers FJ770974 to FJ770999). 

 

RESULTS 

 

Effect of antibiotic supplementation in culture 

medium. 

(i) Impact on overgrowth of non-target 

microorganisms. Densities of non-target 

microorganisms reached their maximum after 48 h 

incubation on both 7H11j and 7H11j-PANTA media 

(Fig. 1). No non-target microorganisms were detected 

on 7H11j supplemented by PANTA + vancomycin 

(PANTAV) after 48h incubation and maximal 

densities were reached after 7 days. After 14 and 

21 days of incubation, filamentous fungi growth 

started and interfered with the count of non-target 

microorganisms even on 7H11j medium containing 

antibiotics (Fig. 1). 

PANTA and PANTAV additions in 7H11j 

medium resulted in a significant 100-fold decrease of 

non-target microorganisms densities (Fig. 1) 

compared to 7H11j medium without antibiotics 

(repeated-measures analysis by GLM: F=120.19, 

d.f.=2, n=108, p<0.001, controlled by sampling area 

and incubation time). After 21 days of incubation, 

non-target microorganisms reached on average 

6.2±0.4 log10 CFU/l on 7H11j medium, 4.2±0.2 log10 

CFU/l on 7H11j PANTA medium, and 3.9±0.3 log10 

CFU/l on 7H11j-PANTAV medium. No significant 

difference was found between PANTA and PANTAV 

treatment (repeated-measures analysis by GLM: 

F=3.04, d.f.=1, n=72, p=0.086, controlled by sampling 

area and incubation time). 

GLM analysis showed that the sampling area and 

the antibiotic treatment explained the observed 

variation in non-target microorganisms density 

(repeated-measures analysis by GLM: F=20.82, 

d.f.=4, n=108, p<0.001, controlled by incubation 

time). Indeed, densities of non-target microorganisms 

after 7 days incubation reached 6.5±0.1 log10 CFU/l, 

5.7±0.0 log10 CFU/l and 6.3±0.4 log10 CFU/l on 7H11j 

at the Orly, Ivry and Joinville catchment sites, 

respectively (repeated-measures GLM: F=20.98, 

d.f.=2, n=108, p<0.001, controlled by media 

supplementation and incubation time). 

(ii) Impact on NTM recovery. GLM analysis 

showed that PANTA and PANTAV supplementation 

significantly lowered both strain densities 

(M. chelonae: GLM: F=261.09, d.f.=2, n=9, p<0.001; 

M. avium: GLM: F=52.99, d.f.=2, n=9, p<0.001). 

Density of M. chelonae and M. avium were 

respectively evaluated at 7.17±0.04 log10 colony 

forming units (CFU) per liter and 8.91±0.10 log10 

CFU/l on 7H11j, and at 6.0±0.0 log10 CFU/l and 

7.8±0.0 log10 CFU/l on 7H11j-PANTA, whereas no 

growth was observed on 7H11j-PANTAV (Fig. 2). 

Effect of chemical decontamination 

(i) Impact on non-target microorganismsô 

overgrowth. The effect of the different chemical 

decontamination methods (Fig. 3A) did not 

significantly differed between each other (repeated-

measures GLM: F=0.64, d.f.=5, n=324, p=0.666, 

controlled by medium supplementation and incubation 

time). NTM CFU counting procedures without 

treatment by the chemical decontamination methods 

were hampered by the growth of non-acid-fast bacilli 

on 7H11j medium after 14 d to 21 d of incubation, and 

by the growth of fungi on 7H11j-PANTA and 7H11j-

PANTAV media after 21 d to 35 d. Compared to the 

control treatment, every chemical decontamination 

methods significantly decreased the non-target 

microorganisms densities (repeated-measures GLM: 

F=51.41, d.f.=6, n=378, p<0.001, controlled by 

medium supplementation and incubation time). 

All chemical decontamination procedures without 

antibiotic supplementation resulted in an average 

count of 4.1±0.4 log10 CFU/l of non-target 

microorganisms on 7H11j medium, which 

corresponded to a decrease by about 3 log10 compared 

to the control without decontamination on 7H11j 

medium (Fig. 3A). The combination of chemical 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://umr5558-sud-str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi
http://umr5558-sud-str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi
http://www.ridom-rdna.de/
http://www.ridom-rdna.de/
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decontamination with antibiotics supplementation of 

the medium was more effective, because we observed 

a decrease of 4-4.5 log10 of non-target microorganisms 

compared to the control treatment on 7H11j medium. 

All chemical decontamination procedures resulted in 

2.7±0.6 log10 CFU/l on 7H11j-PANTA and 2.4±0.7 

log10 CFU/l on 7H11j-PANTAV (Fig. 3A). 

 
FIG. 3. Effect of chemical decontamination on (A) the numbers 

of nontarget microorganisms and (B) recovery of M. chelonae 

ATCC 35752. The average densities (numbers of CFU per liter) of 

nontarget microorganisms (n = 378) and of mycobacteria recovered 

from artificial samples (n = 63) isolated from Orly water samples 

inoculated onto Middlebrook 7H11j medium (with or without 

antibiotics) were determined after chemical decontamination. The 

error bars indicate standard deviations of the means. 
(ii) Impact on NTM recovery. Compared to the 

control treatment, all chemical decontamination 

methods (Löwenstein, Petroff, Tacquet-Tison, Kubica, 

oxalic acid, CPC) significantly inhibited the growth of 

M. chelonae (repeated-measures GLM: F=276.66, 

d.f.=6, n=63, p<0.001, controlled by medium 

supplementation) and M. avium (repeated-measures 

GLM: F=59.11, d.f.=6, n=63, p<0.001, controlled by 

medium supplementation). When the control treatment 

was removed from the GLM analysis, the impact of 

the CPC method was significantly less negative 

towards M. chelonae (GLM: F=216.89, d.f.=5, n=54, 

p<0.001, controlled by medium supplementation) and 

M. avium (GLM: F=37.30, d.f.=5, n=54, p<0.001, 

controlled by medium supplementation) on 7H11j 

medium and 7H11j-PANTA medium. Indeed, 

compared to the control treatment which ensured the 

recovery of 7.0±0.0 log10 CFU/l for M. chelonae and 

of 9.1±0.0 log10 CFU/l for M. avium on 7H11j 

medium, CPC method ensured the recovery of 6.9±0.0 

log10 CFU/l for M. chelonae on 7H11j medium (Fig. 

3B) and of 8.9±0.0 log10 CFU/l for M. avium (data not 

shown). Concerning addition of vancomycin, 

whatever the chemical decontamination process, no 

growth was observed on 7H11j-PANTAV medium for 

both strains (Fig. 3B). 

Isolation and identification of NTM from 

surface water. Thirteen acid-fast bacilli isolates were 

collected from the water samples and are detailed in 

the supplementary Table 1. After phylogenetic 

analysis of 16S rRNA and hsp65 gene sequences (data 

not shown), twelve strains were identified as 

mycobacteria, one as Rhodococcus sp. and one as 

Nocardia sp. (Supplementary Table 1). M. chelonae 

strains were regularly isolated in samples from the 

Orly catchment site, either on 7H11j-PANTA and 

7H11j-PANTAV (Supplementary Table 1), whereas 

no acid-fast bacilli were isolated from the Ivry and 

Joinville catchment sites. However, CFU counts were 

less than 30 and thus did not allow a reliable 

estimation of NTM densities from the Orly site 

(Supplementary Table 1). 

High diversity was encountered among the NTM 

isolated from the Orly catchment site (8 different 

species). Rare species of mycobacteria 

(M. psychrotolerans, M. setense, M. insubricum, 

M. porcinum, M. llatzerense, M. austroafricanum, and 

M. arupense) were sporadically isolated from one of 

the triplicate samples on 7H11j, 7H11j-PANTA or 

7H11j-PANTAV after different kind of chemical 

decontamination methods: M. arupense, 

M. llatzerense, M. porcinum and M austroafricanum 

were isolated after decontamination by Tacquet-Tison 

methods, M. setense and M. psychrotolerans after 

decontamination by the Löwenstein method and 

M. insubricum after decontamination with CPC 

(Supplementary Table 1). 

 

DISCUSSION 

 

Our study aimed to measure the effect of various 

methods known to inhibit the growth of non-target 

microorganisms, while also taking into consideration 

their inhibitory effect on the growth of NTM. To our 

knowledge, it is the first time that antibiotic medium 

supplementation was combined to chemical 

decontamination (alone or in combination with 

antibiotic supplementation during decontamination) 

and applied to the culturing of NTM from 

environmental water samples. We developed this 

bacteriological tool in order to apply it further to an 

extensive environmental analysis. Statistical analyses 

of our results demonstrated that the supplementation 

with PANTA decreased significantly non-target 

microorganisms, without being too aggressive toward 

reference NTM. Nevertheless, the supplementation 

with PANTA did not remove all non-target 

microorganisms from one liter of surface water. It 

does not seem judicious to decrease this sampling 

volume in order to avoid non-target microorganisms, 

because decreasing of sampling volume would lead to 

decrease the NTM detection lower limit. Chemical 

decontamination method appeared still necessary for a 

high sensitive detection of NTM. CPC 

decontamination appeared as the best decontamination 

method since, on one hand, it significantly decreased 

non-target microorganisms and, in the other hand, it 

was significantly the less lethal method towards the 

NTM strains studied. Moreover, the supplementation 

with PANTA and the CPC decontamination was more 

efficient together than separately in light of the 

objectives mentioned above. A statistical approach 
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helped us to determinate the more appropriate method 

for NTM isolation, although the low quantity of NTM 

isolated from surface water did not allow an accurate 

estimation of either their number or their diversity in 

this habitat. 

Although filtration has been reported to be more 

effective than centrifugation for mycobacteria 

isolation from drinking water (42), we chose to use 

centrifugation for the Seine river samples due to rapid 

clogging of filters by high quantities of suspended 

particles at levels of 20-92 mg/l (17). Different culture 

media have been used to isolate mycobacteria without 

any consensus (39). However nutrient rich 

Middlebrook 7H11 medium and low incubation 

temperature (~ 32°C) seem to promote the recovery of 

the widest range of mycobacteria spp. (39). Reports 

indicate the sensitivity of Middlebrook 7H11 is 

improved by amendment with mycobactine J (13, 40), 

and specificity can be improved by the addition of 

PANTA antibiotic cocktail. PANTA additive was 

initially used for mycobacteria detection in clinical 

samples using BACTEC (Becton Dickinson) liquid 

medium detection systems (36). Two previous studies 

dealing with M. avium subsp. paratuberculosis 

prevalence showed that PANTA used without 

preliminary chemical decontamination step was 

successful in suppressing background microorganisms 

associated with Cheddar cheese (13), and with raw 

milk cheeses (38). Additionally, inhibition of non-

target microorganisms in culture medium could be 

improved by vancomycin supplement at final 

concentrations of 8 µg/ml (13), 10 µg/ml (11) or 

20 µg/ml (1). In the present study, PANTA antibiotic 

cocktail amendment appeared adequate to 

significantly decrease non-target microorganisms, 

while not being too inhibitory towards M. chelonae 

and M. avium growth to allow quantification. Two 

previous studies dealing with 

M. avium subsp. paratuberculosis prevalence in 

Cheddar cheese (13) and in raw milk cheeses (38), 

showed that PANTA supplementation of Middlebrook 

7H11j was effective to remove non-target 

microorganisms. However, we found that PANTA 

supplementation was not sufficient to allow accurate 

NTM enumeration in surface water. Raw milk cheeses 

usually range between 108 and 109 bacteria per ml 

according to time of ripening (6), while freshwater 

usually contains between 104 and 107 cells per ml 

(54). Thus, it seems that concentrations of non-target 

microorganisms do not explain that PANTA 

supplementation was not sufficient to allow NTM 

enumeration in surface water. In contrast, the higher 

diversity of microorganisms from surface water (21, 

55) than in raw milk cheeses (34), could explain that 

PANTA supplementation was not sufficient to allow 

NTM enumeration in surface water. 

The addition of vancomycin to PANTA 

supplement did not seem to be useful to count NTM in 

surface water samples, because no significant 

difference was observed between PANTA and 

PANTAV addition on non-target microorganisms 

removal. Moreover, on 7H11j-PANTAV, the growth 

of the M. chelonae and M. avium reference strains was 

significantly inhibited by vancomycin. Although these 

results cannot be extended to other NTM species that 

might be isolated from natural samples (some may be 

less sensitive to vancomycin), such addition should 

not be used for general NTM detection. 

Our study has shown the CPC treatment to be the 

most effective method among those studied in order to 

count NTM in surface waters. This is in agreement 

with the results of Neumann et al., who showed that 

the CPC method was appropriate for surface water 

decontamination (28). We found that the CPC 

decontamination reduced significantly the non-target 

microorganisms, while producing the lowest decrease 

in NTM densities compared to Lowenstein, Petroff, 

Tacquet-Tison, Kubica and oxalic acid methods. CPC 

can also be used for sample decontamination, at 

0.005% or 0.05% low or high contamination (28). 

This method has been mainly applied to low 

contaminated samples such as drinking water (49), 

water from distribution systems (29, 52), and tap 

water artificially inoculated with NTM (42). In our 

study, the treatment with 0.05% CPC without 

combination with antibiotic supplementation, resulted 

in a survival rate of 71.1% for M. chelonae and 70.0% 

for M. avium. In contrast, Thomson et al. reported that 

the addition of 0.005% of CPC to tap water samples 

spiked with M. avium and M. intracellulare 

(100 CFU/500 ml) resulted in only a 3.6% survival of 

both strains (42). However, it is difficult to compare 

their results with ours, because the inoculum (NTM 

densities and species), CPC final concentration 

(0.005% versus 0.05%) and nature of samples (surface 

water versus tap water) are different. 

Our study demonstrates for the first time that 

chemical decontamination and PANTA addition in the 

culture media are more effective together than 

separately to decrease non-target microorganisms. We 

thus recommend the use of CPC decontamination 

(0.05% final concentration) combined with PANTA 

supplementation in Middlebrook 7H11j medium in 

order to isolate and/or to count NTM from highly 

contaminated samples such as surface waters (Fig. 4). 

 
FIG. 4. Proposed microbial culture procedure for detection and 

measurement of mycobacteria in freshwater samples. 
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The water supply catchment of Orly showed a high 

NTM diversity, with species such as 

M. austroafricanum, M. porcinum and M. chelonae, 

and other more recently described species such as 

M. arupense, M. insubricum, M. llatzerense, 

M. psychrotolerans and M. setense. M. chelonae was 

the predominant NTM in Seine River at Orly samples 

site. It has been previously isolated from water 

distribution system (51), tap water (12), treated 

surface water or groundwater (25), nail salon water 

(35) or public swimming pools (31). M. chelonae is an 

opportunistic pathogen, able to induce pulmonary 

infection, cutaneous infections by direct contact with 

contaminated water (35), or iatrogenic infections after 

surgery or subcutaneous injection (7, 33). As a 

consequence, its presence in water supply catchment 

may be of concern for water production in Paris. 

Excluding M. psychrotolerans, all the other strains 

isolated from the water supply catchment of Orly were 

potential pathogens (10, 18, 24, 43, 44, 47, 48, 50, 

53). These results show that water supply sources may 

contain a high diversity of NTM that could be 

potentially harmful for humans. In addition to NTM, 

Seine River had other harmful pathogens like 

Cryptosporidium sp., Giardia sp. and Salmonella sp. 

(27, 46). Processes associated with potable water 

cycling and distribution, or treatment and reuse of 

wastewater treatment plant rejects, might represent 

significant vehicles for NTM dissemination. Tap 

water has been suspected or identified as the infection 

source in several cases (9, 14, 33, 45). Then, 

determining the abundance of NTM in water resources 

might be an important public health issue. Our cultural 

method might be a useful tool for this purpose. 
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A real-time quantitative PCR method was developed for detection and enumeration of Mycobacterium 

spp. from environmental samples and compared to two other methods already described. The results 

showed that our method targeting 16S rRNA was more specific  than the two previously published real-

time qPCR methods targeting another 16S rRNA locus and hsp65 gene (100% vs. 44% and 91% 

respectively). 

Key words: Real-time qPCR; Mycobacterium spp.; surface waters; detection; quantification 

Water exposure (15) is one source of human 

infection caused by nontuberculous mycobacteria 

(NTM). Nevertheless, isolation and enumeration of 

NTM from water is difficult because other 

microorganisms overgrow NTM colonies (22). 

Consequently, development of an alternative detection 

and enumeration method is essential for monitoring 

NTM sources in the environment. 

Two real-time quantitative PCR (qPCR) methods 

for NTM measurement have been described (7, 29). 

The primer pair used in the first real-time qPCR 

method (7) targets 16S rRNA and was previously used 

to track mycobacterial growth in industrial water 

samples by conventional PCR (31). It was presented 

as a sensitive test for members of the Mycobacterium 

genus because it detected 34 species of mycobacteria 

(19, 25). However, the primer specificity was only 

measured by conventional PCR against DNA of 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, and 

Staphylococcus aureus (31) or by in silico analysis 

(7). The second real-time qPCR method targeting 

hsp65 gene (29) was also sensitive (detection of 34 out 

of 37 Mycobacterium spp. tested). Although the 

primers showed high specificity (no detection of 16 

different non-mycobacterial species) by conventional 

PCR (21), their specificity combined with the qPCR 

probe was only tested against Candida albicans DNA 

(29). 

We sought to develop a reliable real-time qPCR 

method to detect Mycobacterium spp. in water 

samples. Development involved in silico primer 

screening followed by a specificity study by 

conventional PCR. Further, the efficiency (Ef), 

correlation coefficient (r²), limit of quantification 

(LOQ), specificity (Sp) and sensitivity (Ss) of this new 

method targeting 16S rRNA were compared with the 

two previously described methods (7, 29). 

 

MARERIALS and METHODS  

 
DNA collections. Fifty non-target microorganisms were 

isolated from surface water of the Seine River (Paris, France) and 

identified by sequencing of bacterial 16S rRNA gene (MicroSeq 

500 kit) or fungal 28S rRNA gene (D2 large-subunit rRNA Kit) 

using ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems) 

(14, 24, 27). Sequences were analyzed with Megablast algorithm 

and submitted to GenBank under the accession numbers GU265670 

to GU265719. Reference microorganisms phylogenetically distant 

from Mycobacterium genus like Helicobacter sp. were included in 

the non-target collection. Reference microorganisms closely related 

to Mycobacterium genus like Corynebacterium, Nocardia and 

Rhodococcus which belong with Mycobacterium to the CNM group, 

were also included in the non-target collection. Sensitivity of real-

time qPCR methods was estimated using 30 species of the 

Mycobacterium genus (Supplementary table 1) isolated from 

clinical cases or surface water (22). After growth, colonies were 

suspended in TE buffer 1X (10 mM Tris pH 7.6, 1 mM EDTA). 

DNA was extracted as previously described (22), and DNA 

concentration was estimated on the basis of absorbance at 260 nm 

and 280 nm using a WPA Biowave DNA (Isogen Life Science). 

Real time qPCRs. Reactions were performed using ABI 7500 

real-time PCR system (Applied Biosystems). The Syber Green® 

and TaqMan® real-time qPCR assays were performed using qPCR 

MasterMix Plus for Syber Green I Low 6-carboxy-X-rhodamine 

(ROX), and qPCR MasterMix Plus Low ROX, respectively 

(Eurogentec). The TaqMan® probes (Table 1) were labeled 

(Eurogentec) with the fluorescent dyes 6-carboxyfluorescein (5ô 

end), and Black Hole Quencher on the (3ôend). All reactions were 
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TABLE 1. Descriptions of the protocols used in this study in order to quantify Mycobacterium spp. by qPCR 

Parameter a B-HN b 
Speciafication in qPCR method c 

A B C D E 

Combination NA d With B-HN Without B-HN Without B-HN NA NA 

Chemistry PCR TaqMan TaqMan TaqMan Sybr green TaqMan 

F primer I571R/110F (100 nM) I571R/110F (100 nM) 110F (300 nM) 110F (900 nM) pMyc14 (500 nM) 65kDaf2 (1 ɛM) 

R primer 264R (10 nM) I571R (1 ɛM) I571R (300 nM) I571R (300 nM) pMyc7 (500 nM) 65kDar3 (1 ɛM) 

Probe NA H19R (100 nM) H19R (100 nM) H19R (50 nM) NA Genus (0.3 ɛM) 

No. of cycles 30 40 40 40 40 50 

Denaturation 95°C, 45 s 95°C, 15 s 95°C, 15 s 95°C, 15 s 94°C, 30 s 95°C, 15 s 

Annealing 65°C, 30 s 55°C, 20 s 55°C, 20 s 55°C, 20 s 63°C, 15 s 51°C, 15 s 

Extension 72°C, 1 min 72°C, 40 s 72°C, 40 s 72°C, 40 s 72°C, 40 s 72°C, 40 s 
a F, forward; R, reverse. Polymerase activation was performed at 95°C for 10 min before all amplification reactions. 
b B-HN, balanced heminested PCR method described by GarcēËa-Quintanilla et al. (11). 
c Concentrations of forward primers, reverse primers, and probes are displayed in parentheses. qPCR methods A, B, and C are those 

developed in this study and 

based on the primers and probe designed by GarcēËa-Quintanilla et al. (12); qPCR methods D and E are those proposed by Dutil et al. (7) and 

Tobler et al. (29), 

respectively. 
d NA, not applicable. 

 

performed in 25 µl reaction volume in triplicate (2.5 µl of DNA). 

Determinations of cycle threshold (Ct) were performed by the 

instrument setting threshold line at 0.1 ȹRn units (fluorescence gain 

above the baseline divided by the ROX channel signal). 

To assess performances of real time qPCR methods, we 

calculated Ef, r2, LOQ, Sp and Ss for each method. Concerning Ef, 

r2 and LOQ, five-fold dilutions of M. chelonae ATCC 35752T strain 

DNA were prepared in three independent series, in order to achieve 

relative quantification by qPCR. Ef was calculated as previously 

described (26), and r2 was calculated using the SDS software 

(Applied Biosystems). Non-reproducible amplification was not 

taken into account to estimate Ef and r2. LOQ was determined by 

the lower DNA quantity detected for each assay. DNA quantities 

were calculated in number of M. chelonae genome equivalents 

(GE), based upon the M. chelonae genome weight (4.4 fg (9)) 

possessing a single copy of 16S rRNA (32) and of hsp65 (17) genes. 

Sensitivity was defined as the percentage of Mycobacterium species 

which were detected, and specificity was defined as the percentage 

of non-target microorganisms which were not detected according to 

the collection. 

Steps of development. Eighteen forward/reverse primer pairs 

were selected and tested in silico for sensitivity and specificity: 

SodF/SodR (6), Z261/Z212 (35), recF1/recR1, recF3/recR2 (1), 

RPO5V/RPO3V (3), R5/RM3 (16), mycF/mycR (20), 8FPL/1492 

(30), 110F/264R (12), 285F/264R (18), F246/R266-267 (2), 

WuF/WuR (34), 110F/I571R (12), MYC-12/MYC13 (5), 

GyrbA/GyrbE (4), F119/R184T7 (10), Pri9/Pri8 (4), and Tb11/Tb12 

(28). Based on query coverage of the 100 first results, the theoretical 

specificity and sensitivity of primers were checked using the 

GenBank Megablast algorithm. This screening allowed 

identification of 8 primer pairs, whose in vitro specificity was tested 

using conventional PCR (23). Prior to PCR reactions, absence of 

PCR inhibitors in extracted DNA was checked using bacterial 

(8F/1512R) or fungal (ITS1/ITS4) universal primers (8, 33). We 

then developed a real-time qPCR method (TaqManÈ) using 5ô-

exonuclease fluorogenic PCR (12) and the most specific primer pair 

out of the 8 pairs tested using conventional PCR. We first compared 

our method with two previously published methods using the same 

primers, one including a balanced heminested (B-HN) PCR (method 

A) and one without (method B) (11) (Table 1). Primer titration 

matrix, primer-probe ratio matrix and MgCl2 adjustment matrix 

were performed basing on the comparison results and following 

manufacturer recommendations (Eurogentec). The new optimized 

real-time qPCR method (method C), was compared with the two 

methods of qPCR (method D (7) and method E (29)) previously 

described (Table 1). 

 

RESULTS and DISCUSSION 

 

Primer pair selection. From among the 18 primer 

pairs initially evaluated, 8 primer pair candidates were 

selected based on their in silico sensitivity and 

specificity for mycobacterial DNA amplification (data 

not shown). Among the 8 selected primer pairs, primer 

pairs 110F/I571R and F119/R184T7 were the most 

specific toward Mycobacterium spp. using 

conventional PCR (Table 2). F119/R184T7 detected 

two genera of the CNM group (2 of 3 Nocardia spp. 

and 1 of 2 Rhodococcus spp.), and 110F/I571R 

detected only 1 genus of CNM group (1 of 3 

Corynebacterium spp.) but also 3 unrelated genera (1 

of 1 Flavobacterium sp., 1 of 5 Bacillus spp. and 1 of 

4 Aeromonas spp.). Amplification products (about 

475 bp) from strains not related to 

Mycobacterium spp., were less intense than the 

positive control. Intensities of amplification products 

from CNM group were comparable to the positive 

control. Primer pair 110F/I571R seemed the best 

candidate to develop a specific real-time qPCR 

method based on TaqMan® chemistry since a probe 

(H19R) was previously designed to be used with 

primer pair 110F/I571R (12), whereas the design of a 

probe between primers F119 and R184T7 would have 

been difficult because the amplified region was too 

polymorphic among mycobacteria (10). 

Influence of B-HN PCR. According to previous 

study (13), LOQ of the method B (393-1967 GE) was 

higher than that of the method A (79-393 GE). 

However, our results also showed that B-HN PCR 

(method A) does not maintain constant values of Ef 

(58.7±16.0%) and high values of r2 (74.8±0.0) in 

comparison to the single step of method B 

(Ef=68.5±1.5%, r2=96.7±0.0). 

 
TABLE 2. In vitro specificity of 8 primer pairs selected from in 

silico studies and tested with conventional PCR amplification 

of nontarget microorganismsô DNA 

Primer pair 
No. of amplification that were a % 

Specificity High Low Negative 

gyrBA/gyrBE 56 1 0 0.0 

Z261/Z212 24 23 10 17.5 

FSodF/RSodR 21 12 24 42.1 

F246/R266267 8 24 25 43.9 

MycF/MycR 12 13 32 56.1 

Tb11/Tb12 9 3 45 78.9 

110F/I571R 1 3 53 93.0 

F119/R184T7 3 0 54 94.7 
a High amplification corresponds to PCR product signals as bright 

as that of the positive control M. chelonae ATCC 35752T, and low 

amplification corresponds to PCR product signals less bright than 

that of this positive control or with a different molecular size. 
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TABLE 3. Comparison of the efficiency, correlation coefficient, limit of quantification, sensitivity, 

and specificity of Mycobacterium isolate quantification by the three methods 

Parameter a 
Value obtained (n = 3) using qPCR method b 

C D E 

% efficiency (mean ± SD) 74.3 ± 1.7 74.4 ± 3.3 74.2 ± 2.0 

r2 (mean ± SD) 98.6 ± 0.2 98.8 ± 0.0 98.3 ± 0.9 

LOQ range (fg) 346-1731 69-346 69-346 

LOQ range (GE) 79-393 16-79 16-79 

Maximum CT (mean ± SD) 38.4 ± 0.2 35.0 ± 1.5 38.2 ± 1.4 

No. of Mycobacterium species detected (upper LOQ for 30 species tested) 23 30 30 

Sensitivity (%) 77 100 100 

No. of nontarget genera detected (upper LOQ for 24 genera tested) 0 13 2 

Specificity (%) 100 44 91 
a r2, correlation coefficient; LOQ, limit of quantification; GE, DNA quantities expressed in number of M. chelonae genome equivalents. 
b qPCR method C is the method developed in this study based on the primers and probe designed by GarcēËa-Quintanilla et al. (12); qPCR 

methods D and E are the methods proposed by Dutil et al. (7) and Tobler et al. (29), respectively. 

 

Consequently, the real-time qPCR method we 

developed was without B-HN PCR. It was optimized 

(method C) with regard to primers, probe and MgCl2 

concentration (Table 1). The method C reached the 

same LOQ (Table 3) as that estimated using qPCR 

with B-HN PCR (method A). 

Comparison of real-time qPCR methods. The 

reproducible values of Ef and r2 suggest that the real-

time qPCR methods C, D and E equally detected 

M. chelonae (Table 3). LOQ of methods D and E were 

lower than method C (Table 3). Method C detected 23 

out of 30 Mycobacterium spp. isolates tested even 

using 50 ng of target DNA (data not shown) whereas 

methods D and E detected all of the isolates 

(Supplementary table 2). However, primers 65Darf2 

and 65kDar3 used in method E did not detect isolates 

of M. celatum, M. heckeshornense and M. leprae 

which were not taken into account in our study (29). 

None of the 57 non-target microorganisms were 

detected by method C, whereas methods D and E 

yielded PCR products for 13 and 2 different genera, 

respectively (Supplementary table 3). Although 

Veillette et al. (31) did not detect Pseudomonas sp., 

Escherichia sp., and Staphylococcus sp. using 

conventional PCR, 2 of 4 Staphylococcus spp. isolates 

yielded PCR products by qPCR using method D 

(Supplementary table 3). Detection limits of 

conventional PCR, which is known to be lower than 

that of real-time qPCR, could explain the poor 

specificity that we have observed with method D 

compared to previous conventional PCR results (31). 

Using primers pMyc7 and pMyc14, Kox et al. (19) 

observed that Corynebacterium, Nocardia and 

Rhodococcus spp. isolates were detected by 

conventional PCR. Specificity of method D (7) might 

be improved using TaqMan® chemistry, primer pairs 

pMyc7/pMyc14 and a probe such as the 

Mycobacterium genus probe (pMyc5a) designed by 

Kox et al. (19). Rhodococcus spp. isolates were 

detected by the method E and 2 out of 4 representative 

strains of Bacillus genus were detected within the 

LOQ (Supplementary table 3). 

To conclude, our new method C is more specific 

than methods D and E, whereas methods D and E are 

more sensitive than the method described here (Table 

3). Our method appears to be the first real-time qPCR 

method totally specific for Mycobacterium genus. 

Because low detection limits can be overcome by 

sampling larger quantity of sampling water, specificity 

is the critical control point for environmental methods. 
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Supplementary table 1. Mycobacterium spp. strains used to study sensitivity of quantitative real-time PCR 

methods. 

Species 
Source 

(source codification) a 
Isolate origin 

M. arupense CPS (MC13) surface water 

M. austroafricanum CPS (MC11) surface water 

M. avium subsp. avium ATCC (25291) T diseased hen, liver 

M. bovis BCG vaccine (1173/P2) unknown 

M. chelonae subsp. abscessus ATCC (19977) T unknown 

M. chelonae subsp. chelonae ATCC (35752) T tortoise, tubercle 

M. gadium CIP (105388) T sputum 

M. gordonae ATCC (14470) T human, gastric lavage 

M. fortuitum subsp. fortuitum ATCC (6841) T cold abscess 

M. insubricum CPS (MC8) surface water 

M. intracellulare ATCC (15985) T unknown 

M. kansasii ATCC (12478) T fatal case 

M. lentiflavum CIP (105465) T human, spondylodiscitis 

M. llatzerense CPS (MC10) surface water 

M. marinum ATCC (927) T salt water fish 

M. mucogenicum CIP (105223) T thyroglossal duct cyst 

M. nonchromogenicum CIP (106811) T soil 

M. psychrotolerans CPS (MC6) surface water 

M. peregrinum ATCC (14467) T bronchial aspiration of a child 

M. porcinum CPS (MC9) surface water 

M. scrofulaceum CIP (105416) T cervical lymph node 

M. setense CPS (MC7) surface water 

M. simiae ATCC (25275) T monkey, Macaca mulatta 

M. smegmatis ATCC (19420) T unknown 

M. szulgai ATCC (35799) T unknown 

M. terrae CIP (104321) T sputum and gastric lavage from human 

M. tusciae CIP (106368) tap water 

M. tuberculosis ATCC (25618) T derived from human-lung isolate 

M. ulcerans CPS (CR08085632) human patient 

M. xenopi ATCC 19250 T adult female toad, Xenopus laevis 
a CPS: Collection de la Pitié-Salpêtrière, Paris, France; T: type strain, CIP: Collection de lôInstitut Pasteur, Paris, 

France. 
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In order to apply a new real-time qPCR method allowing to quantify Mycobacterium spp. in water, we 

compared the DNA purity as well as the recovery of total and mycobacterial DNA among six DNA 

extraction methods based on combinations of three lysis procedures (enzymatic lysis, mechanical lysis, 

and combination of both) and two purification procedures (hexadecyltrimethylammonium bromide-NaCl: 

NaCl-CTAB, and inhibitor removal technology: IRT ). No significant difference of the purity was observed 

between mechanical lysis or enzymatic lysis combined with CTAB-NaCl procedure and mechanical lysis 

combined with IRT procedure (P = 0.202), whereas the recoveries of total DNA and mycobacterial DNA 

were significantly higher (P < 0.0005 and P < 0.00001, respectively) using the enzymatic lysis combined to 

the CTAB-NaCl procedure than using the other methods. With a view to quantify nontuberculous 

mycobacteria in environmental water samples, the enzymatic lysis and CTAB-NaCl procedure was the 

most effective combination of mycobacterial DNA extraction. 

Key words: Quantification; Mycobacterium; surface water; real-time qPCR; DNA extraction 

Environmental exposure, especially through water, 

is the main origin for some human infections caused by 

nontuberculous mycobacteria (NTM) (5, 20). Because 

NTM are emerging pathogens for humans and animals, 

it is important to identify their environmental sources in 

fresh water ecosystems. Since current bacteriological 

methods of NTM isolation from surface water cannot be 

used as reliable quantitative tools (22), a real-time 

qPCR method was recently developed in order to 

specifically quantify Mycobacterium spp. in surface 

water (23). The limit of quantification of any PCR assay 

depends on the cells lysis and on the purification of 

DNA which must be PCR inhibitors free. Concerning 

mycobacteria detection, extraction procedure is 

especially crucial because mycobacteria requires 

intensive extraction due to the robustness of their cell 

wall (12). Moreover, detection of mycobacteria in 

surface water may also be impaired by organic and 

inorganic compounds which could inhibit the Taq 

polymerase reaction and consequently have to be 

removed during the extraction procedure (21). It is 

therefore important to determine an suitable extraction 

method of mycobacterial DNA from environmental 

samples in order to quantify mycobacteria efficiently by 

real-time qPCR. Among the published methods of 

mycobacterial DNA extraction (9), the cell wall is often 

lysed by enzymatic digestion using lysozyme and 

proteinase K (1, 12, 30) and/or by mechanical disruption 

such as bead-beating (4, 19, 29). Concerning 

mycobacterial DNA purification, the chemical 

procedure using hexadecyltrimethylammonium 

bromide-NaCl (CTAB/NaCl) is often applied on 

mycobacterial isolates or clinical samples (2, 8, 30) 

because it allows to remove cell wall debris, 

polysaccharides, and remaining proteins by selective 

precipitation with CTAB (16). Recently, several studies 

using procedures based on inhibitor removal 

technology® (IRT) were used in order to purify 

genomic DNA from environmental samples eliminating 

humic acids which are potential PCR-inhibitors (13, 26, 

28). 

However, few studies focused on extraction 

efficiency and DNA quality which is crucial for real-

time qPCR assays, especially for environmental 

samples. The aim of this study was to choose the most 

effective mycobacterial DNA extraction method in 

order to quantify Mycobacterium spp. in surface water 

by real-time qPCR. Using a recently described real-time 

qPCR protocol (23), we compared the recovery of 

mycobacterial DNA from surface water samples using 

enzymatic lysis procedures (lysozyme and proteinase K) 

and/or mechanical disruption procedures (bead-beating), 

combined with purification procedures based on 

CTAB/NaCl or IRT (MoBio). 

mailto:nicolas.radomski@leesu.enpc.fr
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MATERIALS and METHODS  

 
Sampling of surface water and artificial inoculation. Surface 

water samples were collected in six replicates between July 2008 

and March 2009 from the Seine River (France) at water supply 

catchment sites near drinking water plants. For each sample, 1 liter 

was collected in a sterile glass bottle (Schott Duran®). Samples 

were cooled to 4°C and transported to the laboratory within 6 h and 

were immediately processed upon return to the laboratory. Solids in 

the water sample were concentrated by centrifugation (7000×g, 

15 min, 4°C) and the pellet was resuspended in 9 mL of discarded 

supernatant before artificial inoculation. Without knowing the cell 

loss rates of each DNA extraction method, and in order to quantify 

target by real-time qPCR after DNA extraction procedures, we 

chose to apply a high density of NTM, which does not reflect real 

density levels in surface waters. We inoculated water samples with 

the rapid-growing reference strain M. chelonae ATCC 35752 which 

is frequently isolated from surface water and causes human 

infections of aquatic origin. Artificial inoculation consisted of 

adding a 1 mL suspension containing about 106 CFU into the 9 mL 

of concentrated water in order to constitute a concentrated surface 

water sample presenting potential PCR inhibitors and containing 

high level of NTM. In order to prepare the inoculum, the reference 

strain was cultivated onto Löwenstein-Jensen (Bio-Rad), dissolved 

in API AUX medium (BioMérieux), and diluted appropriately with 

sterilized water using McFarland Ladder (3.0 McFarland density 

corresponding to 108 CFU/mL). Cell concentration of this artificial 

inoculation solution was checked in triplicate assays by 10-fold 

dilution series in sterile water, inoculations on Middlebrook 7H11, 

and incubations at 30°C. Before DNA extractions, inoculated 

samples were centrifuged (7000×g, 15 min, 4°C) and the 

supernatants were discarded in order to extract DNA from pellets. 

DNA extraction methods. Six combinations of cell wall lysis 

and DNA purification procedures were compared: enzymatic 

digestion and/or mechanical disruption, combined with CTAB/NaCl 

purification or Inhibitor Removal Technology® (IRT). Briefly, 

enzymatic digestion of cell wall, named method A, consisted of 

lysozyme digestion (Sigma-Aldrich) at final concentration of 

1 mg/mL (37°C, 1 h, 650 rpm agitation), followed by sodium 

dodecyl sulfate (SDS) and proteinase K treatment (Roche 

Diagnostics GmbH) at final concentration of 1.2% and 0.2 mg/mL, 

respectively (65°C, 10 min, 650 rpm). Mechanical disruption of the 

cell wall by bead-beating, named method B, was performed 

according to the manufacturer recommendations with SDS and 

using the Power Soil Kit (Mo Bio Laboratories). PowerBead tubes 

(Mo Bio Laboratories) were fixed on a flat-bed vortex pad with 

tape, and mixed at 6.5 m/s for 10 min. In order to respect the 

recommendation of the manufacturer (Mo BIO Laboratories), the 

enzymatic digestion procedure combined with the bead-beating 

procedure, named procedure A+B, was performed using the same 

final volume that both procedures used independently (810 µL). 

These three lysis procedures (A, B, A+B) were combined with the 

two purification procedures using CTAB/NaCl or IRT. Concerning 

the CTAB/NaCl procedure, named C, NaCl and CTAB were added 

to the sample at final concentrations of 0.8 M and 0.6%, 

respectively. After incubation at 65°C for 10 min under agitation 

(650 rpm), four phenol: chlorophorm: isoamyl alcohol (25: 24: 1) 

purification step were conducted (v:v). The aqueous phase was then 

recovered using Phase Lock GelsTM (5 Prime) and DNA was 

precipitated with isopropanol (v/v), and concentrated by 

centrifugation (10000 ×g, 15 min). IRT procedure, named D, was 

performed using the Power Soil Kit and following manufacturer 

recommendations (Mo Bio Laboratories). DNA was eluted from the 

Mo Bio Silica membrane and DNA was precipitated with 5 µL of 

NaCl at 5 M and 200 µL of 100% ethanol, and concentrated by 

centrifugation (10000 ×g, 15 min) according to manufacturer 

recommendations (Mo Bio Laboratories). DNA pellets obtained 

from each of the six methods (A+C, B+C, A+B+C, A+D, B+D, 

A+B+D) were washed with 200 µL of 70% cold ethanol. After 

evaporation of ethanol at 37°C, DNA was resuspended in 10 µL of 

TE buffer (10 mM Tris pH 7.6; 1 mM EDTA). 

Comparison factors of DNA extraction methods. 

Concentration and purity of total DNA was estimated at 260 nm and 

280 nm using a spectrophotometer WPA Biowave DNA (Isogen 

Life Science). Concentration of mycobacterial DNA was measured 

by real-time qPCR using the method recently described by 

Radomski et al. (23). Briefly, reaction mixes included 6-carboxy-X-

rhodamine (ROX) passive reference dye for normalization of data 

on ABI 7500 real-time qPCR system with SDS software (Applied 

Biosystems Inc, Lincoln Centre Drive Foster City, USA). TaqMan® 

real-time qPCR assays were performed using qPCR MasterMix Plus 

Low ROX (Eurogentec). The probes were labeled with the 

fluorescent dyes 6-carboxyfluorescein on the 5ôend as the reporter 

(R), and Black Hole Quencher on the 3ôend as the quencher 

(Eurogentec). All reactions were performed in 25 µL reaction 

volume (5 µL of DNA) with a 1X buffer containing HotGoldStar 

Taq polymerase, 5 mM of MgCl2 corresponding to stringency 

conditions (Eurogentec), 900 nM of forward primer (110F: 5ô-

CCTGGGAAACTGGGTCTAAT3ô), 300 nM of reverse primer 

(I571R: 5ô-CGCACGCTCACAGTTA-3ô) and 50 nM of probe 

(H19R: 5ô-TTTCACGAACAACGCGACAAACT-3ô). After 

HotGoldStar Taq polymerase activation (95°C, 10 min), 40 cycles 

at 95°C for 15 s, annealing at 55°C for 20 s and extension at 72°C 

for 40 s were applied, and determination of cycle threshold (Ct) 

were performed by the instrument setting threshold line at 0.1 ȹRn 

units (fluorescence gain above the baseline divided by the signal in 

the ROX channel). In order to achieve spectrometric relative 

quantification by real-time qPCR, a standard curve was prepared 

using M. chelonae ATCC 35752T strain DNA as previously 

described (23), and DNA concentration was measured using a 

spectrophotometer WPA Biowave DNA (Isogen Life Science). 

Five-fold dilutions of this M. chelonae DNA were prepared using 

TE buffer 1X in triplicate independent series, and genome 

equivalent was estimated according to the size of the M. chelonae 

ATCC 35752T genome which measure approximately 4 Mbp (6, 

31), corresponding to 2.6x109 mol wt (10). The calculation of 

genome equivalent was based upon the size of 1 genome of 

M. chelonae which weights about 4.4 fg and contains a single copy 

of 16S rDNA (32, 33). The efficiency, the correlation coefficient, 

and the limit of quantification of the real-time qPCR method were 

calculated as previously described (23). Negative controls were 

performed in triplicate with TE buffer 1X instead of DNA. DNA 

extractions (pure and 10-fold diluted in TE buffer) were analyzed by 

real-time qPCR. Statistical analyses of data were carried out using 

JMP 7 software (Statistical Analysis System). 

 

RESULTS and DISCUSSION 

 

Real-time qPCR is a fast and sensitive method 

allowing to quantify mycobacteria, but need to be 

performed after efficient DNA extraction concerning 

environmental sample analyses. To our knowledge, 

this comparison of six different DNA extraction 

protocols is the most comprehensive study 

determining recovery of mycobacterial DNA from 

surface water samples. We compared the six 

extraction procedures based on their ability to retrieve 

the highest DNA quantity, with the highest 

repeatability and quality which would provide 

templates suitable for real-time qPCR. The method 

combining enzymatic lysis together with CTAB/NaCl 

procedure (A+C) was the most effective method with 

the highest DNA recovery and the highest DNA purity 

in the 6 replicates (Table 1). Only the procedures 

A+C, B+C, B+D or A+B+D recovered total DNA 

amounts above the quantification limit in at least five 

of the six replicates (Table 1). Using the methods 

combining enzymatic lysis with IRT (methods A+D), 

or the enzymatic lysis and bead-beating with 

CTAB/NaCl procedure (A+B+C), DNA was measured 

above the quantification limit in only one or two 

replicates. So for the rest of the discussion on total 

DNA we will focus on methods A+C, B+C, B+D and 

A+B+D. 

The purity (based on 260/280 nm ratios) was 

higher using A+C, B+C and B+D protocols than 

A+C+D protocol (Table 1). The bead-beating lysis or 

enzymatic lysis combined with CTAB/NaCl procedure 
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TABLE 1. Purity and recovery of total DNA, extracted in six replicates (n=36) from surface water samples by methods using enzymatic 

digestion 

with lysozyme and proteinase K (A) and/or mechanical disruption by bead-beating (B), combined to CTAB/NaCl procedure (C) or Inhibitor 

Removal Technology® (D) in order to quantify Mycobacterium spp. by real-time PCR 

Extraction method a Number of Total extracted DNA 

Lysis 

procedure 

Purification 

procedure 
quantitative assays 

Mean of ratio 

(260nm/280nm ± SD b) 

Mean extracted DNA 

(ɛg/ml Ñ SD b) 

A C 6 1.88 ± 0.19 318 ± 228 

A D 1 2.66 20 

B C 6 1.91 ± 0.15 84 ± 44 

B D 6 1.77 ± 0.04 101 ± 41 

A+B C 1 0.74 123 

A+B D 5 1.45 ± 0.28 14 ± 8 
a quantitative assays corresponds to the assays with a concentration above the limit of quantification of the spectrophotometer; b SD: standard 

deviation of the quantitative assays 

 

(B+C and A+C), and bead-beating lysis combined 

with IRT procedure (B+D), allowed to obtain the 

purer DNA (A+C: 1.88 ± 0.19; B+C: 1.91 ± 0.15 and 

B+D: 1.77 ± 0.04) than bead-beating lysis and 

enzymatic lysis combined with IRT procedure 

(A+B+D: 1.45 ± 0.28). Concerning extracted DNA 

which were quantify by spectrophotometer in the 6 

replicates (A+C, B+C and B+D), significant 

differences of the purity were not observed neither 

between bead-beating lysis or enzymatic lysis 

combined with CTAB/NaCl procedure (B+C and 

A+C), and bead-beating lysis combined with IRT 

procedure (B+D) (F = 1.78, df = 2, n = 18, and P = 

0.202, as determined by analysis of variance), nor 

between bead-beating lysis and enzymatic lysis 

combined with CTAB/NaCl procedure (B+C and 

A+C) (F = 0.15, df = 1, n = 12, and P = 0.704, as 

determined by analysis of variance). 

The total DNA recovery was significantly higher 

(ɢ2 = 28.33, df = 5, n = 36, and P < 0.0001, as 

determined by Wilcoxon test) using the method A+C 

(318 ± 228 µg/mL) than using the methods B+C 

(84 ± 44 µg/mL), B+D (101 ± 41 µg/mL), A+C+D 

(14 ± 8 µg/mL), and the other methods which 

extracted DNA was quantify by spectrophotometer 

only in one replicates (A+D and A+B+C) (Table 1). 

However, the results were highly variable among the 6 

replicates for A+C and B+C methods compared to 

B+D and A+C+D (Table 1). IRT is a purification 

method based on a commercial column, which allow 

to obtain purest DNA extracts compared to classical 

phenol-based extraction methods (27). The kits using 

IRT procedure present the advantage of avoiding 

using of dangerous chemicals (such as phenol), but 

generally result in a considerable loss of DNA (either 

due to poor lysis or DNA loss during the purification 

procedures). Our results showed that combination of 

the enzymatic lysis, which was performed with SDS 

(A+B+D), with the bead-beating procedure was more 

effective than the procedure using this mechanical 

disruption procedure alone (B+D) or the enzymatic 

lysis alone (A+D). These results are in accordance 

with a previous study of microbial DNA extraction 

procedures from fecal samples (34) which observed 

that addition of SDS to the beat-beating procedure 

following by purification based on commercial 

column, allowed to recovery more DNA than using 

mechanical cell lysis procedure alone. Concerning the 

use of CTAB/NaCl purification procedure, the 

enzymatic lyses (A+C: 318 ± 228 µg/mL) allowed to 

recover more DNA than using bead-beating alone 

(B+C: 84 ± 44 µg/mL) or enzymatic lyses combined 

with bead-beating (A+B+C: 123 µg/mL only for one 

of the 6 replicates). Consequently, results about 

CTAB/NaCl purification shows that, concerning cell 

lyse, bead-beating procedure (B) is less efficient than 

the enzymatic lysis (A), and may damage DNA when 

it is used after enzymatic lyses (B+A). The quality of 

DNA does not include only the purity but also the 

DNA damages. 

A comparative study of DNA extraction protocols 

from different environmental samples observed that 

bead beating procedure strongly sheared the DNA, 

which may compromise the cloning of DNA 

fragments (7). Consequently, bead-beating may also 

compromise the hybridation of the probe during the 

quantification by real-time qPCR based on TaqManÊ 

probe. 

In accordance with our previous study (23), 

efficiency of our real-time qPCR method was 

evaluated at 81.4 ± 4.6% based on the slopes of the 

calibration curves. The correlation coefficient of the 

calibration curves, and the limit of quantification of 

the real-time qPCR were estimated at 99.54 ± 0.35%, 

and 125 genome copy in the extracted DNA 

(corresponding to a cycle threshold of 36.33 ± 1.17), 

respectively. After check on the absence of 

amplification in the negative controls, and because of 

this high and stable correlation coefficient, we 

assumed that reliable quantifications of 

Mycobacterium spp. could be performed using this 

method in order to compare mycobacterial DNA 

recovery of the six DNA extraction methods. Except 

for the rapid growing mycobacteria M. chelonae, 

M. abscessus and M. alvei which contain one copy of 

16S rDNA (14, 25), and the slow growing 

mycobacteria M. terrae and M. celatum which contain 

two copies of 16S rDNA (17, 24), the other rapid and 

slow growing mycobacteria, already studied, contain 

generally two and one copy of 16S rDNA, 

respectively. Consequently, the use of rapid growing 

NTM containing one 16S rDNA copy as M. chelonae, 

in order to achieve spectrometric relative 

quantification by real-time qPCR, could overvalue a 

sample mainly constituted of rapid growing 

mycobacteria containing two 16S rDNA copies, and in 

reverse, the use of a NTM containing two 16S rDNA 

copies could undervalue a sample mainly constituted 
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TABLE 2. Mycobacterial DNA, extracted in six replicates (n=36) from surface water samples by methods using enzymatic digestion with 

lysozyme and proteinase K (A) and/or mechanical disruption by bead-beating (B), combined to CTAB/NaCl procedure (C) 

or Inhibitor Removal Technology® (D) and quantify by real-time PCR 

Extraction method Number of Dilution factor of Mycobacterial extracted DNA c 

Lysis 

procedure 

Purification 

procedure 
quantitative assays a 

positive assays b Mean cycle threshold 

(cycle) ± SD d 

Mean copy (log10 copy) 

± SD d 

A C 6 10 30.57 ± 2.79 4.88 ± 0.74 

A D 0 1 ND ND 

B C 0 1 ND ND 

B D 2 1 33.98 ± 2.99 4.02 ± 0.77 

A+B C 6 1 33.54 ± 1.33 3.16 ± 0.34 

A+B D 0 1 ND ND 
a quantitative assays corresponds to the assays with a concentration above the limit of quantification of real-time qPCR method (250 copy per 

liter of water); b N/A: not applicable; c ND: not determined; d SD: standard deviation of the quantitative assays 

 

of slow growing mycobacteria containing one 

16S rDNA copy. 

In accordance with the observations of the 

recovered total DNA (Table 1) and all lysis 

procedures taken into account, the CTAB/NaCl 

procedure was more efficient than the IRT, because 

only two DNA extractions were positive to 

Mycobacterium using IRT, compared to twelve using 

CTAB/NaCl procedure (Table 2). Consequently, and 

maybe because of the low concentrations of recovered 

DNA (Table 1), this IRT based on silicate column 

does not seem adequate in order to quantify 

Mycobacterium spp. in surface water

by real-time qPCR. This observation is in 

disagreement with the optimization study of M. avium 

subsp. paratuberculosis quantification in soil samples 

by real-time qPCR (3), which recommends a DNA 

extraction method based on heat lysis procedure with 

proteinase K and detergents following by a 

purification on silicate column (Qbiogene's Fast® 

DNA Spin kit). Nevertheless this study compared only 

three nucleic acid extraction techniques (3), against 

six in the present study, and did not take into account 

the CTAB/NaCl method, though this purification 

method was successfully applied in environmental 

samples in order to detect M. avium subsp. 

paratuberculosis by real-time qPCR (18). 

Concerning the methods of mycobacterial DNA 

extraction using CTAB/NaCl purification procedure 

(Table 1: A+C and B+C), our results about 

mycobacterial DNA recovery (Table 2), showed that 

the use of enzymatic lysis alone (A+C: 

4.88 ± 0.74 log10 copy) allows to recover higher 

mycobacterial DNA than bead-beating used alone 

(B+C). This observation could be explained by the 

fact that bead-beating alone presents a low efficacy 

toward the lysis of mycobacterial cell wall which is 

known for its robustness (12). But, as suggested 

above, bead-beating may also compromise the 

hybridation of the probe during the quantification by 

real-time qPCR based on TaqManÊ probes, as it has 

been already observed during a comparative study of 

DNA extraction protocols which observed that bead-

beating procedure strongly sheared the DNA, and 

consequently may compromise the cloning of gene-

sized fragments hybridation (7). 

Our results are in complete accordance with a 

recent study of Mitchell and Takacs-Vesbach about 

total community DNA preservation and extraction 

from various thermal environments, which 

recommend also the CTAB/NaCl purification 

procedure in comparison with Bio Soil DNA 

Purification kit and other combinations of procedures 

(15). Nevertheless, our results and those of Mitchell 

and Takacs-Vesbach (15) are in discordance with 

results of another recent study of acetic acid bacteria 

in wine and vinegar characterized by real time PCR 

which did not find difference between CTAB/NaCl 

procedure and the commercial Power Soil DNA 

Isolation kit (11). Moreover, our results are in partial 

accordance with an optimization study of DNA 

preparation from pathogenic and environmental 

mycobacteria (12), which shows also that the 

procedure using purification columns does not allow 

to recover high mycobacterial DNA. In agreement 

with Käser et al (12) we also recommend to use 

pretreatment with lysozyme following by proteinase K 

treatment combined to SDS, followed by phenol-

chloroform purification. However, contrary to our 

study, Käser et al. (12) recommended the addition of a 

mechanical disruption after the enzymatic lysis, and 

preferred ethanol precipitation to isopropanol 

precipitation. Nevertheless, it is difficult to compare 

these points between both studies, because the study 

of Käser et al (12) did not take into account of the 

CTAB/NaCl procedures (16), and our study did not 

take into account of the precipitation type. To 

summarize, these two critical points (interest of 

CTAB/NaCl component versus interest of disruption 

procedure, and interest of ethanol precipitation versus 

isopropanol precipitation) are the essential factors 

whose combination must be studied in the future in 

order to improve the detection and quantification of 

the mycobacteria in environmental samples. 

Moreover, in order to check the purity of the extracted 

genomic DNA, the study of Käser et al (12) used PCR 

primer pairs targeting Mycobacterium spp., which 

were designed in silico but whose sensitivity toward 

other microorganisms and specificity toward different 

mycobacteria species, have never been checked in 

vitro. Because inter-genus specificity and intra-genus 

sensitivity are crucial factors concerning the detection 

and the quantification of pathogenic microorganisms, 

we recommend the use of analytical tools which have 

been checked in vitro. Indeed, estimation of specificity 

using bioinformatics tools only is not sufficient in 

order to develop a specific analytical tool (23). 

Interestingly, concerning use of CTAB/NaCl 

purification procedure, it was posible to quantify 
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mycobacteria by real-time qPCR in all six replicates 

(Table 2), when total DNA (Table 1) was pure and 

quantified by spectrophotometer (A+C), and also 

when total DNA was quantified by spectrophotometer 

only in one extracted DNA over six (A+B+C). This 

observation could be explain by the fact that 

quantification limit of real-time qPCR, which was in 

this study estimated at 125 genome copies in extracted 

DNA (about 550 fg), is lower than quantification limit 

of the spectrophotometer, and that DNA extractions 

which were not quantified by spectrophotometer 

(Table 1: A+B) may be pure enough and allow real-

time qPCR amplification. 

Mycobacterial cell numbers in artificially 

inoculated samples were estimated using culture 

method at about 6.29 log10 CFU ± 0.04 per liter of 

water. Estimation of recovered mycobacterial DNA by 

real-time qPCR shows that all the studied DNA 

extraction methods are not totally efficient, because 

the estimated recovered genome copies were always 

estimated below the artificially inoculated cells 

quantity (Table 2). Concerning the extraction method 

using enzymatic lyses and CTAB/NaCl purification 

(A+C) which recovered the most mycobacterial DNA 

(4.88 ± 0.74 log10 copy), the mycobacterial DNA 

recovery ranged from 1% to 33% compared to 

bacteriological estimation of M. chelonae cell number 

added in each samples. 

Based on comparison of several procedures, a 

method for mycobacterial DNA extraction from 

environment has been proposed in order to perform 

quantification by real-time qPCR. This DNA 

extraction method is constituted of enzymatic lysis 

using lysozyme, proteinase K and SDS treatments, 

followed by purification steps using CTAB/NaCl and 

phenol/chloroform/isoamyl alcohol. Moreover, we 

recommend the use of methods whose inter-genus 

specificity and intra-genus sensitivity have been 

previously checked in vitro. 
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III / Conclusion 

La comparaison des méthodes de bactériologie (chapitre II §II.1 / article j) nous a 

permis de sélectionner celle étant la moins létale pour les NTM, tout en présentant une 

efficacité comparable aux autres méthodes concernant la diminution de la densité des 

microorganismes interf®rents. Cette m®thode a permis dôisoler de lôeau de la Seine différentes 

espèces de NTM et semble int®ressante dans un but dôisolement et dôidentification dôesp¯ces 

communes ¨ croissance rapide, en particulier lôesp¯ce M. chelonae. Elle pourrait, par 

exemple, servir pour des études physiologiques et écologiques de NTM à croissance rapide 

qui semblent facilement isol®es de nos ®chantillons dôeau de Seine. N®anmoins, cette m®thode 

bact®riologique nôa pas permis de quantifier ces NTM ¨ croissance rapide, ni dôisoler des 

NTM à croissance lente en raison de la présence de microorganismes interférents présentant 

une croissance plus rapide. Ainsi, le d®veloppement dôune m®thode de biologie mol®culaire 

nous a paru plus judicieux pour évaluer les sources de NTM dans les bassins versants, en 

particulier dans les environnements aquatiques. Le d®veloppement dôune nouvelle technique 

de PCR temps réel (chapitre II §II.2 / article k) et lôoptimisation des techniques dôextraction 

de lôADN mycobact®rien (chapitre II ÄII.3 / article l) nous offre désormais les outils 

nécessaires pour atteindre cet objectif. 

Cependant, il est à noter que les densités de NTM mesurées seront sous-estimées dans le 

chapitre III, car au maximum 33 % de lôADN mycobact®rien de lô®chantillon est d®tectable en 

utilisant la m®thode dôextraction dôADN sélectionnée, combinée à la méthode de PCR en 

temps réel développée (chapitre II §II.2 / article k et chapitre II §II.3 / article l). Dans un 

objectif dôefficacit® de quantification dans une matrice environnementale, lô®tape dôextraction 

de lôADN mycobact®rien sôest av®r®e plus limitante que lô®tape de quantification de lôADN 

extrait par PCR en temps réel. Par ailleurs, la méthode développée de quantification en temps 

r®el est plus sp®cifique que celles utilis®es jusquôalors et permet des quantifications ¨ partir de 

125 copies de g®nome dans lôADN extrait, soit 250 copies de g®nomes suivant le protocole 

utilisé pour les études qui seront présentées dans le chapitre III. Toutefois, cette méthode ne 

peut pas détecter certaines espèces de NTM comme M. arupense, M. gadium, M. lentiflavum, 

M. nonchromogenicum, M. psychrotolerans, M. szulgai et M. tusciae. Des améliorations, tant 

sur le plan de lôextraction que sur la sensibilité de la méthode PCR, restent à entreprendre. 

N®anmoins, la m®thode de quantification mol®culaire propos®e est pour lôinstant le seul outil 

¨ disposition, dôautant que sa sp®cificit® de 100 % est cruciale pour des échantillons de 

lôenvironnement riches en AFB. Il est ¨ noter que la m®thode dôextraction dôADN utilis®e 

pour ®tudier les sources des NTM dans lôenvironnement nôa ®t® retenue que sur la base de 

comparaisons (chapitre II §II.3 / article l) effectu®es sur des ®chantillons dôeau de surface 

articficiellement contamin®s. Ainsi lôestimation de la justesse des r®sultats de quantification 

des NTM dans les sols devrait sôaccompagner dôune estimation de lôefficacit® de la méthode 

dôextraction employ®e. Par ailleurs, il serait interessant dôexplorer dôautres voies 

dôam®lioration de la limite de quantification des NTM dans les ®chantillons de 

lôevironnement. Par exemple lôutilisation des antibiotiques PANTA (chapitre II §II.1 / 

article j) dans des milieux de culture liquides permettrait de sélectionner partiellement les 

NTM et la confirmation de leur présence dans ces cultures par PCR en temps réel (chapitre II 

§II.2 / article k et chapitre II §II.3 / article l) permettrait de mettre en place une méthode 

dôestimation de leur quantit® sur la base du nombre le plus probable (MPN: most probable 

number). 

 



 

 

« Plus nous avançons dans la connaissance et la maîtrise des 

technologies de la vie, plus nous nous condamnons à être 

responsables » 

Olivier Arnaud 
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I / Introduction  

Aucunes des méthodes de culture des NTM que nous avons compar®es nôa permis de 

les quantifier dans lôeau de surface en raison de la croissance de microorganismes interf®rents 

(chapitre II §II.1 / ). Nous avons donc utilisé la méthode de quantification très spécifique de 

PCR en temps réel que nous avons développée (chapitre II §II.2 / ), ainsi que la méthode 

dôextraction dôADN la plus efficace (chapitre II ÄII.3 / ), afin de rechercher les sources 

ponctuelles et diffuses de NTM dans les bassins versants. Lô®tat de lôart sur les sources 

environnementales de NTM (chapitre I §III / ), nous a indiqué que les densités de NTM dans 

les WWTP nôont que tr¯s peu ®t® ®tudi®es en raison de lôabsence dôoutils de quantification 

(chapitre I §III.1 / ), les eaux usées et rejets de WWTP ont été sélectionnées comme source 

ponctuelle potentielle en temps sec. Pour la même raison méthodologique, les densités de 

NTM dans les sols (chapitre I §I.3.a / ) et dans les eaux de surface pendant des événements 

pluvieux (chapitre I §III.2 / ) ont été très peu étudiés, nous avons donc exploré ces sources 

diffuses potentielles, en échantillonnant des sols urbains, péri-urbains et ruraux et en 

explorant lôimpact de plusieurs affluents sur la qualit® de la Marne en temps sec et lors dôun 

évènement pluvieux. Ainsi, le présent chapitre est structuré sous la forme de trois articles. 

Lôarticle sur les densités de NTM dans les eaux usées a été publié dans le journal 

Environmental Science and Technology, et les deux autres nôont pas encore ®t® soumis. 

Article m Radomski N., L. Betelli, R. Moilleron, S. Haenn, L. Moulin, E. Cambau, 

V. Rocher, A. Gonçalves et F.S. Lucas (2010). Mycobacterium behavior in wastewater 

treatment plant during dry weather, a bacterial model distinct from Escherichia coli and 

Enterococcus. Environmental Science and Technology 45(12): 5380-5386 (doi: 

10.1021/es104084c). 

Dans ce papier concernant une source ponctuelle potentielle, la densité de NTM a été 

mesurée en amont et en aval des étapes de traitement par décantation physico-chimique et 

filtration biologique de la WWTP Seine Centre ¨ Colombes en temps sec, dans lôobjectif de 

d®finir le comportement des NTM en regard dôindicateurs microbiologiques de contamination 

fécale tels que E. coli et les ent®rocoques intestinaux, et dôindicateurs physico-chimiques 

classiquement suivis (chapitre III §II.1 / article m). 

Article n Radomski, N., E. Cambau, F.S. Lucas, S. Haenn, R. Moilleron, A. Pruden, 

J.O. Falkinham III et L. Moulin (2010). Factors affecting the mycobacteria densities in soils. 

Les études des NTM dans les sols ayant toujours porté sur des sols particuliers, nous 

proposons dans ce papier dô®tudier leur densit® dans une large gamme de sols et de 

caractériser ces derniers, en particulier leur concentration en métaux qui reste peu associée au 

mycobactéries dans la littérature, en vue de déterminer les facteurs conditionnant la densité 

des NTM dans les sols (chapitre III §II.2 / article n). 

Article o Radomski, N., E. Cambau, S. Haenn, L. Moulin, R. Moilleron et F.S. Lucas (2010). 

Mycobacteria density decreases in surface water of urban, peri-urban and rural areas during 

storm weather. 

Tout comme observ® pour les sols, la litt®rature d®crit la pr®sence de NTM dans lôeau 

de différentes origines sans comparer ces dernières entre elles. De plus certaines données nous 

indiquent que la présence de NTM dans les eaux de surface est significativement plus élevée à 

la suite dô®v®nements pluvieux cons®cutifs. Dans lôobjectif dô®tudier indirectement lôimpact 

de lôeau de ruissellement, nous proposons dans cet article de mesurer au cours dôun 

®v®nement pluvieux et en temps sec la densit® de NTM dans lôeau de surface de la Marne et 

de ces affluents majeurs qui traversent des zones péri-urbaines ou rurales (chapitre III §II.3 / 

article o). 
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Mycobacteria are waterborne emerging pathogens causing infections in human. Mycobacteria have 

been previously isolated from wastewater and sludge, but they were not quantified using culture methods. 

In order to evaluate the impact of wastewater treatment processes (decantation and biofiltration) on 

mycobacteria removal, we used a real time PCR method specific for Mycobacterium quantification. With 

the aim to identify parameters that could serve as indicator of mycobacterial behaviour, mycobacterial 

densities were measured in parallel to those of Escherichia coli and Enterococcus, and to concentrations of 

common chemical parameters usually monitored in wastewater. Mycobacterium reached 

5.52×10
5
±3.97×10

5
 copies/L in the influent, but was not present in the effluent after decantation and 

biofiltration. Most mycobacteria (98.6±2.7%, i.e. 2.45±0.78 log10) were removed by the physical-chemical 

decantation, and the remaining mycobacteria were removed by biofiltration. Contrary to Mycobacterium, 

Enterococcus and E. coli were lightly removed by decantation step (64.3±15.1%, i.e. 0.52±0.22 log10 and 

49.5±8.8%, i.e. 0.20±0.30 log10, respectively), and mainly removed by biofiltration (92.7±0.4%, i.e. 

2.81±0.56 log10 and 99.8±0.1%, i.e. 2.88±0.23 log10, respectively). Moreover Mycobacterium removal was 

linked to insoluble compound behaviors, whereas removals of Enterococcus and E. coli were similar to 

soluble compound behaviors. These results showed that Mycobacterium, E. coli and Enterococcus follow 

significantly different behaviors as hydrophobic, hydrophilic and intermediate models, respectively. 

Key words: Mycobacteria; Escherichia coli; Enterococcus; Wastewater treatment plant 

Due to the human population growth and the 

increase of activities in industrial and agricultural 

areas, the demand on water supply has increased over 

the last century (12, 30). Moreover, this increase of 

water demand generates higher wastewater volumes, 

which have an impact on surface water quality and 

aquatic ecosystems when discharged in surface water 

with insufficient treatment (18, 30). Because human 

population expects to use resource water with a high 

quality (12), the ultimate goal of wastewater 

management is the protection of the environment 

according to public health and socio-economic 

concerns (31). According to European directives 

which established objectives on preservation and 

restoration of surface water and ground water by the 

year 2015 (2000/60/CE), as well as evaluation and 

control of wastewater effluents (91/271/CE and 

98/15/CE), quality of wastewater discharges must be 

controlled. European regulation is currently focusing 

on physico-chemical discharges and until now there 

are no microbiological standards in order to evaluate 

and control wastewater quality. Except for water 

reuse, this situation of the regulation is partly the 

cause and/or the consequence of the lack of adapted 

microbiological tools for monitoring wastewater 

microbial quality. 

Nowadays, combinations of physical processes 

(screening, sedimentation, granular-medium filtration, 

UV disinfection, membrane filtration), chemical 

processes (coagulation, flocculation, precipitation), 

and biological processes (activated sludge or aerated 

lagoon, trickling filters) are commonly used in 

wastewater treatment plants (WWTP) in order to 

decrease carbon, nitrogen, phosphorus and turbidity 

levels (31). Although all combinations of these 

treatment steps are possible, lamellar decanters are 

commonly used in west Europe compare to the USA, 

mailto:nicolas.radomski@leesu.enpc.fr


Chapitre III  : Sources environnementales et comportements 

 110 

especially in France where they are used to enhance 

primary treatment (27). 

Besides, wastewater treatment efficiency is 

commonly controlled by estimating removal rates of 

organic matter, suspended solids, nutrients 

(phosphorus and nitrogen) and faecal indicators as 

Escherichia coli and Enterococcus (6). The 

pathogenic microorganisms are rarely studied (11), 

however faecal indicators are often poorly related with 

pathogens (35). Without speaking of these common 

faecal indicators, other indicators and pathogens were 

studied focusing on WWTP effluents, such as viruses 

like adenoviruses, enteroviruses, and hepatitis A 

viruses (21) or coliphage (13), parasites like 

Cryptosporidium or Giardia (19), and bacteria like 

Aeromonas (3), Campylobacter (5), Clostridium, or 

Salmonella (35). 

Nontuberculous mycobacteria (NMT) have 

never been quantified in wastewaters so far, although 

they are emerging waterborne pathogens causing 

human infections, especially pulmonary, skin, and soft 

tissue infections (8). Only two studies showed that 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, or 

M. fortuitum and M. ratisbonense can be isolated from 

influents (36) or in activated sludge (4). Nevertheless, 

until now the lack of quantitative methods did not 

allow to estimate removal action of WWTP toward 

NTM. 

The aim of the present study was to quantify NTM 

removal from wastewater by a primary (physico-

chemical decantation using a lamellar settler) and a 

secondary (biofiltration) treatment. Since NTM are 

highly hydrophobic, processes designed to remove 

suspended materials such as decantation should be 

highly efficient in removing NTM. The physical 

filtration by the biofiltration step should further help 

removing remaining NTM. In order to test these 

hypotheses, we quantified Mycobacterium spp. by 

real-time PCR (25). Common faecal indicators (E. coli 

and Enterococcus), total cell counts and several 

chemical parameters were also quantified in order to 

identify if NTM behaviour could be modelled by 

usually monitored parameters. In brief, in order to 

understand mycobacteria behavior in wastewater 

treatment plant, we compared their density before and 

after each treatment steps to those of usually 

monitored microbiological and chemical parameters. 

 

MATERIALS and METHODS  

 
Wastewater treatment plant description. We studied one of 

the five WWTP in Paris which are managed by the Syndicat 

Interdépartemental pour lôAssainissement de lôAgglom®ration 

Parisienne (SIAAP, http://www.siaap.fr/). The WWTP of Seine 

Centre (Colombes, France) was chosen as model, because it uses 

physico-chemically aided lamellar decanters, which is 

representative of the most used primary treatment in France (27). 

This WWTP, which represents about 800 000  inhabitants 

equivalent, receives about 2.8 m3/s of wastewater during dry 

weather and three times this rate of flow during rainy weather (29). 

As recently described in details (10), the treatment process of this 

WWTP comprises: screening, grit removal, primary sedimentation 

using coagulant and flocculant, followed by biofiltration units (Fig. 

1). Briefly, pretreatment step includes screening and grit/oil removal 

of raw sewage, physico-chemical decantation is performed by 

lamellar settling with the addition of a coagulant (ferric chloride) 

and flocculant (anionic polymer), and biological treatment 

corresponds to three steps including aerated biofilters in order to 

remove carbonaceous pollution, aerated biofilters for nitrification, 

and anoxic biofilters with the addition of methanol for 

denitrification. After these three consecutive steps, effluents are 

discharged into the Seine River. 

Sampling points and sample preparation. In order to study 

the removal of NTM by each step of the treatment, water samples 

were collected after the pretreatment step (sampling point A), after 

the physico-chemical decantation step (sampling point B), and after 

the biofiltration step (sampling point C) during dry weather 

conditions (Fig. 1). In addition, sludge coming from the physico-

chemical decantation was sampled in order to quantify 

Mycobacterium (sampling point D) (Fig. 1). Between April 2008 

and April 2009, thirteen 24-h composite water samples were 

collected in a sterile glass bottle at each sampling site using 

automatic refrigerated samplers (at 4°C), and transported to the 

laboratory within 6 h. Concerning total cell enumeration, sampled 

water was fixed with 2.5% of paraformaldehyde (Fisher Scientific) 

buffered at 5% with boric acid (Sigma Aldrich), and conserved at 

4°C before processing. Water samples used for enumeration of 

E. coli and Enterococcus were processed immediately upon arrival 

at the laboratory. Concerning NTM enumeration, one liter of water 

was concentrated by a first centrifugation (7,000×g, 15 min), 

following by a second centrifugation applied to the pellet (3,500×g, 

15 min). These concentrated water samples, as well as the sludge 

samples, were conserved at -20°C before processing. Concerning 

usual chemical parameters, all analyses were conducted on 24-h 

composite samples at similar points in the WWTP. 

 
FIG. 1. Sampling of pretreated water (black circle A), water 

treated by physico-chemical decantation (black circle B), water 

treated by biofiltration (black circle C), and sludge from physico-

chemical decantation (black circle D) in the wastewater treatment 

plant (WWTP) in Colombes (France). 

 

Microbiological analyses. Direct counts of total cells were 

estimated after ten-fold dilution in phosphate buffer (120 mM, 

pH 7.2) of fixed samples, and 1 ml of diluted samples was used for 

the staining procedure. Cells were stained with 4ô6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) reagent (Boehringer Mannheim GmbH) as 

previously described (15, 23), stained samples were filtrated at 

0.22 µm (GE Water), and filters were observed with an 

epifluorescence microcope (Olympus BH-2-RFCA) using an 

immersion oil for fluorescent microscopy (Olympus UVFL SI). 

Enumeration of E. coli and Enterococcus was performed by most 

probable number (MPN) evaluation in microplates following 

recommendations of European standards used for control of quality 

of recreational waters (NF EN ISO 9308-3 and NF EN ISO 7899-1, 

respectively). MPN was estimated using the software Most Probable 

Number Calculator, version 4.04 (16). 

NTM density was estimated by real time PCR. Mycobacterial 

DNA was extracted using previously described procedure (34), and 

four phenol-chlorophorm-isoamyl alcohol (25:24:1, v/v) 

purification steps were conducted. The aqueous phase was then 

recovered using Phase Lock GelsTM (5 Prime), and DNA was 

precipitated with isopropanol, and wash with cold ethanol at 70%. 

After ethanol evaporation at 37°C, DNA was dissolved in TE buffer 

(10 mM Tris pH 7.6; 1 mM EDTA), and 5-fold dilutions were 

performed in TE buffer. According to the procedure described in 

Radomski et al. (25), mycobacterial genome copies were estimated 

by real-time quantification PCR using M. chelonae ATCC 35752T 

strain DNA as standard, 110F forward primer, I571R reverse 

primer, H19R probe labelled with the fluorescent dyes 6-

carboxyfluorescein on 5ôend and Black Hole Quencher on the 3ôend 

(Eurogentec), qPCR MasterMix plus low 6-carboxy-X-rhodamine 
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(Eurogentec), and ABI 7500 real-time PCR system with SDS 

software (Applied Biosystems). 

Chemical analyses. The certified laboratory (European 

cooperation for Accreditation) of the Seine Centre WWTP 

measured total suspended solids (TSS), total and soluble chemical 

oxygen demand (CODt and CODs), biochemical oxygen demand 

(BOD), total Kjeldahl Nitrogen (TKN), orthophosphates (PO4), and 

carbonate ions (CA). 

Statistical analyses. Statistical analyses of data were carried 

out using a generalized linear model (GLM) with the Statgraphics 

Plus 5.1 software (Manugistics), and principal component analysis 

(PCA) with the JMP 7 software (Software And Services). The 

functioning of the WWTP of Seine Centre during our study can be 

considered as normal, because major chemical parameters allowing 

monitoring of a WWTP (i.e. TSS, PO4 and CA), were not 

significantly different (p=0.7076, p=0.1478 and p=0.2471, 

respectively) from the same parameters measured daily between 

2006 and 2009 during dry weather (n=2116, df=1). 

 

RESULTS and DISCUSSION 

 

Our goal was to evaluate the effects of WWTP 

treatment steps toward mycobacteria removal, and to 

figure out if any usual parameter could predict NTM 

removal. We hypothesized that due to their 

hydrophobic characteristic, NTM should be at least 

removed at the same level as TSS by the decantation 

process. Biofilters should further remove NTM by 

physical filtration or by adsorption on the biofilm. To 

our knowledge, this is the first time that mycobacterial 

density is estimated in wastewater. Until now, 

detection of mycobacteria in wastewater or sludge was 

only performed using bacteriological tools, which do 

not allow to enumerate mycobacteria in samples with 

high density of interfering microorganisms (24). 

The real-time qPCR method we used was recently 

developed showing a high level of specificity (25). 

This technique allowed us to estimate high levels of 

Mycobacterium in pretreated water 

(5.52×105 ±3.97×105 copies/L in 11 positive samples 

among 13), in water treated by physico-chemical 

decantation (0.74×104 ±1.40×104 copies/L in 7 

positive samples among 13), and in sludge 

(1.04×106 ±1.75×106 copies/g in 3 positive samples 

among 6), while Mycobacterium was not detected in 

the 13 tested samples of water treated by biological 

filtration (Fig. 1 and Fig. 2). These mycobacteria 

densities should be considered as an underestimation 

 
 

FIG. 2. Concentration of total cells, Escherichia coli, 

Enterococcus and Mycobacterium in pretreated water, water treated 

by physico-chemical decantation and water treated by biofiltration 

in wastewater treatment plant (WWTP) in Colombes (France). 

Standard deviation error bars are associated to the mean 

concentrations of cells, most probable numbers (MPN) and genome 

copies. Number of results under the limit of quantification is put in 

brackets (n=13). 

because of DNA loss during extraction procedure, and 

of real-time qPCR amplification efficacy. 

According to Käser et al. (14), mycobacterial DNA 

extraction used in our study is the most efficient 

method allowing to remove PCR inhibitors, while 

extracting highest quantity of DNA. We estimated that 

at the most 33% of mycobacterial cells are detectable 

using the DNA extraction and the real-time qPCR 

procedure described above (data not shown). In the 

other hand, without speaking of the 16S rRNA copy 

number per mycobacterial genome which vary 

between one and two among mycobacteria species 

(26), genome enumeration does not rely with the 

mycobacterial cell, because genome number in one 

cell is higher than one during cellular division. As a 

consequence our results should be considered as 

underestimated. 

The treatment processes significantly affected 

NTM densities (GLM, F=16.14, df=2, n=39, 

p=0.0001). Mycobacteria were mainly removed by 

physico-chemical decantation (98.6±2.7%, i.e. 

2.45±0.78 log10) accumulating in the sludge with 

eliminated suspended material, and the few remaining 

ones were removed by biological degradation (Table 

1). These results are in accordance with our 

hypothesis, since TSS is removed at 86.9±2.7% by the 

physico-chemical decantation (i.e. 0.89±0.09 log10) 

and 83.3±9.5% by the biofiltration process (i.e. 

0.80±0.20 log10). Mycobacteria are known indeed to 

be hydrophobic, because of the fatty acid composition 

of their cell walls (1), which favor their attachment to 

interfaces (water/solid surface or water/air) and 

hydrophobic compounds uptake (such as oil, 

polycyclic aromatic hydrocarbons) (26). 

It must be noticed that physico-chemical 

decantation removal of Mycobacterium is higher than 

that for TSS (98.6±2.7% versus 83.3±9.5%). It means 

that during physico-chemical decantation, TSS 

removal is not the only process explaining 

Mycobacterium removal. The small portion of 

mycobacteria which was not removed with settleable 

(>100 µm) and supracolloidale (1.2-100 µm) matters, 

corresponding to the TSS measure (33), could be 

clung to the lamellar decanter side, and/or removed 

with colloidal matters measuring less than 1.2 µm 

(33), especially with colloidal organic matter which is 

mainly composed of humic substances and 

extracellular polymeric substances (37). The 

elimination process in biofilters is more complex, as 

both physical and biological processes occur. 

Biofilters achieve the removal of particles by physical 

filtration, and adsorption of cells on the biofilm can 

also occur. Moreover, interspecific interaction such as 

predation by protozoa and metazoan, as well as phage 

lysis may also occur in biofilters (7). 

Our results showed that densities of totals cells, E. coli 

and Enterococcus were significantly higher in 

pretreated water than mycobacterial density (Fig. 2, 

Table 2). Densities of total cells estimated at 

1.59±0.74×1012 cells/L, E. coli represented 

1.75±1.12×108 MPN/L, and Enterococcus densities 

reached 1.75±1.15×107 MPN/L. Like for 

mycobacteria, the densities of these different 

microbial groups were also significantly reduced by  
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TABLE 1. Reduction of microorganism densities (total cells, Escherichia coli, Enterococcus and Mycobacterium), expressed in decimal 

logarithm and in percentage (n=13), by decantation and/or biofiltration of wastewater treatment plant (WWTP) in Colombes (France). 

Standard deviations are associated to the mean concentrations of the positive samples. A stands for pretreated water, 

B stands for water treated by physico-chemical decantation and C stands water treated by biofiltration 

  Mean reduction ± SD 

  
Physio-chemical decantation 

(between samples A and B) 

Biological degradation 

(betweensamples B and C) 

Both treatment 

(between samples A and C) 

Microorganism No. of usable days (Log10) (%) (Log10) (%) (Log10) (%) 

Total cells 13 0.81 ± 0.32 81.1 ± 11.2 1.22 ± 0.32 92.6 ± 4.5 2.04 ± 0.32 98.9 ± 0.7 

Escherichia coli  12 0.20 ± 0.30 49.5 ± 8.8 2.88 ± 0.23 99.8 ± 0.1 3.18 ± 0.23 99.9 ± 0.1 

Enterococcus 13 0.52 ± 0.22 64.3 ± 15.1 2.81 ± 0.56 92.7 ± 0.4 3.33 ± 0.57 92.8 ± 0.2 

Mycobacterium 7 2.45 ± 0.78 98.6 ± 2.7 3.21 ± 0.86 100 ± 0.0 5.66 ± 0.28 100 ± 0.0 
a No. of usable days corresponds to the number of sampling day taken into account in order to calculate a mean reduction. Concerning 

E. coli, one sampling day was not taken into account due to a concentration in sampling site B higher than in sampling site A. Concerning 

Mycobacterium, six sampling day was not taken into account due to results below the limit of quantification in sampling sites B. Limits of 

quantification correspond to 0.0 log10 total cells/L, 0.5 log10 MPN/L for E. coli and enterococci, and about 3 log10 copies/L for mycobacteria. 
 

the two treatment stages (GLM, total cells: F=50.06, 

df=2, n=39, p=0.0001, E. coli: F=19.32, df=2, n 39, 

p=0.0001, Enterococcus: F=20.47, df=2, n 39, 

p=0.0001). 

Physico-chemical decantation eliminated 

49.5±8.8% of E. coli (i.e. 0.20±0.30 log10), while 

99.8±0.1% (i.e. 2.88±0.23 log10) were removed by 

biological degradation (Table 1). The same behavior 

was observed for Enterococcus, but with more 

influence of the physico-chemical decantation 

(64.3±15.1%, i.e. 0.52±0.22 log10 reduction) (Table 1). 

For these two indicators, biofiltration presents the 

same efficiency (Table 1). A study of the attachment 

preference of E. coli to soil particles showed that only 

35% of these faecally derived bacteria were associated 

with soil particles larger than 2 µm (20). 

This observation is in accordance with our results 

showing that reduction of E. coli density by physico-

chemical decantation is less efficient compared to the 

other studied microorganisms (Table 1). Others 

studies showed a 2 log reduction of E. coli during 

water treatment in the WWTP of Seine Centre 

(Colombes, France) (19, 28). As Mycobacterium, 

Enterococcus are able to form biofilm (17, 32) or 

aggregates in stream (22), but seems to be less 

attached than NTM. Without speaking of total cells 

which do not represent a specific bacterial cluster, 

Mycobacterium, E. coli, and Enterococcus represent 

three different models with specific behaviors in the 

decantation process. GLM analysis showed that the 

effect of the treatment processes on microorganism 

densities significantly differed according to the 

bacterial type whatever the sampling date (Table 2). 

Mycobacterium was primarily removed by physico-

chemical decantation, and E. coli and Enterococcus 

were less removed by physico-chemical decantation 

and mostly by biological filtration. 

As mycobacteria are highly attached to particles 

and mainly removed by the decantation process, we 

could expect that parameters which are also primarily 

removed by physico-chemical decantation should 

constitute firmly predictive variables for 

Mycobacterium behavior. Firstly, two-dimensional 

representation of the scores resulting of PCA, showed 

also that samples A, B and C have specific profiles 

(Fig. 3a), and consolidated our findings about studied 

microorganisms having different behaviors in WWTP 

(Table 2). More precisely, Mycobacterium, PO4, TSS, 

CODt and BOD were clustered together by two-

dimensional representation of the PCA factors; 

TABLE 2. Factors explaining significantly the variation of total 

cells, Escherichia coli, Enterococcus and Mycobacterium in 

pretreated water, water treated by physico-chemical decantation and 

water treated by biofiltration of wastewater treatment plant 

(WWTP) at Colombes (France). Generalized linear model analysis, 

n=39 for each microorganism. Sampling date (p=0.4457) was 

rejected from the final model. All removed interactions were not 

significant 

Explicative factor d.f. F ratio p 

Microorganism type 3 78.14 Ò0.00001 

Sampling area 2 50.07 Ò0.00001 

Microorganism x Sampling area 6 50.06 Ò0.00001 

Final model 11 57.72 Ò0.00001 

d.f.: degree of freedom, F: Fisher's F statistic, p: probability 

value 
 

contrary to E. coli, Enterococcus, CA, CODs and 

TKN which were merged together (Fig. 3b). 

Mainly with the first components (83.3%), this 

PCA analysis is robust showing 98.8% of the data 

with two components. The cluster including 

Mycobacterium, corresponds to the physico-chemical 

decantation, because TSS and PO4 are known to be 

preferentially removed during this treatments step (2). 

By analogy, the cluster including E. coli and 

Enterococcus, corresponds to the biofiltration (Fig. 1), 

because nitrogenous pollution (i.e. TKN) is removed 

from the wastewater during this step by nitrification 

and denitrification (Fig. 3b). This two-dimensional 

representation of the PCA factors (Fig. 3b), is 

completely in accordance with the 

 

 
FIG. 3. Two-dimensional representation of the scores for each 

pair of principal components (a) and of the principal components 

analysis factors (b) including decimal logarithmic densities of total 

cells (TC), Escherichia coli (EC), Enterococcus (EN), 

Mycobacterium (MY), total suspended solids (TSS), total and 

soluble chemical oxygen demand (CODt and CODs), biochemical 

oxygen demand (BOD), total Kjeldahl Nitrogen (TKN), 

orthophosphates (PO4), and carbonates (CA), measured in 

pretreated water (sample A), in water treated by physico-chemical 

decantation (sample B) and in water treated by biofiltration (sample 

C) of wastewater treatment plant (WWTP) in Colombes (France). 

n=31 for each factor. 
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previous description of three bacterial behavior 

models (Table 1 and Table 2), where mycobacteria are 

well removed by physico-chemical decantation (MY 

spot in cluster corresponding to the physico-chemical 

decantation), and E. coli are mainly removed by 

biological filtration, whereas Enterococcus constitutes 

an intermediate model which is also mainly removed 

by biological filtration (Fig. 3b). Mycobacterium 

removal is linked to insoluble compound behaviors, 

whereas removals of Enterococcus and E. coli are 

linked to soluble compound behaviors. 

In conclusion, the two treatment steps together 

(decantation followed by biofiltration) removed 

5.66±0.28 log10 of Mycobacterium, 2.04±0.32 log10 of 

total cells, 3.18±0.23 log10 of E. coli, and 

3.33±0.57 log10 of Enterococcus (Table 1). E. coli and 

Enterococcus densities in the effluent 

(1.75±1.12×108 MPN/L and 1.75±1.15×107 MPN/L, 

respectively) were higher than recommendation of 

European standards for recreational water quality 

(Directive 2006/7/EC) and higher than in the Seine 

River upstream WWTP (19), which emphasizes the 

necessity to evaluate the impact of WWTP discharges, 

according to WWTP and river flows. Indeed, these 

two elements should be taken into account in the same 

time in order to estimate the impact of WWTP on 

surface water. Even if there is no water quality 

standards for mycobacterial density in WWTP 

effluent, mycobacteria discharges must be avoided in 

order to decrease the occurrence of human 

mycobacteriosis which can be associated with water 

exposures (9). Studies on NTM in wastewater effluent 

should focus on M. avium which is the major 

mycobacterial species responsible of human infections 

(26). For sludge, the high levels of mycobacteria 

observed suggest that sludge should be treated before 

disposal or reuse. In the case of the Seine-Centre 

WWTP, the sludge from physico-chemical 

decantation is incinerated which seems to be an 

appropriate treatment. When WWTP sludge is spread 

on lands, it seems necessary to treat this waste before 

land spreading before allowing grazing by livestock or 

before harvesting food crops (11), in order to avoid 

animal infections and food crop contamination. More 

precisely, impact studies of sludge treatment process 

toward mycobacteria removal, especially digestion 

process, are in everyoneôs interest. 
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Soils are one of the natural habitats of the nontuberculous mycobacteria (NTM). Previous studies of 

NTM in soils have focused on rural or urban soils, but have not directly compared numbers in the 

different soils to define the preferred soil habitat of NTM. Humic- and fulvic-rich soils have been reported 

to harbor high numbers and support the growth of NTM.  Herein we report the comparison of NTM 

densities in a variety of rural and urban soils by real-time quantitative PCR. The highest NTM densities 

were measured in peat forest soils (9.27×10
4
±5.00×10

4
 copies/g dw) and in lightly urbanized soils near a 

costal swamp (1.71×10
6
±2.85×10

6
 copies/g dw), whereas they were not detected in urban woodland, 

livestock farming field, crop farming field, lightly -urbanized green space or highly urbanized green space 

soils. A general linear model indicated that high NTM densities were significantly associated (p<0.0001) 

with low soil pH and high soil moisture, organic matter, and iron content. 

Key words: Mycobacteria; soils; real-time qPCR; iron 

Nontuberculous mycobacteria (NTM) are 

emerging environmental pathogens capable of 

infecting both humans and animals (19). It is generally 

accepted that water (7, 8, 21) and soils (3, 6, 24) are 

potential sources of NTM infection. A review of the 

literature indicates that NTM can be isolated from 

rural (3, 10, 13) and urban (30) soils. Prolonged 

contact with soil such as farmers, especially in a 

temperate climate, has been identified as a risk factor 

for Mycobacterium avium infection (24). Discovery 

that peat-rich soils from either Finnish boreal 

coniferous forests or east coast US swamps had high 

numbers of NTM (Kirschner et al., 1992), led to 

studies showing that fulvic and humic acids stimulated 

the growth of M. avium and M. intracellulare (19). 

NTM presence in the environment was shown to be 

associated with low pH and oxygen levels and high 

concentrations of Fe, Al, Cu, Co, and Cr (3, 11, 13). 

Another study focusing on a livestock farming area 

(beef ranches), showed that NTM isolation from soil 

was significantly associated with low pH and low 

calcium, but high Fe, Zn and Mn levels (18). Using in 

situ fluorescent sandwich hybridization (FISH), NTM 

numbers of up to 1.0×107 to 1.0×108 copies/g in a 

rural soil of low pH (17). That study showed that 

NTM numbers based on FISH values were 10- to 100-

fold higher than values by culture (17). Here we use a 

recently described real-time PCR method for NTM 

enumeration (22) to compare NTM numbers in a 

variety of rural and urban soils during dry weather and 

compare numbers with physico-chemical parameters 

in soils, especially some metals which appear to be 

correlated with the presence of NTM in river water 

(11). 

 

MATERIALS and METHODS  

 
Sampling of soils. All soils were sampled in the first10 cm, 

where conditions (i.e. absence of light, heterotrophic and 

microaerobic conditions) are considered to be favorable for NTM 

growth (12). Sampling campaigns were carried out during dry 

weather in order to avoid the influence of soil washing due to 

seasonal (11) and to facilitate the focus of our study on NTM 

habitats. In order to achieve this goal, during months with tempered 

temperatures (15, 29), four soil samples were sampled in a radius of 

about 500 meters in seven areas with similar latitudes (Table 1). 

Enumeration of mycobacteria. Mycobacterial DNA was 

extracted using previously described procedures (28), and a 

successive purification step was conducted (v:v) using phenol: 

chlorophorm: isoamyl alcohol (25: 24: 1). The aqueous phase was 

then recovered using Phase Lock GelsTM (5 Prime), and DNA was 

precipitated with isopropanol (v/v), and washed with cold ethanol at 

70%. Dried DNA pellet was dissolved in TE buffer (10 mM Tris pH 

7.6; 1 mM EDTA), and three 10-fold dilutions were performed in 

TE buffer, in order to avoid PCR inhibitions due to high DNA 

concentrations. According to the procedure of our previously 

developed real-time quantitative PCR method (22), mycobacterial 

genome copies were estimated using Mycobacterium chelonae 

ATCC 35752T strain DNA as standard (5-fold dilutions), 110F 

forward primer (900 nM), I571R reverse primer (300 nM), H19R 

probe (50 nM) labelled with the fluorescent dyes 6-

carboxyfluorescein on 5ôend and Black Hole Quencher on the 3ôend  
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TABLE 1. Geographical coordinates of the studied soils sampled. Soils of each sampling area (n=4) were sampled 

in a radius of about 500 meters 

Sampling Country or State Geographical coordinates 

area (Sampling month) Vertical Horizontal 

Peat forest West-Virginia 38Á12ô03.10ôôN 80Á16ô05.33ôôO 

Lighty-urbanized woodland Virginia (July) 37Á13ô14.10ôôN 80Á24ô58.28ôôO 

Livestock farming field Virginia (July) 37Á12ô41.47ôôN 80Á25ô08.09ôôO 

Crop farming field Virginia (July) 37Á12ô27.12ôôN 80Á25ô41.23ôôO 

Lightly-urbanized green space Virginia (July) 37Á13ô59.44ôôN 80°25ô12.59ôôO 

Lightly-urbbanized near costal swamp Florida (January) 26Á19ô23.03ôôN 81°50ô31.93ôôO 

Highly urbanized green space France (August) 48Á48ô40.76ôôN 2°24ô11.31ôôE 
a bovine livestock. 

 
(Eurogentec), qPCR MasterMix plus low 6-carboxy-X-rhodamine 

(Eurogentec), and ABI 7500 real-time PCR system with SDS 

software (Applied Biosystems). Correlation coefficient of the 

standard curve was controlled and estimated as previously described 

at 98.6 ± 0.2% (22). 

Physical and chemical analyses. Hue, value and chroma of 

soil color was estimated using the Munsell color system (16), and 

the weight loss after one night at 105°C allowed the measurement of 

moisture content of the sample (according to international standard 

ISO 11465: 1993). Based on a modified procedure (27), carbon 

content was estimated measuring particulate organic carbon (POC) 

after freeze-drying (Christ Alpha 1-2 LD plus, Bioblock Scientific) 

and acidification of the soil (50 mg of sample dampened with 3% 

HCl), using the rapid CS cube analyzer (Elementar 

Analysensysteme GmbH) and calibration solutions constituted of 

phthalic acid monopotassium salt (Ref. 17.992-2, Sigma-Aldrich). 

In parallel, humid soil was dried at ambient temperature over night, 

sieved at 2 mm and ground at 200 µm (according to international 

standard ISO 11464: 2006) in order to homogenize the sample 

before other physical and chemical analyses. After dilution of the 

homogenized soil (2 g in 10 ml of water), electrical conductivity 

and pH were measured (according to international standards 

ISO 11265: 1994 and ISO 10390: 2004, respectively). Loss on 

ignition (LOI) of the homogenized sample (about 2 g) at 550°C 

(European standard EN 12-879) was measured in order to estimate 

the content of organic matter content (25). Concerning metals (Ag, 

Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn), samples were digested by a 

combination of HNO3 (Sigma-Aldrich) and HCl (Fischer) acids in 

order to efficiently oxidize the organic matter (26). Briefly, 

homogenized soil (about 1 g) was acidified with HNO3 (2 ml at 

10%) and dried at 110°C, then heat at 450°C during 3 h and 

dissolved in HCl (10 ml at 37%). After addition of boiling HNO3 

(5 ml at 65%), acid was evaporated by heating, sample was then 

dissolved in boiling HCl (20 ml at 2N), filtrated (Ashless grade 

N°40-1440150, Whatman), and diluted in HCl (final volume of 

250 ml at 2N). Metals (Ag, 328 nm, Al: 167 nm, Cd: 214 nm, Cr: 

267 nm, Cu: 324 nm, Fe: 238 nm, Mn: 257 nm, Ni: 231 nm, Pb: 

220 nm and Zn: 213 nm) were analyzed by inductively coupled 

plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) following 

manufacturer recommendations (Varian Vista Pro CCD 

simultaneous ICP-OES). More precisely, the ionization process was 

initiated using argon flow, and the analytical parameters were 

optimized (radio frequency generator: 1.30 kW, plasma gas flow 

15 L/min, nebulizer gas pressure: 200 KPa, sampling period: 35 s, 

sampling pump speed: 20 rpm, rinsing period: 20 s). Metal 

quantification was performed using Spex multi-element calibration 

solution at 0.5% v/v (Horiba), which was previously controlled 

using a standard solution (ACSD Voisins-le-Bretonneux). 

Statistical analyses. Except for moisture content, all the other 

microbiological and physico-chemical parameters were given per 

dry weight (dw) of soil. Data analyses were performed based on the 

average results of the 28 sampled soils which were analyzed three 

times for each parameter analyzed. Statistical analyses were carried 

out using a generalized linear model (GLM) in the Statgraphics Plus 

5.1 software (Manugistics). 

 

RESULTS 

 

Physico-chemical parameters. The colors of peat 

forest (dark-maroon around 6R 1/6), urban woodland 

(dark-orange 5YR 4/9), livestock farming field (light-

brown around 8YR 3/6), crop farming field (light-

brown around 10YR 1/6), lightly urbanized green 

space (dark-brown around 3YR 3/8), lightly urbanized 

soils near costal swamp (dark-maroon around 8R 1/6) 

and highly urbanized green space (dark-orange around 

5YR 2/6) were in accordance with soil type. 

Consequently, color was removed from the statistical 

analyses. As expected the concentrations of Ag never 

exceeded the limit of quantification (LOQ), and the 

concentrations of Cd slightly exceeded this limit in 

only 75% of the samples (Supplementary Table 1). 

Consequently, these two metals were not taken into 

account in the statistical analyses. In addition, organic 

matter (i.e., LOI at 550°C) and carbon content (i.e., 

POC) were significantly (GLM, F = 1.49×102, df = 1, 

n=39, p=0.0001) correlated (correlation coefficient of 

85.18%). Means of moisture, organic matter, carbon 

and iron contents reached 29±17%, 32±23%, 18±18% 

and 79±59 µg/g (dw), respectively, in peat forest soils 

and lightly urbanized soils near a costal swamp, and 

16±3%, 9±5%, 4±3% and 53±22 µg/g (dw), 

respectively, in the other studied soils (Supplementary 

table 1). 

NTM density in soils. Taking into account all 

sampled soils, NTM were detected and measured in 14 

of 72 (19%) of the samples (i.e., 14 positive assays 

among 24 samples analysed in triplicate). NTM 

density was estimated at 9.3 × 104  ± 5.0 × 

104 copies/g in peat forest soils (i.e., 7 positive 

samples among 12 assays) and at 1.8 × 106 ± 2.9 × 

106 copies/g in a lightly urbanized soil of neutral pH 

(7.4) near a coastal swamp (i.e. 7 positive samples 

among 12 assays).  NTM were not detected (i.e. below 

the limit of quantification estimated at about 3 log10 

copies/L) in the other soils collected (Table 1 and 

Supplementary Table 1). GLM analysis showed that 

NTM density was associated with sampling site and 

high moisture, organic matter, as well as carbon iron 

and content (Table 2). Indeed, moisture, organic 

matter, carbon and iron contents were significantly 

(Table 2) higher in peat forest soils and lightly 

urbanized soils near a coastal swamp than in the other 

soils analyzed (Fig. 1). 

 
TABLE 2. Factors explaining variation of mean soil mycobacteria 

densities (GLM analysis, n=24 in triplicate assays). All other factors 

and all interactions were not significant (p>0.05) 

Expicative factors d.f. F ratio p 

Sampling area 6 14.56 Ò0.0001 

Iron content 1 17.28 Ò0.001 

Moisture content 1 42.03 Ò0.0001 

Loss of ignition at 550°C 1 38.88 Ò0.0001 

Particular organic matter 

content 
1 25.04 Ò0.0001 

Final model 16 10.12 Ò0.00001 

d.f.: degree of freedom. 
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FIG. 1. Factors explaining significantly mycobacteria densities 

measured greater than the limit of quantification (n=24 in triplicate 

assays) in soils from peat forest and lightly urbanized area near 

costal swamp (soils A), in comparison with soils from urban 

woodland, livestock farming field, crop farming field, lightly-

urbanized green space and highly urbanized green space, where 

mycobacteria were not detected (soils B). All results are given in 

dry weight. 
 

DISCUSSION 

 

To our knowledge, this is the first time that 

mycobacteria density is estimated in a wide range of 

soils and considered along with the analysis of several 

key soil characteristics. In previous studies, the soil 

types from urban and rural areas were independently 

assessed in livestock farming areas (18) or in sub-

urbanized areas (23). Moreover, it is also the first 

study using real-time qPCR (22) to compare 

mycobacterial density in rural and urban areas. 

Occurrence and density of NTM in soils. On the 

whole, NTM were detected in 19% of the soil 

samples. In contrast, previous studies estimated NTM 

occurrence in soils at 18% (350 tested samples) in 

sub-urbanized areas (23) and 16% (61 tested samples) 

in livestock farming areas (18), whereas mycobacteria 

was not detected in these types of soils in our studies. 

This may indicate that livestock farming and sub-

urbanized areas are not the most favorable soils for 

NTM growth, considering that the present study 

integrates a larger range of soils compared to the two 

previous studies (18, 23). Our estimate of NTM 

density in the low pH peat forest soils (i.e. 9.3 × 104 ± 

5.0 × 104 copies/g) were lower than those of Nieminen 

et al., who estimated NTM density between 1.0 × 107 

and 1.0 × 108 copies/g of rural soils of low pH using 

FISH (17). Therefore, NTM numbers from this study 

are more in agreement with culture results (10, 13) 

than those obtained by FISH (17). Nevertheless, 

specificity of our method was controlled in vitro using 

several nontarget microorganisms (22), whereas 

specificity of primers and probes designed by 

Nieminen et al. was only controlled in silico (17). 

Studies comparing NTM numbers in soils estimated 

by culture and culture-independent means are needed. 

Do NTM prefer an acidic environment? While 

several studies have shown that NTM numbers are 

high in acidic habitats (3, 11, 13, 14, 17, 18), our 

results showed that high NTM were encountered in 

neutral soils like the lightly urbanized soils near a 

coastal swamp (pH 7.4 ). NTM can grow over a wide 

range of pH, from 5-8 (5, 9, 20). The presence of 

NTM in acidic soils is consistent with the fact that one 

NTM species, Mycobacterium avium has been shown 

to survive exposure to stomach acid (pH 2.2 ) (2). It is 

also possible that acidity may be serving as a surrogate 

for another factor; such as the availability of metals, 

particularly iron. 

NTM and iron content of soils. In the wide range 

of soils studied, NTM numbers were correlated with 

iron content. In soils where livestock are raised, high 

iron content was associated with high NTM numbers 

(18).  Iron acquisition is a problem for NTM because 

of their hydrophobic, impermeable surface; thus they 

are dependent upon the production of surface and 

extracellular iron-binding compounds.  In the 

environment, exochelins represent the single most 

important means of iron acquisition (1). Growth of the 

soil saprophyte Mycobacterium neoaurum under iron-

deficient culture conditions is dependent upon the 

production of iron-binding exochelins (4). Further, it 

is quite possible that the higher numbers of NTM in 

acidic soils represents the greater availability of 

soluble iron.  No association was observed between 

NTM numbers and either Zn or Mn concentrations in 

agreement with previous results (18). 

NTM association with high organic matter 

content. The fact that high carbon and organic matter 

content were positively associated with NTM densities 

is consistent with reports of the correlation between 

M. avium and M. intracellulare numbers and 

assimilable organic carbon and biodegradable organic 

carbon levels in water distribution systems (8).  

However, NTM numbers (i.e. 1.7 × 106 copies/g) were 

also high in the lightly urbanized soil near a coastal 

swamp of low organic matter content (Supplementary 

Table 1). These results may mean that NTM are more 

ubiquitous than previously thought, and that as 

detection methods improve and interest in NTM 

increases, we may broaden our knowledge on this 

bacterial group and revise previous statements on 

NTM ecology. However, these results may also mean 

that this lightly urbanized area could be impacted by 

the proximity of the acidic swamp, especially during 

storm weather when runoff water suspends soil matter. 
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II.3 / Impact du ruissellement en zones urbaines, péri-urbaines et rurales pendant 

des ®pisodes pluvieux sur la quantit® de mycobact®ries dans lôeau de surface 
 

Mycobacteria density decreases in surface water of urban, peri-urban 

and rural areas during storm weather 
 

Nicolas Radomski
1*
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2
, Sophie Haenn

3
, Laurent Moulin

3
, 

Régis Moilleron
1
, Françoise S. Lucas

1
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Paris, Direction Recherche et Développement Qualité de lôEau (DRDQE), 

33 avenue Jean Jaurès, FR 94200 Ivry sur Seine, France3 

 

Literature showed that nontuberculous mycobacteria (NTM) density in surface waters can be 

explained by high levels of cumulated pluviometry and organic matter amount in water, and emphasized 

consequently that mycobacteria from soils can be brought in surface waters due to rain runoff from rural 

areas. However, the behavior of mycobacteria in surface waters has never been studied neither in urban 

areas nor during a storm so far. Consequently, we sampled urban, peri-urban and rural areas in order to 

study NTM density at the scale of a river and its tributaries. During the storm, which was slightly intense 

(6.6 mm/h of cumulated rain during 5.5 h), mycobacteria density in rural, peri-urban and urban areas, 

estimated at 2.16×10
5
±2.36×10

5
 copies/L of surface water in 20.8% of the samples, decreased under the 

level of detection. NTM densities were significantly explained by both the cumulated pluviometry 

(p = 0.002) and the storm duration (p = 0.011), whereas turbidity which is often associated with organic 

matter amount did not explain mycobacteria density in surface water (p > 0.100). In spite of NTM input 

by nonpoint sources from water run-off from urban, peri -urban, and urban surfaces, a dilution 

phenomenon due to runoff during this storm decreased NTM densities under the detection limit. These 

results showed that a slightly intense and long rain event decreased mycobacteria density in surface water, 

whereas literature showed that cumulated high storms favored an increase of mycobacteria density in 

surface water owing to rain runoff. Our results emphasized the importance of hydrology and land use in 

order to understand NTM ecology. 

Key words: Mycobacteria; runoff; real-time qPCR; dilution phenomenon 

It is generally accepted that environmental water 

(7, 21) and soils are potential vectors of 

nontuberculous mycobacteria (NTM) infections (24, 

32) in humans (24) and animals (19), but the 

knowledge about their ecological niche in terrestrial 

and aquatic habitats remains still poor. NTM can 

multiply in rural soils, especially those presenting low 

pH in brown swamp (8), boreal forest (17), mud, 

sandy till, sawmill or sphagnum peat (16), and also in 

the urban soils, particularly those contaminated by 

polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs): a specific 

pollutant of urbanized areas (4). More precisely, 

previous studies revealed that NTM are able to 

proliferate in humic- and fulvic-rich, acidic, micro-

aerobic environments (14), and that the bioavailability 

of PAHs seems to control their community structures 

(26) mainly in the clay fraction (25) of acidic or 

neutral soils (27). Indeed, probably using an aromatic 

ring-hydroxylating dioxygenase (5), several NTM 

species (6, 10, 11, 13, 15, 29, 31), are able to growth 

in PAH contaminated soils by degrading fluoranthene, 

phenanthrene, pyrene, fluorene, anthracene, chrysene, 

nitropyrene or biphenyle as a source of carbon and 

energy. In addition, NTM presence in surface water 

seems to be correlated positively with the presence of 

peatlands, precipitation data (cumulative precipitation 

for the 3 weeks before each sampling), chemical 

oxygen demand, and concentrations of Fe, Al, Cu, Co, 

and Cr, and negatively with pH in Finland (12), and 

NTM was also shown to survive in the alkaline 

conditions of the Rio Grande surface waters (3). 

Previous studies focusing on cattle ranches, showed 

that NTM positive cultures from soils of livestock 

farming areas were significantly associated with lower 

pH value and calcium as well as higher Fe, Zn and Mn 

contents (18), and that runoff from contaminated 

pastures can be contaminated by NTM (20). 

Consequently, some rural and urban soils, which are 

favorable for NTM growth, might be washed off 

during storms and runoff might carry NTM straight to 

surface waters in watersheds, as it was observed 

concerning surface water running through peat lands 

(12). 

Although it is important to evaluate the relative 

impact of rain runoff from urban and rural areas in 

order to understand NTM behavior during storms, 
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NTM densities in urban surface water and NTM 

behavior during storms were rarely studied. The 

knowledge of NTM behavior in runoff from urban and 

rural areas has broad implication for water 

management, including the identification of areas the 

most susceptible to impact the quality of surface 

waters in the watershed, guidance in bioremediation 

efforts, and in surveys of environmental pathogen 

reservoirs. As a consequence, the aim of this study 

was to evaluate the impact of a storm on NTM 

densities in surface waters from rural, peri-urban and 

urban areas using a recently described real-time PCR 

method for mycobacteria enumeration (22). The 

Marne River and three of its tributaries were sampled 

before, during and after a rain event. NTM densities 

were also compared to physico-chemical parameters 

that are usually monitored in surface water in order to 

understand the factors that affect NTM temporal and 

spatial distribution. 

 

MATERIALS and METHODS  

 
Sampling of surface waters. We studied a section of the 

Marne River, located at the East of Paris in France (Fig. 1). The 

Marne River is a tributary of the Seine River, and is generally 

considered as a 6th order river according the Strahler classification 

(2). The Marne River and three of its major tributaries, namely the 

Beuvronne, Gondoire, and Morbras Rivers, were monitored. At 

each location, water was sampled in surface (first meter deep). For 

each sample, 1-liter of surface water was collected using clean 

bucket, transferred in glass bottle used for bacterial analyses (Schott 

Duran), transported to the laboratory within 6 h, and processed 

immediately after they arrived at the laboratory. The sampling 

campaigns were carried out the 18th September 2009 concerning dry 

weather, and during the storm of the 5th and 6th October 2009. This 

storm followed a long dry period; as a consequence soils have not 

been washed before the sampling campaigns. Moreover, in order to 

focus on the impact of rain runoff, we performed the sampling 

campaigns in sections of the Marne River and its tributaries which 

were as much as possible not impacted by potential NTM point 

sources such as water discharges from wastewater treatment plant 

(1, 30). In addition, we chose to study three different runoff areas, 

such as the densely populated urban area downstream from the 

Marne River, a rural area upstream from the Marne River and a 

central area considered as a lightly urbanized peri-urban area (Fig. 

1). These studied areas correspond to one of the largest urban 

agglomeration in the world: the Paris conurbation with about ten 

million inhabitants surrounded by an intensive agriculture area 

which is constituted by arable lands, grasslands and forests (2). The 

aim of this study was to evaluate the impact of rain runoff on NTM 

densities in the Marne River and its major tributaries. Consequently 

surface water was sampled before, during and after a rain event at 

eight different locations: the three major tributaries of each studied 

area as well as in Marne River upstream and downstream from the 

confluence with each tributary (Fig. 1) (n=48). Each point was 

sampled six times at approximately the same hour before, during 

and after the storm until flows of the tributaries return to their initial 

stat. It must be noticed that the sampling sites downstream from 

each confluences were far enough from each tributary plumes in 

order to study samples representing merged flows. 

Mycobacteria densities. Samples were concentrated and 

mycobacterial DNA was extracted using previously described 

procedures (28) and four successive purification steps were 

conducted (v:v) using phenol/chlorophorm/isoamyl alcohol 

(25/24/1). The aqueous phase was then recovered using Phase Lock 

GelsTM (5 Prime), whereas DNA was precipitated with isopropanol 

(v/v) and washed with cold ethanol at 70%. Dried DNA pellet was 

dissolved in TE buffer (10 mM Tris pH 7.6; 1 mM EDTA) and three 

10-fold dilutions were performed in TE buffer in order to avoid 

PCR inhibitions due to high DNA concentrations. Following the 

real-time quantitative PCR method that we previously published 

(22), mycobacterial genome copies were estimated using 

Mycobacterium chelonae ATCC 35752T strain DNA as standard (5-

fold dilutions), 110F forward primer (900 nM), I571R reverse 

primer (300 nM), H19R probe (50 nM) labelled with the fluorescent 

dyes 6-carboxyfluorescein on 5ôend and Black Hole Quencher on 

the 3ôend (Eurogentec), qPCR MasterMix plus low 6-carboxy-X-

rhodamine (Eurogentec), and ABI 7500 real-time PCR system with 

SDS software (Applied Biosystems). Correlation coefficient of the 

standard curve (22) was controlled and measured at 98.6 ± 0.2%. 

Physico-chemical parameters. Dissolved oxygen, pH and 

temperature were measured in situ using a dissolved oxygen probe 

CellOx 325 (WTW) as well as a pH combined electrode with 

integrated temperature probe SenTix 41 (WTW) both connected to a 

universal pocket sized meter MultiLine P4 (WTW). Water turbidity 

was measured in situ using portable turbidimeter 2100P (Hach). In 

order to estimate the storm intensity, conductivity, which is known 

to decrease during wet seasons (9), was measured in situ using 

standard conductivity cell TetraCon® 325 (WTW) connected to a 

universal pocket sized meter MultiLine P4 (WTW). Pluviometry 

was measured by Paris-Montsouris meteorological office (France) 

which is available at the óObservatoires, Pr®visions, Mod¯les En 

Temps R®elô website (http://www.meteociel.fr). 

Statistical analyses. Generalized linear model (GLM) analyses 

were carried out using the Statgraphics Plus 5.1 software 

(Manugistics). 

 
FIG. 1. Sampling of surface water in the Marne River (black 

circles), at Tribardou (site 1), Chalifert (site 3), Gournay (site 5), 

Champigny (site 6) and Charentonneau (site 8), and in the major 

tributaries (grey circles) namely Beuvronne (site 2), Gondoire (site 

4) and Morbras (site 7) Rivers. Sampling sites were located along 

the Marne River from upstream to downstream and are located in 

rural area (sites 1, 2 and 3), lightly populated peri-urban area (site 3, 

4 and 5) and populated urban area (site 6, 7 and 8) in the 

neighborhood of Paris (France). 

 
 

RESULTS 

 

Storm intensity. The sampling campaigns lasted 

21.2 h. During the storm, the rainfall intensity reached 

6.6 mm/h in about 5.5 h and stayed stable during 16 h. 

The intensity of this storm was considered as low 

because the conductivity (GLM, F = 1.68, df = 1, 

n = 48, p = 0.201) and dissolved oxygen (GLM, 

F = 0.79, df = 1, n = 28, p = 0.387) of the surface 

water measured before and during the event did not 

decreased significantly but stayed stable at about 

525 ± 167 µS/cm and 9.8 ± 5.8 mg/L, respectively. 

Factors explaining NTM density. All sampling 

sites taken into account, NTM density was estimated 

at 2.16×105±2.36×105 copies/L in 20.8% of the 

samples (n = 48). More precisely, NTM density was 

estimated at 3.78×105±3.21×105 copies/L in 50.0% of 

the samples (n = 8) before rain start and 

1.08×105±5.86×104 copies/L in 15.0% of the samples 

(n = 40). Concerning the rural area, high levels of 

NTM were found in the surface water of the Marne 

River upstream from the confluence with the 

Beuvronne River (site 2) before the rain start and  

http://www.meteociel.fr/
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TABLE 1. Mycobacterial densities in surface water of the Marne River at Tribardou (site 1), Chalifert (site 3), Gournay (site 5), Champigny (site 

6) and Charentonneau (site 8), and in its major tributaries: the Beuvronne (site 2), the Gondoire (site 4) 

and the Morbras (site 7) Rivers during a storm event 

  Mycobacteria densities in surface water a 

Sampled area Rain start Upstream Tributary Downstream 

Rural  Site 1 Site 2 Site 3 

(upstream from Marne River) Before 5.22 (1/1) ND (0/1) ND (0/1) 

 After 4.99 ± 0.36 (3/5) ND (0/5) ND (0/5) 

 Detection 4.2-11.8 N/A N/A 

Peri-urban  Site 3 Site 4 Site 5 

(central area of Marne River) Before ND (0/1) 5.20 (1/1) ND (0/1) 

 After ND (0/5) ND (0/5) 5.10 ± 0.08 (2/5) 

 Detection N/A N/A 7.0-11.2 

Urban  Site 6 Site 7 Site 8 

(downstream from Marne River) Before ND (0/1) 5.54 (1/1) 5.92 (1/1) 

 After ND (0/5) ND (0/5) 4.58 (1/5) 

 Detection N/A N/A 13.3 
a mycobacteria density is expressed in log10 copy/L ± SD, No. of positive samples over No. of tested samples is in brackets, and instant of 

detection is expressed in decimal hour. The quantification limit of mycobacteria was estimated at about 3 log10 copies/L. 

 

between 4 h and 12 h after the rain start but were 

neither detected in the Beuvronne River nor in the 

Marne River downstream from the confluence (Table 

1). 

In the densely and moderately populated urban 

and peri-urban areas, no NTM were detected in the 

Marne River upstream from the confluences with the 

Gondoire (site 4) and the Morbras (site 7) tributaries, 

whereas high NTM densities were measured in the 

Gondoire and the Morbras Rivers during the dry 

weather, as well as 7.0 h and 13.3 h after the rain start 

(Table 1). All sampling sites taken into account, 

cumulated pluviometry (p = 0.002) and time after 

rain start (p = 0.011) were significantly associated 

with NTM density measured in surface waters. 

Surface water conductivity (525 ±167 µS/cm), 

dissolved oxygen (9.8 ±5.8 mg/L), turbidity 

(25.0 ± 23.2 NTU), pH (7.4 ± 0.5) as well as 

sampling sites (site 1, 2 , 3,4 , 5, 6, 7 and 8), river 

type (Marne or tributary), runoff area (urban area, 

peri-urban or urban areas) and surface water 

temperature did not significantly explained NTM 

densities during the storm. Indeed, all sites 

confounded, NTM densities reached a density 

estimated at 5.22 ± 0.34 log10 copy/L in 50.0% of the 

samples (n = 8) before the rain start, and 

5.47 ± 0.30 log10 copy/L in 25.0% of the samples 

(n = 24) during the first 13.3 h of the storm (Table 1), 

but NTM were never detected thereafter (n = 16), i.e. 

between the 16th and 21th hour after rain start (Fig. 2). 

 

DISCUSSION 

 

Although pluviometry may play a major role 

concerning NTM ecology (12), the spatial and 

temporal distribution of NTM in rivers during storms 

has hardly been studied. To our knowledge, our paper 

is the first to report NTM densities that are estimated 

in river surface waters from rural, peri-urban and 

urban areas at the scale of a storm. Interestingly, our 

results focusing before, during and after a storm 

event are in accordance with the results of Iivanainen 

et al. (1993), who estimated that more than 23% of 

the surface water samples were constituted of more 

than 1.00×103 NTM/L whatever the weather 

conditions (12). Indeed, in our study the levels of 

NTM reached up to 2.16×105±2.36×105 copies/L in  

FIG. 2. Variation of mycobacterial densities in surface water 

of the Marne River and its tributaries (full line) according to 

cumulated pluviometry during a storm event (dotted line). The 

quantification limit of mycobacteria was estimated at about 3 log10 

copies/L. 

 
 

20.8% of the samples (n = 48) before, during and 

after a rain event. However after the storm event (i.e. 

between the 16th and 21th hour after rain start), no 

NTM could be detected from the surface waters of 

the studied rivers. 

Impact of sampling area on NTM density. Our 

results showed that in rural area NTM density can be 

high in surface water (Table 1). These results are in 

accordance with previous studies (3, 18, 20), which 

showed that surface water of rural areas can be 

contaminated with NTM during dry and wet weather. 

Whereas previous studies focused on acidic soils and 

surface waters (12, 18), or alkaline surface waters in 

the Rio Grande River (3), our results showed that 

high NTM densities could also be found in neutral 

surface water (pH 7.4 ± 0.5). These results imply that 

NTM multiply in a wide range of pH, or that these 

high NTM densities in neutral rural rivers result from 

leaching from acidic environments (soils or marshes). 

However in our study, high NTM densities were 

estimated from the Marne River and from several of 

its tributaries before the rain event, after a long period 

of dry weather. As a consequence the measured NTM 

densities should not be resulting from rain runoffs 

from acidic environments but from other sources. 

Moreover, our study is the first one to show that 

NTM densities in urban area are as high as NTM 
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densities in rural area (Table 1). NTM nonpoint 

sources are present in urban area, as for example 

PAH contaminated surfaces whose bioavailability 

allows the growth of NTM (14, 25-27). This PAH 

bioavailability should be taken into account in the 

future studies of NTM ecology. Point sources such as 

non-treated waste-water discharges may also 

contribute to NTM densities in urbanized areas. 

Impact of the tributaries on NTM density. A 

previous study showed that cumulated precipitations 

at three weeks and chemical oxygen demand, which 

refers to organic matter amount, explained NTM 

density in surface water (12). Our study confirms the 

relationship between NTM densities and precipitation 

data. The NTM densities in the Marne River and its 

tributaries were correlated with the cumulated 

pluviometry and the time after rain start. In contrast, 

our results do not confirm the relationship with 

organic matter amount, since we did not found any 

correlation between NTM density and turbidity 

(25.0 ± 23.2 NTU) during storm, although it is known 

that hydrophobicity cell wall of NTM explains their 

affinity with organic matter in environment (23). The 

difference with the results of Iivanainen et al. (12) 

could be explained by the low intensity of the event 

we sampled (6.6 mm/h of cumulated rain during 

5.5 h) which was not sufficient to increase 

significantly the organic matter amount in the Marne 

River surface water, while in the paper of Iivanainen 

et al. (12) strong storms were sampled. In our case, 

organic matter was certainly brought by rain runoff 

from the soils to the surface water but also highly 

diluted into this one. 

Our results showed that, in the rural area, the 

Marne River upstream from the Beuvronne 

confluence (site 1) was contaminated by NTM before 

the rain, but not downstream, neither inside the 

tributary itself. Consequently, during dry weather the 

Beuvronne flow seems to dilute the NTM densities in 

the surface water of the Marne River. NTM remained 

undetected during the whole storm event inside the 

tributary and downstream from the confluence with 

the Marne River (Table 1). As a consequence, the 

rain runoff did not seem to increase significantly the 

NTM densities. In addition, NTM was detected 

between 4.2 h and 11.8 h in the Marne River 

upstream from the Beuvronne confluence, but at the 

end of the rain fall (i.e. after 11.8 h) NTM were not 

anymore detected (Table 1).Thus rain runoffs 

upstream from the confluence seemed to dilute the 

NTM densities. 

In contrast in the urban and peri-urban areas, both 

the Gondoire (site 4) and the Morbras Rivers (site 7) 

were contaminated by NTM during dry weather, 

while no NTM were detected in the Marne River 

upstream from the confluences with these two 

tributaries. However, the impact of the two tributaries 

on the Marne River downstream from the confluence 

differed. It seemed that the Gondoire River did not 

impact the Marne River NTM levels, as no NTM 

were detected downstream from the confluence. In 

contrast, the Morbras River seemed to impact the 

Marne River microbial quality, since the NTM 

densities in the Marne River increased after the 

confluence with the Morbras River. 

During the storm event, the level of NTM in the 

urban and peri-urban tributaries (the Gondoire and 

Morbras Rivers) quickly (4.2 h) dropped under the 

detection limit (Table 1). It seems that the rain runoff 

diluted the NTM densities inside the two tributaries. 

However, the high levels of NTM in the Marne River 

downstream from both confluences remained high 

until 11.2 h (Gondoire River: site 5) and 13.3 h 

(Morbras River: site 7) after the rain start, and 

dropped later under the detection limit (Table 1). 

These results could suggest that the higher flows in 

the Marne, Gondoire and Morbras Rivers did not 

immediately dilute the downstream NTM densities, 

due to the time response delay of the watershed. It 

seemed that this time delay was shorter inside the 

tributaries (< 4 h) and longer inside the Marne River 

(> 11 h) (flow data not shown). It could also mean 

that the high NTM densities downstream from the 

Gondoire confluence and maybe also downstream 

from the Morbras confluence were also due to other 

NTM nonpoint or point sources between the 

upstream and downstream sampling sites, which were 

not considered in our sampling strategy (Fig. 1). 

However, these potential unidentified sources were 

also diluted after 11.2-13.3 h. 

In conclusion, this study showed that rivers in 

urban, peri-urban and rural areas carried high levels 

of NTM in their surface waters during dry weather 

and that the peri-urban tributaries may impact the 

main rivers. During storm events, in spite of the 

NTM input from point and nonpoint sources from 

rural, peri-urban and urban areas, a dilution 

phenomenon lowered the NTM densities in the 

tributaries and the main river under the detection 

limit with a shorter time response for the tributaries 

(Fig. 2). This dilution effect remained several hours 

after the end of the rain fall (at least 16 to 21 hours 

after the rain start). These results emphasized the 

importance of the hydrology in order to understand 

NTM ecology, and especially to study their nonpoint 

sources during dry and wet weather. 
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III / Conclusion 

Lô®tude de la WWTP de Seine-Centre en temps sec a permis de confirmer que lôeau 

usée est bien une source ponctuelle de NTM et que la station étudiée semblait ne pas rejeter 

de NTM d®tectables dans lôeau de surface (chapitre III ÄII.1 / article m). En effet, les NTM 

ont atteint 5,52×10
5
±3,97×10

5
 copies/L dans lôeau en entr®e de WWTP (84 % dô®chantillons 

positifs) et nôont pas ®t® d®tect®es dans lôeau en sortie de WWTP après décantation physico-

chimique et biofiltration. Par ailleurs, cette ®tude a permis dôestimer la densité de NTM à 

1,04×10
6
 ±1,75×10

6
 copies/g dans les boues de cette WWTP (50 % dô®chantillons positifs). 

Ces boues sont en lôoccurrence incin®r®es par cette WWTP et ne semblent donc pas présenter 

de risques infectieux. Néanmoins, ce résultat souligne que lô®tude des NTM dans les fili¯res 

de traitement des boues de WWTP est n®cessaire pour assurer lô®limination de ces 

microorganismes potentiellement pathogènes avant épandage des boues traitées sur les sols 

ruraux. De plus, le comportement des NTM sôest av®r® hydrophobique a contrario des 

indicateurs fécaux E. coli et entérocoques intestinaux dont les comportements étaient 

respectivement hydrophile et intermédiaire. Effectivement, la plupart des NTM (98±2 %, 

correspondant à 2,45±0,78 log10) ont été éliminées par décantation physico-chimique et les 

NTM restantes (0,74×10
4
 ±1,40×10

4
 copies/L) ont été éliminées par biofiltration (53 % 

dô®chantillons positifs). Même si les densités de NTM mesurées furent significativement 

inférieures aux densités de ces indicateurs fécaux, ces derniers ne semblent donc pas 

permettre de prédire le comportement des NTM en WWTP. Par ailleurs, il est probable que 

des NTM soient rejetées dans les eaux de surface lorsque les WWTP ne peuvent pas traiter 

complètement les eaux usées en raison de débits trop forts comme aux cours dô®v¯nements 

pluvieux intenses. 

Concernant les ®tudes indirectes de lôimpact du ruissellement, la nature du sol (chapitre 

III §II.2 / article n) ainsi que lôeffet de dilution des NTM dans les eaux de surface provoqu® 

par les événements pluvieux (chapitre III §II.3 / article o) semblent affecter les densités de 

NTM dans les eaux de surface. Ainsi, les densités de NTM les plus importantes ont été 

mesurées dans des sols de forêts tourbeuses (9,27×10
4
±5,00×10

4
 copies/g sec) et dans des sols 

faiblement urbanisés proches de marécages côtiers (1,71×10
6
±2,85×10

6
 copies/g sec), alors 

quôaucune NTM nôa ®t® d®tect®e dans les autres types de sols testés (chapitre III §II.2 / article 

n). Les NTM détectées dans les sols péri-urbains pourraient soit être présentes et se 

développer dans ce type de sol, soit provenir des marais côtiers via le ruissellement et 

contaminer sporadiquement ces sols péri-urbains. Les sols forestiers et marécageux 

sembleraient donc °tre propices au d®veloppement des NTM et côest en ce sens quôils 

pourraient être considérés comme des habitats naturels de NTM présentant des valeurs faibles 

de pH et des teneurs fortes en humidit®, mati¯re organique et fer. Lors dô®v¯nements 

pluvieux, les sols ruraux avec de lô®levage, ou bien des sols forestiers et mar®cageux peuvent 

impacter les eaux de surface via le ruissellement. Toutefois, lô®tude qui a estim® la densité de 

NTM à 2,16×10
5
±2,36×10

5
 copies/L dans environ 20 % des ®chantillons dôeau de surface de 

la Marne et de ces affluents majeurs en temps sec et pendant un événement pluvieux, a 

démontré des apports à la fois de zones rurales et foresti¯res et des apports dôun affluent (le 

Morbras) qui présente dans sa partie aval des zones péri-urbaines fortement urbanisées et des 

zones dôagriculture dans sa partie amont (chapitre III §II.3 / article o). Le Morbras est 

globalement de mauvaise qualité écologique et microbiologique, essentiellement impacté par 

des rejets urbains de temps de pluie, le réseau étant unitaire à 20 %. Toutefois il existe de 

nombreux mauvais raccordements entre le réseau pluvial et le r®seau dôeaux usées, ces eaux 

usées non traitées pouvant constituer une source comme nous lôavons vu avec les eaux en 

entrée de la WWTP Seine-Centre. 

Contrairement ¨ lôestimation de la densit® de NTM dans lôeau us®e (chapitre III ÄII.1 / 

article m), lô®valuation de cette densit® dans lôeau de ruissellement ne peut pas se faire 

directement sur les pr®l¯vements en raison de la difficult® dô®chantillonnage. Aussi nous 
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avons opt® pour une estimation de lôimpact des ruissellements en passant par lôestimation de 

la densit® des NTM dans lôeau de surface par temps de pluie. Concernant les NTM, il est 

apparu que la pluviom®trie et la dur®e de lô®v®nement expliquaient la diminution du nombre 

de NTM détectées dans lôeau de surface au cours dôévénements pluvieux (chapitre III §II.3 / 

article o). Ainsi, les ruissellements des zones péri-urbaines et rurales ne semblent pas 

augmenter la densit® de NTM dans lôeau de surface en raison dôun ph®nom¯ne de dilution 

(chapitre III §II.3 / article o). Ces études constituent une première approche, qui demanderait 

à être confirmée par des échantillonnages supplémentaires lors de plusieurs évènements 

pluvieux, et dô®chantillonner des eaux de ruissellement provenant de sols naturellement riches 

en mycobacteries afin de valider ces hypothèses. 

De façon générale, les incertitudes de mesures présentées précédemment et estimées à 

environ 1 log sont en accord avec lôestimation du rendement dôextraction dôADN variant de 

1 % à 33 %. Cette estimation du rendement dôextraction dôADN est en accord avec la 

littérature (Frostegård et al. 1999). Toujours en accord avec la littérature (chapitre I§I.3.a / et 

I.3.b / ), la distribution des NTM dans lôenvironnement est apparue quantitativement faible 

avec environ 19 % des prélèvements positifs au total (n=238), mais qualitativement très 

diversifiée de par la nature variable des échantillons positifs. Cette diversité des sources 

probables des NTM pourrait signifier que certaines dôentre elles sont sp®cifiques de certaines 

esp¯ces. De plus, lôexistence dôespèces saprophytes et dôesp¯ces pathog¯nes, souligne que le 

développement de méthodes distinguant les espèces de NTM permettrait de déterminer si les 

sources des NTM sont caractéristiques de certaines espèces. Néanmoins, la diminution de la 

limite de quantification de la méthode employée semble être la priorité. Effectivement, en 

accord avec lôestimation de la limite de quantification de la méthode de PCR en temps réel 

développée (chapitre II §II.2 / article k) et du rendement dôextraction dôADN mycobact®rien 

de la procédure sélectionnée (chapitre II §II.3 / article l), la distribution gaussienne de la 

proportion dô®chantillons positifs en fonction de la concentration en NTM mesur®e, souligne 

une limite de quantification dôenviron 3 log avec, en de rares occasions, des estimations à 

environ 2 log (Figure 15). Ainsi, après diminution de la limite de quantification il serait 

possible dô®tudier plus sp®cifiquement la capacité de multiplication des NTM dans lôeau et le 

sol. Ceci pourrait être effectué en quantifiant lô®volution dôun plasmide instable ¨ chaque 

multiplication comme cela a été récemment proposé pour étudier la réplication de 

M. tuberculosis (Gill  et al. 2009). 

 

Figure 15 : Distribution des échantillons quantifiables (19 %) en fonction de leurs concentrations en 

mycobactéries, estimées par PCR en temps réel dans lôensemble des pr®l¯vements (47 positifs sur 238) 



 

 

« Un expert est une personne qui a fait toutes les erreurs qui peuvent 

être faites dans un domaine très étroit » 

Niels Bohr 
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I / Introduction  

Lô®tat de lôart sur les mycobact®ries dans les bassins versants, nous indique quôune 

multitude dôoutils analytiques est ¨ notre disposition pour ®tudier les NTM dans 

lôenvironnement par bact®riologie, biochimie, biologie moléculaire et physico-chimie 

(chapitre I §II / ). Néanmoins, ces outils analytiques de détection, de quantification (chapitre I 

§II.1 / ), dôidentification (chapitre I §II.2 / ) et de caractérisation (chapitre I §II.3 / ) ne 

permettent pas de répondre aux mêmes objectifs (chapitre I §II / ) et ne sont pas tous 

applicables en lô®tat ¨ des ®chantillons de lôenvironnement en raison de leurs degr®s de 

sp®cificit®, de sensibilit®, dôefficacité et de reproductibilité (chapitre II §II.1 / , §II.2 / et §II.3 / 

). Il a donc ®t® entrepris dôexplorer de nouvelles voies dôam®lioration des strat®gies et outils 

dô®tude des NTM dans lôenvironnement. Le pr®sent chapitre est organis® en deux parties 

pr®sent®es sous formes dôarticles. Le premier de ces articles est un chapitre de livre publi® 

dans Current Research, Technology and Education Topics in Applied Microbiology and 

Microbial Biotechnology, et le second nôa pas encore ®t® soumis ¨ publication. 

 

Article p Radomski N., R. Moilleron, F.S. Lucas et J.O. Falkinham III (2011). Challenges in 

environmental monitoring of pathogens: Case study in Mycobacterium avium. A. Méndez-

Vilas Eds. Badajoz, Current Research, Technology and Education Topics in Applied 

Microbiology and Microbial Biotechnology. 2(2): 1551-1561 (ISBN 13: 978-84-614-6195-0). 

 

Dans ce chapitre de livre, lôapplicabilit® et lôint®r°t des m®thodes analytiques de suivi 

dans lôenvironnement des NTM (chapitre I §II / ), en particulier la plus responsable de 

pathologies chez lôhomme : M. avium (chapitre I §I.2.c / ), sont compar®es dans lôobjectif de 

proposer un sch®ma dichotomique de d®cision des outils ¨ mettre en îuvre en vue de 

surveiller ce microorganisme pathogène dans lôenvironnement en fonction du panel de 

méthodes analytiques proposé dans la littérature (chapitre IV §II.1 / article p). 

 

Article q Radomski N., F. Veyrier, E. Cambau, R. Moilleron, L. Moulin, M.A. Behr, 

F.S. Lucas (2010). New strategy for in silico identification of exclusively conserved 

sequences in Mycobacterium spp. genomes. 

 

Les cibles moléculaires de détection des mycobactéries avaient été proposées sur la base 

des connaissances des gènes rrs, gyrA, gyrB, hsp65, recA, rpoB, sodA et de lôITS 16S-23S, 

qui ®taient et sont encore utilis®s dans des objectifs dôidentification. Cependant, ces cibles 

moléculaires sont soit très sensibles mais peu spécifiques, soit très spécifiques mais peu 

sensibles (chapitre II §II.2 / ). En conséquence, nous proposons dans cet article une nouvelle 

stratégie in silico dôidentification de prot®ines conservées exclusivement au sein des génomes 

mycobact®riens dans un objectif de d®veloppement dôoutils mol®culaires totalement sensibles 

et spécifiques (chapitre IV §II.2 / article q). 
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Monitoring pathogens whose natural habitat is the environment, requires careful consideration of a 

variety of questions regarding the target organisms (species, sub-species or ecotypes), the detection level 

required and the methods to be employed (culture vs. molecular techniques).  These questions, and others, 

are particularly crucial for monitoring Mycobacterium avium, an environmental opportunistic pathogen of 

humans, animals, and poultry.  Herein is a discussion of challenges for M. avium detection and 

enumeration and guidance for the adaptation of clinical methods to environmental samples. 

Key words: Mycobacterium avium; detection; enumeration; culture; PCR; environment; water; soil 

If the environment is a proven source for an 

infectious disease, it is necessary to develop 

monitoring protocols for these pathogens to perform 

risk analysis and estimate the impact of the 

environmental pathogens on humans and other 

susceptible hosts.  For instance Mycobacterium avium 

is a species belonging to the nontuberculous 

mycobacteria (NTM), and an environmental 

opportunistic pathogen that can be found in various 

terrestrial and aquatic habitats (46), including drinking 

water distribution systems and household plumbing 

(26).  M. avium detection techniques were mostly 

developed for clinical samples and often did not 

require abundance measurements (7, 8, 31, 53, 75, 

103).  Development of techniques for M. avium 

monitoring has required substantial modification of 

existing clinical microbiological techniques, because 

the patient microbial flora represents a reduced and 

selected population pool compared to natural and 

human-engineered environments (5).  Natural habitats 

for M. avium are highly heterogeneous and carry a 

high diversity of microbial species (47, 123) which 

may interfere with the detection of NTM.  As a 

consequence, detecting and measuring M. avium in 

environmental samples requires modification of 

classical clinical laboratory protocols in order to study 

its distribution and ecology and to carry out risk 

analysis (81).  Such studies require quantitative results 

of temporal and spatial distribution in the different 

compartments of ecosystems (30).  For instance, the 

extremely high surface hydrophobicity of M. avium 

leads to its preferential attachment to surfaces.  As a 

consequence, M. avium in drinking water distribution 

systems and households is growing on pipe surfaces 

and only present in low numbers in the bulk water 

(27).  Moreover, environmental populations of 

M. avium are highly diverse and may constitute 

genetic reservoirs for virulent genotypes which have 

been yet identified (65, 83, 106).  As a result, targeting 

only the population density (e.g. M. avium density) 

may not be a sufficient indicator for risk analysis. 

1. Objectives 

The monitoring of environmental pathogens 

requires three invariable elements: (1) a specific and 

sensitive detection tool in order to avoid false-positive 

and false-negative results, (2) a quantitative tool in 

order to determine the main natural sources, and (3) a 

typing tool in order to track them from environment to 

susceptible hosts.  Traditionally M. avium has been 

detected in clinical and environmental samples using 

culture-based techniques; however these techniques 

may not be well suited for environmental samples.  As 

M. avium is relatively slow growing compared to other 

microorganisms, decontamination of samples from 

patient or environmental samples have been 

successfully developed for M. avium cultivation and 

enumeration (52, 75, 97, 103).  However, some of 

these decontamination procedures are insufficient for 

environmental samples as non-target species may be 

resistant to decontamination and outcompete M. avium 

on non selective media (81).  Also, decontamination 

results in loss of mycobacteria (53, 75, 103). Methods 

based on the polymerase chain reaction (PCR) were 

also developed for clinical samples.  Although these 

molecular techniques provide rapid results and permit 

mailto:nicolas.radomski@leesu.enpc.fr
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detection of unculturable cells (32), they are currently 

limited in that epidemiological tracing cannot be 

performed. Molecular techniques (e.g., PCR) that 

were developed for clinical samples may also not be 

adapted to environmental samples. Several biases may 

arise from the presence of interfering agents such as 

organic matter and microorganisms leading to false-

negative or -positive results.  For example, 

polysaccharides and humic and fulvic acids interfere 

with PCR, thus requiring their removal from samples 

before DNA amplification (59, 88, 91).  As the 

spectrum of microorganisms may be wider and more 

diverse in environmental than in patient samples, PCR 

primers for species-, subspecies-, or type-specific 

amplification reactions should be highly specific.  Our 

goal is to propose a guideline (in the form of a 

decision tree) to help selecting and developing 

 appropriate tools (culture and non-culture methods) 

for M. avium monitoring in surface water, treatment 

plant, water distribution system, and in the household. 

2. General considerations 

Depending on the physiological, epidemiological 

and ecological characteristics of the waterborne 

microorganisms for which environmental monitoring 

studies must be conducted, several analytical points 

must be taken into account before development of new 

analytical methods or before application of previously 

described methods.  Table 1 lists these considerations, 

which may be unique to the studied waterborne 

microorganism, and which integrate analytical points 

related to the study as the expected outcome, the 

favored method, the identification level or the 

investment and analytical points related to the nature 

of the studied matrix, the presence of potential 

inhibitors or the size of the samples. 
TABLE 1. List of general considerations for environmental waterborne microorganism monitoring 

Analytical points Questions Answers 

Relative to the study Outcome Detection or enumeration 

 Method Cultivation or non-cultivation 

 Identification level Genus, species, subspecies or type 

 Investment Time, cost 

Relative to the sample Studied matrix Suspension, biofilm, soil 

 Sample size Volume, concentration 

 Interference Competitors, inhibitors, pH, salinity 

 

2.1 Analytical points related to the study 

Concerning M. avium monitoring, studies have 

demonstrated that it is present in a variety of aquatic 

environments such as surface water (5, 76, 77, 121), 

water distribution systems (114), hospital plumbing 

(78), spas and hot tubs (60), nail salons (118), and 

household plumbing (61).  Consequently, 

measurement of M. avium densities is necessary to 

rank these potential sources on the basis of risk.  

Specifically for M. avium and other slowly growing 

pathogenic mycobacteria, non-cultural methods 

represent an alternative to avoid long cultivation 

times, especially molecular methods which could type 

at the subspecies level members of M. avium in 

complex matrix. As the M. avium complex consists of 

four subspecies, avium, hominissuis, silvaticum, and 

paratuberculosis, each with a unique ecology and 

epidemiology, and genetic variability (65, 83, 106), 

identification of major sources of each requires a 

quantitative tool which could be able to distinguish 

subspecies and type each isolate.  Knowledge of the 

ecological niche of M. avium and its subspecies may 

be useful to determine optimal growth conditions and 

thus improve culture methods.  The presence of 

M. avium in surface water is correlated with low pH 

level, presence of humic and fulvic acids, 

microaerobic conditions (40). For example, coastal 

southeastern United States swamps and peatlands and 

boreal forest soils of northern Europe and North 

America yield high numbers of M. avium (26, 71).  

Quite possibly, inclusion of humic and fulvic acids 

addition to culture media could stimulate and increase 

M. avium growth (50) and shorten the time of 

detection by culture methods.  Knowledge of 

M. avium ecology could also assist in direction of the 

sampling strategy.  For instance monitoring M. avium 

in watersheds should give priority to waters and soils 

of low pH and high humic and fulvic acid content.  

Moreover, the hydrophobicity NTM cell wall, favor 

their attachment to interfaces (water/solid surface or 

water/air) and hydrophobic compounds uptake (such 

as oil, polycyclic aromatic hydrocarbons).  As a 

consequence it seems preferable to track M. avium in 

biofilms of water distribution systems and neuston of 

surface water, than in bulk water.  Indeed, M. avium is 

able to form biofilms in water distribution system, 

particularly M. avium subsp. hominissuis (43) in the 

presence of Ca2+, Mg2+ or Zn2+ ions and glucose or 

peptone as a carbon source (15).  M. avium biofilms in 

drinking water distribution systems also protect cells 

from chlorine exposure (55, 100). 

2.2 Analytical points related to the sample 

Primary consideration must be placed on estimates 

of required water sample volumes and whether a 

concentration step is required for detection and 

enumeration.  For M. avium monitoring by either 

culture or molecular techniques, water sample 

volumes can range between 50 ml and 1000 ml, and 

water can be concentrated by centrifugation or 

filtration (14, 36, 40, 44, 54, 60, 68, 74, 109, 110).  

The method and sampling volume will differ 

according to the anticipated number of M. avium cells, 

to the turbidity of the sample that may limit the 

filtration step, and also to the quantity of non-targeted 

microorganisms or PCR inhibitors which may 

interfere with NTM detection using cultural methods 

or non-cultural methods, respectively.  For example, 

M. avium cultivation from spas (hot tubs) (60) or 

footbaths (118) involved collection using swab 

samples in biofilms (118) or centrifugation of high 

water volumes (400 ml) (60).  PCR-based detection of 

M. avium subspecies paratuberculosis (MAP) was 

conducted using centrifugation or tangential-flow-

filtration of high sample volume from untreated water 
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(1 liter) and from sewage treatment effluent (10 liter), 

or very high volume (100 liter) from surface water 

(76, 77, 121), because of the variability of numbers of 

MAP in each type of sample.  As emphasized above, 

the sampling volume of molecular methods is also 

conditioned by the DNA extraction method to remove 

PCR inhibitors (45, 80).  The presence of suspended 

matter may also determine the choice of the 

concentration method, as a filter may rapidly be 

obstructed by particles (81).  In addition, it is known 

that Mycobacterium species are present outside but 

also inside the soil aggregates (62).  Consequently, 

isolation of mycobacteria from soil requires the use of 

pre-treatment of the sample, which could be 

homogenized using for example a blender or sonicator 

(62) before DNA extraction or decontamination 

procedures.  Most of the time, as M. avium isolation, 

NTM isolation from water is performed using 

concentration procedure prior the decontamination 

procedure (40, 54, 60, 81, 109, 110), and seldom 

posterior (36).  Consequently, a future harmonization 

of sampling volume and concentration method is 

necessary in order to be able to compare results of 

different studies.  The choice and improvement of 

detection methods should also take in consideration 

the presence of potential competitors and inhibitors in 

the sample. 

3. Testing methods 

3.1 Recovery rate of the targeted microorganism 

or its DNA 

Both culture and molecular methods are dependent 

upon high percent recovery of the target.  In fact, 

sampling volume is conditioned by the recovery rate 

of the targeted organisms, which is closely related to 

efficiency of the applied method.  Because it is not yet 

possible to know with certainty the number of any 

pathogen in an environmental samples (81), recovery 

rate of both culture and molecular methods cannot be 

evaluated directly.  However, parallel studies of 

M. avium isolation methods using different methods 

does allow identification of superior methods based on 

either number of M. avium or spectrum of types.  

Further, isolation methods from water or soil samples 

can be compared by measurement of the number of 

non-target contaminants (44, 68).  For M. avium and 

other mycobacteria, reducing the number of 

competitors, able to outgrow and cover mycobacterial 

colonies, is important.  One way around this dilemma 

is to inoculate environmental samples in order to 

compare the efficiencies of isolation methods.  One 

can measure the survival frequency of target and 

contaminant cells exposed to chemical disinfectants 

(14), measure the isolation frequency of target and 

non-target microorganisms (105), or independently 

measure recovery of target and interfering 

microorganisms (81) after artificial inoculation of the 

sample. 

3.2 Models based on spiking and growing 

When assessing the recovery of a particular 

pathogen using either a culture- or molecular-based 

methods for detection, isolation or enumeration by 

spiking a sample, an important consideration is the 

physiological state of the added microbial cells.  

Concerning M. avium detection, isolation, or 

enumeration, the spiking procedure is usually 

performed with a reference strain which is cultivated 

in nutrient-rich laboratory medium before being added 

into the sample (14, 81, 105).  Firstly, even if several 

reference strains are used, it can never be 

representative of all M. avium subspecies or types or 

mycobacteria (46).  Secondly, the physiologic state of 

target or non-target microorganisms from nutrient-rich 

laboratory-media into environmental samples is 

considerably different from the state of those targets in 

environment.  The targeted NTM from environment 

are likely more resistant toward isolation procedures 

(that include disinfectants or antibiotics), than the 

spiked reference strain cells, and only a substantial 

part of the microbial community of environment is 

constituted of viable but nonculturable (VBNC) 

microorganism (58).  Thirdly, without knowing the 

recovery rate of the isolation methods, targeted 

microorganisms are often spiked into the sample using 

high level of cells in order to be able to compare 

methods to each other, which does not reflect the low 

numbers of environmental harmful microorganisms. 

4. Adaptation of clinical laboratory techniques 

to environmental monitoring 

The different problems which must be resolved in 

order to adapt cultural or molecular clinical laboratory 

techniques, to environmental monitoring of 

pathogenic microorganisms are listed in Table 2. 

4.1 Case Study: Adaptation of cultural 

techniques for M. avium 

The mycobacterial growth media (14, 44, 68), as 

Löwenstein-Jensen (LJ), Ogawa egg yolk medium 

(OEY), Ogawa medium ofloxacin ethambutol (OEOE) 

and Middlebrook medium (7H10 or 7H11), were 

developed for the cultivation of Mycobacterium 

tuberculosis from clinical samples.  The media 

composition is directed by the nutritional requirements 

of M. tuberculosis, not other mycobacteria.  As a 

consequence, those standard mycobacterial media do 

not provide optimal growth of mycobacteria that are 

not members of the M. tuberculosis group.  Further, 

some of the constituents are there to neutralize the 

decontaminants used to process sputum; for example 

oxalic acid and cetylpyridinium chloride to kill other 

bacteria and mucolytic agents to break up sputum.  

However the decontaminating agents used to process 

sputum are inadequate for decontamination of 

environmental samples due, in part, to the great 

diversity of microorganisms in environmental samples 

(47, 123).  Removal of interfering microorganisms is a 

critical point of M. avium isolation from 

environmental samples because the target 

concentration level is very low.  Consequently, 

selective M. avium isolation methods (i.e. ability to 

isolate the targeted microorganism avoiding 

interfering microorganism growth) must be improved, 

for example by antibiotics supplementation in the 

media (20, 81, 101).  But it is important to be careful 

with the choice of antibiotics, because certain can be 

harmful for the target (81).    Moreover, selectivity of 

the media could be improved optimizing pH, nutrient 

concentration, CO2 and oxygen level that will be more  
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TABLE 2. List of the problems for adapting clinical laboratory techniques according to the method type 

Method Adaptation problems 

Cultivation 
- Selectivity of the media used to isolated microorganisms from clinical samples is not adapted to the environmental 

samples, which contain a wider diversity of microorganisms. 

 

- Efficiencies of decontamination procedures used to isolate microorganisms in clinical samples are low for the 

treatment of environmental samples, which contain higher densities and diversity of resistant non-target 

microorganisms. 

Non-cultivation 
- Specificity and sensitivity towards targets of clinical methods are not adapted to the environmental samples, 

because they are checked, most of the time, using microorganisms only isolated from human cases. 

 
- DNA extraction protocols, which were developed to treat medical samples, do not take into account of the 

environmental PCR inhibitors. 

 

adapted to M. avium growth.  Using media which 

contain low concentrations of nutrients (including the 

carbon source) and using extracellular factors such as 

resuscitation promoting factor (Rpf), may be a good 

strategy for resuscitation of nonculturable dormant 

cells and thus improve the cultivation of mycobacteria 

from environmental samples (95). 

4.2 Case Study: Adaptation of non-cultural 

techniques for M. avium 

The specificity (i.e. the proportion of true 

negatives that are correctly identified by the test) is 

measured using strain collections of non-target 

microorganisms (negative control) (6, 49, 108, 125).  

The sensitivity (i.e. the proportion of true positives 

that are correctly identified by the test) of molecular 

methods is tested using populations of target 

microorganisms (positive control) (6, 49, 108, 125).  

Consequently, specificity and sensitivity (as defined 

above) of a molecular method originally developed for 

clinical samples must be checked before application to 

environmental samples.  More precisely, as the 

spectrum of environmental microorganisms may be 

different than that found in clinical samples, 

measurements of specificity and sensitivity should 

include environmental strains and not only clinical 

strains.  Moreover, the specificity and sensitivity of 

molecular methods should not be evaluated only using 

in silico analysis, but should always be confirmed in 

vitro using target and non-target strains (24, 31, 63, 

69, 71). 

Sensitivity, as defined above for diagnostic tests, 

should not be confused with the limit of detection 

(LOD) of a particular molecular method.  Contrary to 

environmental samples whose volume can be 

modulated, the LOD of non-cultural methods applied 

to clinical samples must be taken into account.  But, as 

clinical samples, the yield of DNA extraction from 

environmental samples must be high enough in order 

to avoid false-negative results.  Moreover, as 

emphasized previously, DNA extraction method must 

be able to remove PCR inhibitors from environmental 

samples.  Although different DNA extraction 

procedures have been developed for detection or 

enumeration of M. avium (17, 45) or other 

microorganisms from environmental samples (42, 66), 

their effectiveness in removal of PCR inhibitors have 

not been assessed against a wide variety of sample 

types (17, 42, 45, 66).  Concerning the LOD, colony 

counts are used as the reference or ñgold standardò for 

determining the limit of detection of non-cultural 

methods for detection or enumeration.  That reference 

is based on the assumption that every viable cell in a 

population can form a colony.  However, that is not 

necessarily the case; witness the number of reports of 

VBNC microorganisms (32, 58, 93).  Further, as 

culture conditions for a substantial proportion of 

microorganisms in a population have not been 

identified, it would follow that molecular methods 

would be superior as potentially all microorganisms 

could be detected, identified, and enumerated. 

5. Culture or non-culture methods? 

Tables 3 and 4 sum the advantages and 

disadvantages of cultural and non-cultural methods.  

These tables could serve as a guide for selecting a 

method for monitoring an environmental pathogen. 

5.1 Culture methods 

As shows in Table 1, the main advantage of 

cultural methods resides in their low cost and the 

ability to extend the investigation to including 

identification, physiology profiling, or genetic 

analyses.  For M. avium , identification can be 

performed by cultural and biochemical analysis (107), 

analysis of mycobacterial (mycolic acids by high 

performance liquid chromatography (HPLC) (9-13, 

22, 23, 34, 84, 86, 99, 104), or multilocus sequencing 

analysis (MLSA) of genes such as rrs, gyrA, gyrB, 

hsp65, recA, rpoB, sodA or the 16S-23S internal 

transcribed spacer (2, 33).  Isolation of M. avium 

colonies allows analysis of such physiologic 

characteristics as growth requirements (e.g., 

auxotrophy, iron) and growth conditions (e.g., 

response of growth to different oxygen 

concentrations) (16). Genetic analysis has led to 

knowledge of NTM complete genomes (e.g. 

M. abscessus, M. avium, M. gilvum, M. marinum, 

M. smegmatis, M. ulcerans, M. vanbaalenii) (57, 87, 

102).  In order to carry out molecular epidemiology 

studies and library-dependant source tracking, several 

clinical and environmental NTM isolates can be now 

fingerprinted.  Indeed, the typing methods of NTM 

strains were recently reviewed (4). Today, M. avium 

and other slow growing NTM such as M. kansasii, 

M. xenopi, M. malmoense, M. haemophilum and 

M. ulcerans, and rapid growing mycobacteria as 

M. fortuitum, M. abscessus and M. chelonae can be 

characterized using serotyping, biotyping, multi-locus 

enzyme electrophoresis (MLEE), plasmid profiling, 

repetitive sequence typing (rep-PCR), arbitrary 

primed PCR (AP-PCR), pulsed field gel 

electrophoresis (PFGE), and insertion sequence 

restriction fragment length polymorphism (IS-RFLP) 

(4).  Nevertheless, as shown in Table 3, the choice of 

cultural methods poses several problems.  Althoug
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TABLE 3. Advantages and disadvantages of cultivation methods 

Advantages Disadvantages 

Identification Choice of media 

Physiological analysis Choice of culture conditions 

Genetic analysis Growth of interfering microorganisms 

Fingerprinting Fast growing organisms are favored 

Inexpensive, no special equipment required Time consuming 

 Bias of viable but non cultivable targets 

 

the media and the culture conditions of M. avium 

appear to generally involve either primary plating on 

either Löwenstein-Jensen or Middlebrook agar media, 

not all M. avium colonies can be detected.  Principally, 

the virulent transparent colony types are almost 

invisible on Löwenstein-Jensen medium.  Although a 

temperature of 30°C can be used for growth, that is 

below the optimal temperature of growth for most 

mycobacterial species, including M. avium.  However, 

higher temperatures exclude recovery of a number of 

pathogens; for example, Mycobacterium 

haemophilum, and Mycobacterium marinum. 

5.2 Non-cultural methods 

As in other fields of the microbiology, advances in 

molecular biology for 20 years have increased 

considerably the knowledge of mycobacteriology (98).  

As shown in Table 4, non-cultural methods are of 

great interest because these high throughput methods 

allow to detection of unculturable microorganisms and 

are less time-consuming, particularly for NTM which 

grow very slowly.  Moreover, contrary to the cultural 

methods, the non-cultural methods are able to detect 

specifically a target without other complementary 

investigations as identification, which saves also a 

considerable amount of time.  The majority of 

mycobacterial detection methods are based on  PCR 

(49, 63), PCR and probe hydrolysis (31), sandwich 

hybridization (69), real-time PCR (24, 108), PCR and 

dot blot (6, 125) and target the 16S rRNA gene (6, 24, 

31, 63, 69, 125) or genes such as rpoB (49) or hsp65 

(108).  Recently, some studies describe methods to 

detect and fingerprint mycobacterial assemblages 

using denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 

and targeting the 16S rRNA gene (56, 71, 79, 111-

113).  Nevertheless, no study has managed to compare 

specificity, sensitivity, and limit of detection of these 

methods which target different genes and also 

different loci in these genes. 

A clear advantage of non-culture methods is their 

ability to detect VBNC.  Unfortunately, non-cultural 

methods can amplify extracellular DNA and do not 

differentiate viable microorganisms from non-viable 

microorganisms.  Indeed, DNA persists a relatively 

long time after cell death, and consequently molecular 

methods have been developed to detect viable cells by 

amplifying mRNA using reverse transcriptase PCR 

(RT-PCR or RT-qPCR). However, RT-PCR methods 

are difficult to implement due to the instability of 

RNA (94).  Recently, ethidium monoazide bromide 

(EMA) was proposed in order to differentiate viable of 

non-viable cells in environmental samples from 

wastewater treatment samples.  EMA is a DNA/RNA 

intercalating dye that enters in cells with damaged 

membranes and covalently binds to DNA upon 

photoactivation which avoid other molecular 

applications as PCR (72).  This approach is of 

growing interest, but optimum conditions must still be 

determined for each sample due to sample matrix 

effects (32).  Moreover, and this analytical bias is 

seldom taken into account, PCR reactions can also be 

inhibited by high DNA concentrations.  Indeed, as in 

clinical samples, reactions for molecular detection or 

enumeration developed for environmental samples, 

require dilution of the samples if the total extracted 

DNA inhibits the PCR reaction.  Such cases decrease 

the detectable quantities of the targets, and can lead to 

fault negative results. 

If a NTM quantitative method is based on 

16S rRNA analysis, a bias can occur due to the copy 

number of 16S rRNA operons (6, 24, 31, 63, 69, 125).  

With the exception of the rapidly growing species 

M. chelonae, M. abscessus and M. alvei which contain 

one copy of 16S rRNA (64, 87), and the slowly 

growing species M. terrae and M. celatum which 

contain two copies of 16S rRNA (70, 85), the other 

rapid and slow growing mycobacteria (including 

M. avium), already studied, contain generally two and 

one copy of 16S rRNA, respectively.  Consequently, 

the use of a mycobacterial strain DNA containing one 

16S rRNA copy as standard, could overvalue a sample 

constituted of fast growing NTM containing two 

16S rRNA copies, and in reverse, the use of strain 

DNA containing two 16S rRNA copies, could 

undervalue a sample mainly constituted of slow 

growing cells containing one 16S rRNA copy.  The 

same problem occurs when the insertion sequences are 

used for measurement.  For example, insertion 

sequence IS900, which is considered specific for MAP 

(76, 77) has 17 repeats in the reference genome of 

MAP strain K10 (57).  However, the copy number  

 
TABLE 4. Advantages and disadvantages of non-cultivation methods 

Advantages Disadvantages 

Rapid Inhibition of amplification by PCR inhibitors 

High throughput methods (many samples can be analyzed simultaneously) Inhibition of amplification by high DNA concentration 

Specifically identification of the targets without any other invertigations 
Bias of quantitative methods based on genes with 

variable number of copies 

No bias of viable but non cultivable targets Bias of non-viable targets and extracellular DNA 

 
Bias due to differential efficiency among species of DNA 

extraction and PCR amplification 

 Expensive chemicals and equipment 
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ranges between 14-20 times in other MAP strains (21, 

73).  Consequently, real-time qPCR methods targeting 

the insertion sequence IS900 can be used to detect 

MAP (17), but not to enumerate these subspecies (73). 

6. Mycobacteria monitoring guideline 

The possibilities for M. avium monitoring in 

environmental water are summed up in Figure 1.  We 

do not propose an ideal method, but a tool box 

containing several methods which can be used in 

combination depending upon the objective of the 

exercise and the anticipated problems.  Indeed, ñwhat 

is our purpose?ò is the first question which must be 

asked.  This question will condition the choice of the 

analytical tools that can be used independently or in 

combination.  Currently, as M. avium typing and 

source tracking still requires the isolation of strains, 

non-cultural typing methods must also be developed.  

Developments of cultural and non-cultural methods 

must be checked in vitro and not only in silico, and 

must take into account of sensitivity (i.e. ability to not 

detect the non-targeted microorganisms) and 

specificity (i.e. ability to detect all type of targeted 

microorganisms), using strain collections isolated 

from the studied matrix, and avoiding targets whose 

copy number is variable.  Concerning cultural 

methods applied to environmental samples, 

quantitative tools could be developed using new 

inhibitors of interfering microorganisms and 

stimulating NTM growth based on better knowledge 

of their physiology and ecology.  Typing methods of 

the isolated NTM could be developed for NTM 

species which cannot be currently characterized (4).  

This decision tree of the adequate analytical strategy 

can be applied to environmental monitoring of other 

waterborne pathogens, but also to monitor NTM that 

can be useful for bioremediation and biotechnology 

purpose.  For instance NTM species (not pathogenic 

and also pathogenic ones) are known to degrade 

recalcitrant organic pollutants such as polycyclic 

aromatic hydrocarbons (PAH) and other xenobiotic 

molecules (19, 35, 38, 48, 51, 89, 92, 96, 122).  The 

methods developed for pathogenic NTM monitoring 

in environment could be used for PAH degrader 

mining and monitoring in polluted environment or in 

bioreactors. 

 
FIG. 1. Decision tree showing current possibilities (full lines) and future challenges (dotted lines) for environmental waterborne 

mycobacteria monitoring. Rectangles, circles and rhombuses correspond to the goals, to the questions which must be answered, and to the 

actions which must be conducted, respectively. PCR corresponds to polymerase chain reaction. 
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Since appearance of molecular biology, several studies proposed specific molecular targets based on 

knowledge of sequencing analysis of housekeeping genes, non-functional RNA, and structural ribosomal 

RNAs. Concerning Mycobacterium spp detection, this situation led to developments of targets presenting 

either a high specificity but a low sensitivity, or conversely a high specificity but a low specificity. Today, 

we have more and more access to whole sequenced genomes thanks to recent appearance on high speed 

sequencing based on pyrosequencing methods, and new softwares were developed in order to compare 

these whole genomes. Consequently, we have used these tools and proposed a new strategy for in silico 

comparison of genomes allowing selection of exclusively conserved proteins in Mycobacterium spp. 

genomes, and design sensitive and specific molecular targets at the same time. Among the 3989 predicted 

proteins from M. tuberculosis H37Rv, only 11 proteins showed between 80% and 100% of similarity with 

Mycobacterium spp. genomes, and less than 50% of similarity with closely related genomes of 

Corynebacterium, Nocardia and Rhodococcus genera. Based on DNA sequence alignments of this 11 

potential targets, it was possible to design primers and probe in order to detect ATP synthase subunits C 

which seems exclusively conserved in Mycobacterium spp. genome. Our results showed that this new 

strategy of molecular target design might be applied on other genera. 

Key words: Mycobacteria genomes; conserved proteins; molecular targets; in silico analysis 

Mycobacterium genus is constituted of several 

pathogenic species, including species of 

Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) 

responsible of tuberculosis (i.e. M. tuberculosis, 

M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. caprae, 

M. microti and M. pinnipedii), M. leprae and 

M. lepremurium species responsible of leprosy, and 

nontuberculous mycobacteria (NTM), which are 

potentially pathogenic species causing 

mycobacteriosis (14). Nevertheless, detection of 

mycobacteria by bacteriological tools is difficult 

because other microorganisms overgrow NTM 

colonies (24), and identification based on metabolic 

criteria do not allow to properly identify 

mycobacterial species and sub-species. Consequently, 

molecular tools were developed using knowledge of 

rrs, gyrA, gyrB, hsp65, recA, rpoB, sodA genes and 

16S-23S internal transcribed spacer (ITS), whose 

sequence polymorphism could be used in order to 

identify mycobacteria species by multilocus locus 

sequence analysis (1, 10), and proposed to target 

different loci of the 16S rRNA (2, 6, 8, 16, 19-21, 23, 

31-33, 36), or housekeeping genes as gyrB (7), rpoB 

(15), and hsp65 (30), in order to detect 

Mycobacterium genus. Nevertheless, a recent study 

comparing several primers used for mycobacterial 

detection or identification, emphasized that most of 

these primers present either a high specificity (i.e. the 

proportion of true negatives that are correctly 

identified by the test) but a low sensitivity (i.e. the 

proportion of true positives that are correctly 

identified by the test), or conversely a high specificity 

but a low specificity (25). Indeed, some of these 

detections tools based on PCR reactions do not allow 

to detect some mycobacterial species, and the other 

detect closely related genera (25) included in 

Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus, 

Mycobacterium (CNM) group (13). 

Consequently, new strategies must be developed in 

order to design Mycobacterium genus targets and 

achieve high levels of specificity and sensitivity. 

However, as new mycobacterial sequences are added 

into genetic databases, our knowledge of 
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mycobacterial genomes is increasing and this may 

help to design new primers and probes that will be 

both specific and sensitive. 

Recently genomes of several mycobacterial 

species have been completely sequenced. Since whole 

sequencing of the first mycobacteria in 1998 (4) by 

Sanger sequencing method (M. tuberculosis H37Rv), 

mycobacterial sequenced genome number has highly 

increased thanks to increase of sequencing capacity 

and appearance of high speed sequencing based on 

pyrosequencing method (22). Today, GenBank data 

base gives access to whole genomes of seven other 

strains of the MTC (M. tuberculosis and M. bovis 

species), two strains of M. leprae, and eleven species 

and subspecies of NTM (M. abscessus, M. avium, 

M. avium subsp. paratuberculosis, M. gilvum, 

M. marinum, M. smegmatis, M. sp. JLS, M. sp. KMS, 

M. sp. MCS, M. ulcerans, M. vanbaalenii) (17, 27, 

28). Moreover, three whole genomes of other NTM 

species were sequenced and are currently assembled 

(M. intracellulare, M. kansasii, M. parascrofulaceum). 

This increasing number of completely sequenced 

mycobacterial genomes lead to the development of the 

MycoHit software, which allowed to compare proteins 

of different mycobacteria species, and which allowed 

to describe the horizontal gene transfer during the 

step-wise genesis of M. tuberculosis (34). This 

software was originally developed to detect horizontal 

gene transfers and mutations among whole 

mycobacterial genomes (34). However, MycoHit 

should also be useful for developing new primers and 

probes for mycobacteria detection and quantification 

in environmental and clinical samples. 

In this paper, we explored the usefulness of this 

new tool for describing sensitive and specific targets 

of Mycobacterium spp.. We compared in silico 

proteins of whole mycobacterial genomes with those 

of non mycobacterial genomes using the MycoHit 

software, in order to find conserved sequences among 

mycobacteria that will not be shared with non-

mycobacterial species. This strategy should be 

promising for primers and probes development. 

 

MATERIALS and METHODS  

 
In silico comparison strategy. In order to detect 

M. tuberculosis genes, presenting homologue genes in the other 

mycobacterial genomes, and not presenting homologue genes in the 

non-mycobacteria genomes, we used the MycoHit software version 

14.17 (http://www.molepi.mcgill.ca) and performed an alignment 

search with Stand Alone tblastn algorithm as previously described 

(34). Based on the 3989 predicted proteins from M. tuberculosis 

H37Rv, corresponding to the query sequences used in order to 

search for matches in the genomic DNA of other organisms (Fig. 1), 

a matrix of 107703 scores (3989 protein sequences blasted against 

12 non mycobacterial genomes and 15 mycobacteria genomes) was 

obtained. As previously described (34) and according to NCBI 

procedures (35), expected value was set at e-10. Following sequence 

comparisons, the MycoHit software allowed to sort scores 

according to similarity requests which were performed on the one 

hand toward mycobacterial genomes, and on the other toward non-

mycobacterial genomes (Fig. 1). A protein list of the reference 

target, which can be downloaded from NCBI web site 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), allowed identification of the 

conserved mycobacterial proteins presenting no homology in non 

mycobacterial genomes (Fig. 1). 

 
FIG. 1. Strategy used to identify sensitive and specific targets in 

Mycobacterium spp. whole genomes based on MycoHit software. 

 

Mycobacterial genome database. In order to performed 

comparisons of mycobacterial genomes with M. tuberculosis 

H37Rv genome using MycoHit software, sequences were obtained 

at NCBI web site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the accession 

numbers: M. abscessus ATCC 19977 (CU458896.1), M. avium 104 

(CP000479.1), M. avium subsp. paratuberculosis K10 

(AE016958.1), M. bovis subsp. bovis AF2122/97 (BX248333.1), 

M. gilvum PYR-GCK (CP000656.1), M. marinum M (CP000854.1), 

M. smegmatis MC2 155 (CP000480.1), M. sp. JLS (CP000580.1), 

M. sp. KMS (CP000518.1), M. sp. MCS (CP000384.1), 

M. tuberculosis CDC1551 (AE000516.2), M. tuberculosis H37Ra 

(CP000611.1), M. tuberculosis H37Rv (AL123456.2), 

M. tuberculosis KZN 1435 (CP001658.1), M. ulcerans Agy99 

(CP000325.1), and M. vanbaalenii PYR-1 (CP000511.1). In order 

to not lose data during genome comparisons performed by MycoHit 

software, we have chosen to ignore the genomes of M. leprae 

Br4923 (FM211192.1), M. leprae TN (AL450380.1), because 

number of their coding proteins is much lower compared to other 

mycobacterial species (e.g. 1604 coding proteins in M. leprae 

Br4923 or 1605 coding proteins in M. leprae TN, against 6716 

coding proteins in M. smegmatis MC2 155) (4, 9, 17, 27, 28). In the 

same goal, genomes of M. bovis BCG Pasteur 1173P2 

(AM408590.1) and M. bovis BCG Tokyo 172 (AP010918.1) were 

also not taken into account, because these vicinal genomes present 

mutations (18). Moreover, genomes of M. intracellulare 

ATCC 13950 (ABIN00000000), M. kansasii ATCC 12478 

(ACBV00000000) and M. parascrofulaceum BAA-614 

(ADNV00000000) were not used also during MycoHit proceeding, 

because their genomes were still not assembled at the moment we 

performed the first screening step of our analysis. Nevertheless, 

these genomes of M. leprae, M. bovis BCG, M. intracellulare, 

M. kansasii and M. parascrofulaceum were used during alignment 

of sequences from the more conserved proteins in mycobacterial 

genomes. 

Non-mycobacterial genome database. We selected non-

mycobacterial genomes of species from the CNM group using the 

following accession numbers: C. aurimucosum ATCC 700975 

(CP001601.1), C. diphtheriae NCTC 13129 (BX248353.1), 

C. efficiens YS-314 (BA000035.2), C. glutamicum ATCC 13032 

(BX927147.1), C. jeikeium K411 (NC_007164), C. kroppenstedtii 

DSM 44385 (CP001620.1), C. urealyticum DSM 7109 

(AM942444.1), N. farcinica IFM 10152 (AP006618.1), 

Nocardioides sp. JS614 (CP000509.1), R. erythropolis PR4 

(AP008957.1), R. jostii RHA1 (CP000431.1), and R. opacus B4 

(AP011115.1). 

http://www.molepi.mcgill.ca/
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Primer pairs and probes design. In order to check the 

homology of the selected mycobacterial sequences, the protein and 

DNA sequences of these selected proteins were aligned using the 

ClustalW multiple alignment of the BioEdit software 7.0.9.0 with 

1000 bootstraps (12). Primer pairs and probes were design from the 

best fitted gene sequences (after protein screening and selection) by 

visual analysis and using the Beacon Designer software version 7.90 

(Premier Biosoft International, Palo Alto, Calif.). 

 

RESULTS and DISCUSSION 

 

Mycobacterial genes commonly used for 

detection and/or identification. Without speaking of 

rrs gene and ITS which refer to a piece of non-

functional RNA and to a structural ribosomal RNAs, 

our results showed that most of the genes commonly 

used for mycobacterial species identification, code for 

proteins which are conserved in mycobacterial 

genomes, but which present also similar 

conformations in non-mycobacterial genomes. Indeed, 

protein similarity levels of these genes, in comparison 

with M. tuberculosis H37Rv genome, were important 

for the other studied Mycobacterium spp. (96±2% for 

gyrA, 94±5% for gyrB, 79±5% for groEL1 and 

93±4% for groEL2 corresponding to hsp65, 99±1% 

for recA, 96±2% for rpoB, 81±33% for sodA), and 

also for the studied non-mycobacterial 

microorganisms (86±5% for gyrA, 85±5% for gyrB, 

89±3% for groEL1 and 96±2% for groEL2 

corresponding to hsp65, 94±3% for recA, 88±4% for 

rpoB, 69±22% for sodA). Consequently, as previously 

described (1, 10), our results confirmed that gyrA, 

gyrB, hsp65, recA, rpoB, and sodA genes are 

appropriate in order to identify Mycobacterium spp., 

but emphasized also that their high similarities with 

non-mycobacterial genera, make specific target design 

delicate. These results are in accordance with the 

previous observations that the molecular targets which 

were designed based on gyrB (7), rpoB (15) or hsp65 

(30) genes, had low specificity (25). Prospection for 

most specific targets in mycobacterial genomes seems 

consequently necessary in order to improve current 

detection tools based on proteins and/or DNA. 

Selection of the exclusively conserved proteins 

in Mycobacterium spp. genomes. Among the 3989 

predicted proteins of M. tuberculosis H37Rv genome 

(Fig. 2a), about 54.6% (i.e. 2177 proteins) present 

protein similarities higher than 50% with the other 

studied mycobacterial genomes, and only 6.8% of 

these hypothetical conserved mycobacterial proteins 

(150 proteins) present similarities lower than 50% 

with the studied non-mycobacterial genomes. 

Consequently, almost half of M. tuberculosis H37Rv 

predicted proteins are potentially present in the 

genomes of CNM group members. Mycobacteria 

species belong to the Actinobacteria which may 

explain the presence of shared proteins with high G+C 

content non-mycobacterial species. Moreover, 

horizontal gene transfers from different bacteria 

widely present in soil or water, especially 

Rhodococcus sp., Nocardia sp. and Streptomyces sp. 

were previously considered to have happen in the 

Mycobacteria genus coming (9, 27, 34). 

 
FIG. 2. Total (a) and partial representation (b) of the protein 

number of Mycobacterium tuberculosis H37Rv genome, according 

to their similarities with proteins of targeted mycobacterial genomes 

(M. tuberculosis H37Ra, M. tuberculosis CDC 1551, 

M. tuberculosis KZN 1435, M. bovis AF2122/97, M. ulcerans 

Agy99, M. marinum M, M. avium 104, M. paratuberculosis K10; 

M. smegmatis MC2 155, M. abscessus ATCC 19977, M. gilvum 

PYG-GCK, M. vanbaalenii PYR-1, M. sp. JLS, M. sp. KMS, 

M. sp. MCS), and proteins of non-targeted genomes including 

species of Corynebacterium, Nocardia and Rhodococcus genera 

(C. aurimucosum ATCC 700975, C. diphteriae NCTC 13129, 

C. efficiens YS-314, C. glutamicum ATCC 13032, C. jeikeium 

K411, C. kroppenstedtii DSM 44385, C. urealyticum DSM 7109, 

N. farcinica IFM 10152, Nocardioides sp. JS614, R. erythropolis 

PR4, R. jostii RHA1, R. opacus B4). 

 

Consequently, we choose to decrease the number 

of candidate proteins by restricting the panel of 

studied proteins to those exclusively conserved in 

mycobacterial genomes, focusing on M. tuberculosis 

H37Rv proteins with high similarity levels in 

comparison with other mycobacterial genomes, and a 

low similarity levels in comparison with non-

mycobacterial genomes. To sum up, among the 3989 

predicted proteins of M. tuberculosis H37Rv genome 

(Fig. 2a), we selected 11 proteins showing between 

80% and 100% of similarity with Mycobacterium spp. 

genomes, and less than 50% of similarity with 

genomes of the other CNM group genera (Fig. 2b). 
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TABLE 1. Similarity (%) of the most conserved mycobacterial proteins in Mycobacterium sp., Corynebacterium sp., Nocardia sp. and 

Rhodococcus sp. genomes, in comparison with M. tuberculosis H37Rv genome. 

protein locus (H37Rv genome) Rv1305 Rv0236A Rv0197 Rv2172c Rv0287 Rv0288 Rv3019c Rv0285 Rv3022c Rv1304 Rv3392c 

protein length (pb) 81 57 762 301 97 96 96 102 81 250 287 

gene or protein name atpE - - lppM esxG esxH esxR PE5 PPE48 atpB cmaA1 

M. tuberculosis H37Ra 100 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 

M. tuberculosis CDC1551 100 100 99 100 100 100 100 100 100 100 99 

M. tuberculosis KZN 1435 100 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100 

M. bovis AF2122/97 100 100 99 100 100 100 100 100 98 100 100 

M. ulcerans Agy99 100 96 86 90 96 92 93 93 83 96 87 

M. marinum M 100 98 90 91 96 89 94 93 82 97 88 

M. avium 104 96 96 91 91 91 89 91 92 83 93 82 

M. paratuberculosis K10 96 96 91 91 91 89 91 92 85 92 82 

M. smegmatis MC2 155 93 91 85 83 87 85 85 87 82 84 86 

M. abscessus ATCC 19977 98 85 85 82 81 81 80 82 81 85 82 

M. gilvum PYR-GCK 100 91 85 86 88 88 85 85 80 83 81 

M. vanbaalenii PYR-1 93 91 85 87 89 85 83 82 83 84 81 

M. sp. JLS 100 91 85 86 87 86 86 82 82 89 92 

M. sp. KMS 100 91 86 86 88 86 86 82 82 89 91 

M. sp. MCS 100 91 86 86 88 86 86 82 82 89 91 

C. aurimucosum ATCC 700975 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 46 

C. diphteriae NCTC 13129 0 0 0 0 0 0 0 0 0 43 0 

C. efficiens YS-314 0 0 42 0 0 0 0 0 0 0 0 

C. glutamicum ATCC 13032 0 0 42 0 0 0 0 0 0 0 47 

C. jeikeium K411 0 0 0 0 0 0 0 0 0 45 0 

C. kroppenstedtii DSM 44385 0 0 0 0 0 0 0 0 0 41 47 

C. urealyticum DSM 7109 0 0 38 0 0 0 0 0 0 44 41 

Nocardioides sp. JS614 0 0 40 0 0 0 0 0 0 46 46 

N. farcinica IFM 10152 0 0 42 0 0 0 0 0 0 0 44 

R. erythropolis PR4 0 0 42 0 0 0 0 0 0 42 48 

R. jostii RHA1 0 0 44 0 0 0 0 0 0 41 49 

R. opacus B4 0 0 44 0 0 0 0 0 0 41 50 

 

Candidate proteins selected in M. tuberculosis 

H37Rv genome (Table 1), are the subunits C (locus 

Rv1305) and A (locus Rv1304) of the ATP synthase, 

the cyclopropane mycolic acid synthase (CMAS) 

coded by the cmaA1 gene in M. tuberculosis H37Rv 

(locus Rv3392c), hypothetical PE or PPE family 

proteins (loci Rv0285 and Rv3022c), proteins coded 

by esx genes esxG, esxH and esxR in M. tuberculosis 

H37Rv (loci Rv0287, Rv0288, Rv3019c, 

respectively), and proteins such as a lipoprotein 

coding by lppM gene (locus Rv2172c), an 

oxidoreductase (locus Rv0197), and a small secreted 

protein (locus Rv0236A). 

Checking of the homology of the conserved 

mycobacterial protein. Among the 11 selected 

mycobacterial proteins, protein alignments revealed 

that the ATP synthase subunits C (locus Rv1305), the 

oxidoreductase (locus Rv0197), and the small secreted 

protein (locus Rv0236A), are the less polymorphous 

among NTM species (Table 1 and Supplementary 

material 1) and thus seem very promising for primers 

and probes design. DNA sequence alignment of the 

oxidoreductase and of the small secreted protein did 

not allow design of PCR primers achieving a length of 

at least 18 oligonucleotides (data not shown). Only 

DNA sequence alignment of the ATP synthase 

subunits C allow to design PCR primer pair and a 

probe (Supplementary material 2). We designed the 

following forward and reverse primers and probe: 

forward primer 5ô-CGGYGCCGGTATCGGYGA-3ô 

(Tm=62°C), with or without the probe 5ô-

ACSGAGATGAAGAACGGBGTRAA-3ô 

(Tm=68°C) which could be hydrolyzed by the reverse 

primers 5ô-AAGGCBAGGTTGATRAAGTA-3ô 

(Tm=56°C, 162 bp) or 5ô-

CGAAGACGAACARSGCCAT-3ô (Tm=59ÁC, 

182 bp). We propose to check in vitro specificity and 

sensitivity following Radomski et al. protocol (25), in 

order to detect ATP synthase subunit C which seems 

exclusively conserved in Mycobacterium spp. genome. 

If in vitro specificity and sensitivity are in accordance 

with our in silico results, our strategy of target design 

based on MycoHit software (Fig. 1) might be applied 

on other microorganism clusters. 

The remaining 8 proteins that were selected, 

namely ATP synthase subunit A, CMAS coded by the 

cmaA1 gene, lipoprotein coding by lppM gene, as well 

as PE, PPE and proteins coded by esx genes esxG, 

esxH and esxR, were highly conserved in MTC species 

but very polymorphous in NTM species 

(Supplementary material 1), which would not allow 

design of specific mycobacterial PCR primer pairs 

based on DNA sequence alignments (Data not shown). 

Indeed, PE and PPE family proteins represent about 

4.2% of the M. tuberculosis genome (167 PE and 

PPE), 1.4% of M. bovis (57 PE and PPE), 0.9% of 

M. avium subsp. paratuberculosis (42 PE and PPE), 

2.8% of M. ulcerans (115 PE and PPE), and 5.2% of 

M. marinum (281 PE and PPE) (4, 9, 17, 28), and are 

suspected to play a major antigenic role in immune 

respond (5). Nevertheless, these proteins are very 

small and are polymorphous among NTM species 
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(Table 1). PE and PPE family proteins are often 

associated with mycobacterial esx gene clusters, which 

encode ATP dependent specific secretion system (27), 

required to export specific members of the 6-kDa 

early secreted antigenic target (ESAT-6) protein 

family (28). Together, ATP dependent specific 

secretion system and ESAT-6 protein family, play a 

major role in the virulence and life cycle of 

mycobacteria (27, 28). Nevertheless, as observed for 

PE and PPE family proteins, proteins coded by esx 

genes esxG, esxH and esxR are very small and 

polymorphous among NTM species (Table 1). 

Although having higher length by comparison with 

those proteins, proteins CMAS coded by the cmaA1 

gene and lipoprotein coding by lppM gene in 

M. tuberculosis H37Rv, are also polymorphous among 

NTM (Supplementary material 1). According to these 

results, other studies emphasized that 

cyclopropanation of the mycolic acids is common 

among pathogenic mycobacteria but rare among 

saprophytic species (11), and that polymorphism of 

mycolic acids, which are major components of the 

mycobacterial cell wall, is usually used for 

mycobacteria identification by high performance 

liquid chromatography (3, 29). 

In conclusion, although our strategy do not take 

into account of the non-coding regions, as insertion 

sequences, repetitive units, non-functional RNA, and 

structural ribosomal RNAs, the comparison of whole 

bacterial genomes using MycoHit seems a very 

promising tool that could be used not only for 

mycobacteria but also for other bacterial or archaeal 

groups or species as whole sequenced genomes are 

starting to accumulate in databases. Especially 

metagenomic libraries from environmental samples 

are increasingly being used in microbial ecology 

studies (26), and allow to increase our knowledge to 

uncultured bacteria and archaea. MycoHit may then be 

used to design new primers for real-time PCR and for 

in situ hybridization and DNA chips. We were able to 

design primer pairs and a probe that could be used to 

detect and quantify mycobacteria in environmental 

and clinical samples. These primers and probes still 

need to be tested in vitro in order to confirm their 

specificity and sensitivity. 
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