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1 INTRODUCTION
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Les mycobactéries appartiennent a [’ordre des Actinomycétales ou la famille des
Mycobacteriaceae ne comprend qu’un seul genre : le genre Mycobacterium. D’un point de
vue clinique, on distingue 3 groupes. Le premier comprend les mycobactéries du complexe de
la tuberculose responsables d’infections chez I’homme et les animaux : M. tuberculosis, M.
bovis et le Bacille de Calmette et Guérin BCG, M. africanum, M. canettii et M. microti. Le
deuxieme groupe comprend les mycobactéries atypiques retrouvées dans I’environnement
hydro-tellurique, parfois responsables de mycobactérioses. Le troisiéme groupe correspond a
M. leprae dont I’hote est exclusivement humain. La tuberculose est une pathologie reconnue
depuis le néolithique. Son nom est issu de 1’aspect macroscopique des lésions tissulaires
retrouvées : « petits tubercules ». Chez ’homme, elle est trés majoritairement provoquée par
M. tuberculosis, espéce obtenue en culture pour la premicre fois par Robert Koch en 1882.
Plus rarement, M. bovis et M. africanum sont retrouvées et leur symptomatologie est
rigoureusement identique. Ces 3 espéces constituent ce qu’il a été convenu d’appeler le
« complexe tuberculosis ». Le BCG, mutant avirulent de M. bovis peut, dans certaines
conditions, manifester un pouvoir pathogeéne. Les espeéces M. canettii et M. microti sont
reconnues responsables de tuberculose chez ’homme mais ne sont isolées que trés rarement
[1,2].

La tuberculose reste aujourd’hui un probléme majeur de santé¢ publique. L’émergence de
souches multi-résistantes et ultra-résistantes impose une étude systématique, pour toute
souche nouvellement isolée, de la sensibilité¢ aux antituberculeux de premicre ligne que sont
I’isoniazide, la rifampicine, I’éthambutol, le pyrazinamide et la streptomycine. Les
mycobactéries de la tuberculose sont exigeantes et leur croissance est lente. L’étude de leur
sensibilité¢ aux antituberculeux est délicate, surtout pour le pyrazinamide puisqu’elle nécessite
des conditions de culture particulieres en milieu acide. Le pH acide, qui doit étre stabilisé
pour permettre 1’efficacité du pyrazinamide, rend la croissance des mycobactéries difficile.
Ainsi, la découverte d’une résistance phénotypique au pyrazinamide nécessite souvent le
contrdle de I’analyse.

Entre 2006 et 2009, au laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiéne du CHU Dupuytren a
Limoges, quatre souches cliniques de mycobactéries du complexe de la tuberculose ont été
détectées résistantes au pyrazinamide par la méthode phénotypique habituelle du laboratoire
qui utilise le test BACTEC™ MGIT™ 960 PZA. L’objectif principal de notre étude était
d’installer une technique de séquencage du gene pncA. Cette méthode est capable de détecter
rapidement une résistance au pyrazinamide et nous permet de nous affranchir des conditions

de pH acide de I’étude phénotypique. Le second axe de notre étude a consisté a déterminer les

14



concentrations minimales inhibitrices au pyrazinamide des souches cliniques détectées
résistantes afin d’estimer leur apport dans I’investigation de souches résistantes par la

méthode BACTEC™ MGIT™,
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2 RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
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1.1 Epidémiologie
A la fin du XXéme siécle, I’amélioration des conditions de vie et I’arrivée de traitements
antibiotiques efficaces a laissé espérer une éradication a court terme de la maladie. Or, la
tuberculose reste aujourd’hui un probléme mondial de santé publique et une cause importante
de maladie et de déces. En effet, I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime qu’un
tiers de la population mondiale est infecté par le bacille tuberculeux et qu’environ 2 millions
de personnes meurent chaque année de tuberculose [3]. D’ailleurs, depuis les années 1990,
I’incidence n’a cessé d’augmenter pour se stabiliser ces derniéres années [4]. Cette
augmentation des cas de tuberculose en France et dans le monde a été concomitante de
I’épidémie de VIH et antérieure a l’arrivée sur le marché des anti-protéases [5]. La
tuberculose figure parmi la liste des pathologies rencontrées au cours de la progression de
I’infection par le VIH. Une tuberculose extrapulmonaire signifie que le patient est au stade
SIDA [6].
L’arrét de la progression et I’inversion de la tendance de I’incidence d’ici 2015 font partis des
grands travaux de I’Objectif du Millénaire pour le développement des Nations Unies. L’OMS
ceuvre dans la lutte contre la tuberculose par la mise en place de programmes d’actions et de
surveillance de la maladie. La stratégie « halte a la tuberculose », qui s’appuie sur le succes
des traitements sous surveillance directe (DOTS), s’articule autour de six axes [7] :

- Poursuivre et renforcer la stratégie des DOTS ;

- Lutter contre la co-infection tuberculose/VIH et la pharmaco-résistance ;

- Contribuer au renforcement des systemes de santé ;

- Impliquer tous les dispensateurs de soins ;

- Donner aux patients et aux communautés les moyens d’agir ;

- Promouvoir la recherche.

1.1.1 Situation mondiale

Chaque année, environ 9 millions de personnes développent une tuberculose maladie avec
80% d’entre-elles résidant en Afrique subsaharienne et en Asie [3].

En 2008, 9,4 millions de personnes ont ét¢ nouvellement infectées par la tuberculose et 1,8
million de personnes en sont décédées. L’OMS s’efforce d’obtenir une diminution de la
charge de cette maladie en fixant des objectifs de lutte. D’ici a 2015, les objectifs principaux

sont de diminuer I’incidence, de réduire de moitié¢ les taux de prévalence et de mortalité par
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rapport aux chiffres de 1990, de dépister au moins 70% des nouveaux cas (argumentés d’un
examen microscopique positif), et d’obtenir un succes thérapeutique dans au moins 85% des
cas [8].

Les données les plus récentes, issues des programmes DOTS, font état d’une diminution de
I’incidence mondiale depuis 2004. Les taux de prévalence et de mortalit¢é diminuent
¢galement.

En 2007, le nombre estimé de nouveaux cas de tuberculose était de 9,27 millions (contre 9,24
millions en 2006, 8,3 millions en 2000 et 6,6 millions en 1990) dont 1,37 million de
personnes étaient VIH positifs. Parmi ces 9,27 millions de cas, 55% étaient enregistrés en
Asie, 31% en Afrique, 6% dans la région OMS Méditerranée orientale, 5% dans la région
européenne et 3% dans la région des Amériques. En ce qui concerne le nombre total de cas,
les cing pays les plus affectés étaient 1’Inde avec 2 millions de tuberculeux, la Chine avec 1,3
million, I’Indonésie avec 530.000, le Nigéria et I’Afrique du Sud avec 460.000 malades.
Parmi les nouveaux cas diagnostiqués, 15% étaient séropositifs pour le VIH et provenaient en
quasi-totalité de la région africaine (79%) et de la région Asie du Sud-Est (11%). Bien que le
nombre total de cas soit en constante augmentation, 1’incidence tend a la baisse. En effet, a
I’échelle mondiale, on enregistrait 142 nouveaux cas/100.000 habitants en 2004 pour
139/100.000 en 2007. L’incidence a diminué¢ dans toutes les régions OMS a I’exception de la
région Europe ou ce taux restait stable. En 2007, la prévalence était de 13,7 millions de cas
soit 206/100.000 habitants contre 13,9 millions en 2006 soit 210/100.000 habitants.
L’estimation du nombre de déces en 2007 par tuberculose faisait état de 1,32 million de morts
chez les non VIH (20/100.000) et de 456.000 déces chez les patients VIH positifs (classés
déces par VIH) soit 23% des 2 millions de déces estimés par VIH [8].

L’objectif du programme tenant a la réduction de la prévalence et de la mortalit¢ d’ici 2015
devrait étre atteint dans trois des six régions OMS (région des Amériques, région Asie du
Sud-Est et région Méditerranée orientale). En 2006, le taux de succes thérapeutique atteignait
déja en moyenne 85% avec quelques disparités et seulement trois régions OMS ayant rempli
cet objectif : la région Méditerranée orientale (86%), la région Pacifique occidental (92%) et
la région Asie du Sud-Est (87%), tandis que les régions africaine et des Amériques rendaient
compte de 75% de succes thérapeutique et la région européenne de 70%. Le taux de dépistage
des nouveaux cas était évalué a 63% en 2007 alors que la cible était fixée a > 70% (cible fixée
initialement pour 2000 par I’ Assemblée mondiale de la Santé¢ en 1991 puis reportée a 2005).
Cette cible a été atteinte par 74 pays et dans deux régions OMS : celle des Amériques et du

Pacifique occidental [8].
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Figure 2 — Incidence estimée en 2007 de la tuberculose par pays [8].
La résistance des bacilles tuberculeux est également surveillée. La multi-résistance aux
antituberculeux (souche MDR) se définit par une résistance a I’isoniazide et a la rifampicine,

deux antituberculeux majeurs. Une ultra-résistance ou résistance étendue (souche XDR)

correspond & une souche MDR ayant acquis en plus la résistance a un antituberculeux
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injectable de seconde ligne (amikacine, kanamycine, capréomycine) et a une fluoroquinolone.
En 2007, le nombre de cas de tuberculose a bacilles MDR était évalué a 500.000 dont 85%
¢taient enregistrés au sein de 27 pays parmi lesquels 15 sont situés en région Europe. Les cinq
pays dénombrant le plus de cas de tuberculoses multi-résistantes sont 1’Inde (131.000 cas), la
Chine (112.000 cas), la Fédération de Russie (43.000 cas), I’ Afrique du Sud (16.000 cas) et le
Bangladesh (15.000 cas) [8]. En 2008, I’estimation du nombre de nouveaux cas de
tuberculose a souche MDR était de 440.000 dont prés de la moitié étaient retrouvés en Inde et
en Chine. Ces souches MDR ont été rendues responsables d’environ 150.000 déces. Le
pourcentage de souches XDR était évalué a 5,4% des souches MDR. Au total, au début de
I’année 2010, 58 pays avaient signalé au moins un cas de tuberculose ultra-résistante et

I’OMS estime a 25.000 le nombre de souches XDR émergeant chaque année [9].

-
[ 1 Nodataavailable®
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Figure 3 — Pourcentage de souches MDR parmi les nouveaux cas de tuberculose de 1994 a 2009 [9].
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Figure 4 — Pourcentage de souches MDR parmi les cas de tuberculose déja traités de 1994 a 2009 [9].
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Figure 5 — Pays et territoires ayant rapporté un ou plusieurs cas de souches XDR avant janvier 2010 [9].

1.1.2 Région Europe de ’OMS

Au sein de la région européenne, la tuberculose représente ¢galement un probléme important
de santé publique. La lutte contre cette maladie constitue une urgence du fait de I’incidence
¢levée dans plusieurs pays, d’un niveau de pharmaco-résistance important, de I’'importance de
la maladie dans la population VIH positive et autres populations a risque (prisonniers et sans-

abris), et du fait de la migration des populations.
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De 1996 a 2007, le programme EuroTB a coordonné la surveillance de la tuberculose dans les
53 pays de la région. Cette surveillance s’organisait autour de trois aires géographiques :
I’Union Européenne (UE) et autres pays d’Europe de 1’Ouest (34 pays), les pays des Balkans
(7 pays) et I’Europe de I’Est (12 pays). Depuis 2008, cette charge est revenue au Centre
européen pour la prévention et le controle des maladies (ECDC) et le bureau régional de
I’Europe de I’OMS.
La région Europe actuelle regroupe 54 pays. Ceux-ci ne sont plus regroupés en aires
géographiques, on distingue : les pays de I’'UE et de I’Espace Economique Européen (EEE),
les pays non-UE/EEE, et 18 pays qualifiés de prioritaires dans le programme « plan to stop
TB in 18 high priority countries 2007-2015» [10]. Ces 18 pays sont: 1’Arménie,
I’Azerbaidjan, la Biélorussie, la Bulgarie, I’Estonie, la Geéorgie, le Kazakhstan, le
Kirghizistan, la Lettonie, la Lituanie, la République de Moldavie, la Roumanie, la Fédération
de Russie, le Tadjikistan, la Turquie, le Turkménistan, 1’Ukraine et 1’Ouzbékistan. Ce
programme, établi pour la région européenne, a pour objectifs :

- Une amélioration de I’acces au diagnostic et au traitement ;

- Une diminution de la charge socio-économique associée a la tuberculose ;

- La protection des plus vulnérables ;

- Une promotion des nouveaux outils de diagnostic, de thérapeutique et de prévention.
Plusieurs cibles ont été formulées pour 2010 :

- Une couverture de la population par les DOTS supérieure a 90% ;

- Une détection d’au moins 73% des cas ;

- Un succes thérapeutique chez 85% des nouveaux cas ;

- Un traitement adapté pour les tuberculoses résistantes ;

- Une réduction de la prévalence a 188 cas/100.000 habitants ;

- Une diminution de la mortalité a 16/100.000.
Les axes de travail reprennent les stratégies mondiales avec un développement de DOTS
nationaux adaptés aux caractéristiques des systémes de santé de chaque pays [10,11].
Dans cette région, en moyenne 50 nouveaux cas et 8 déces liés a la tuberculose surviennent
chaque heure. L’incidence varie énormément en fonction des pays et refléte les conditions
socio-économiques et épidémiologiques. Il existe une grande disparité entre les pays de
I’ouest et ceux de ’est. Pour exemple, I’incidence de la Norveége est de 5/100.000 habitants
alors que celle du Tadjikistan est de 198/100.000 habitants. Des problémes socio-

¢conomiques en Europe de I’Est et en Asie centrale, ayant pour conséquence une détérioration
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des infrastructures médicales, ont contribué¢ a la résurgence de la tuberculose. Un flux

migratoire de I’est vers 1’ouest compromet les efforts fournis par les pays de 1’ouest [10].

Les deux principales organisations chargées de la veille sanitaire en Europe, ’ECDC et le
bureau régional de I’Europe de I’OMS, ont récemment publié¢ leur rapport concernant la
surveillance de la tuberculose de la région Europe en 2008. Les données recueillies ont été
analysées en fonction de déterminants épidémiologiques (localisation géographique, genre,
age) et de déterminants cliniques sélectionnés pour 1’étude (localisation anatomique de la

maladie, résultats du laboratoire, statut VIH) [12].

e Région Europe en 2008 [12]

Alors que le nombre de cas notifiés €tait en constante augmentation entre 2004 et 2007, une
baisse de 2,6% a été observée en 2008 par rapport aux chiffres de 2007. Les nouveaux cas de
tuberculose s’élevaient a 315.285 et le nombre de déces par tuberculose a 45.448. Le taux de
notification est resté élevé puisque évalué a 461.645 cas (52,2 cas/100.000 habitants) soit 6%
des cas mondiaux rapportés. La mortalité imputée a la tuberculose a diminué¢ de 45% entre
2005 et 2007 passant ainsi de 9,0 a 5,0 pour 100.000 habitants. La notification et la mortalité
augmentaient d’ouest en est. En ce qui concerne I’UE et I’EEE, les chiffres de 2008 faisaient
état de 82.611 cas de tuberculose. Les 18 pays prioritaires de 1’est regroupaient quant a eux
87,6% des cas, soit une incidence de 104,5/100.000 habitants (6 fois plus €levée que les pays
de I'UE et de ’EEE), et portaient 93% des déces de la région : 11,7/100.000 (15 fois plus
¢élevé que les pays de I’'UE et de I’EEE).

Le taux de succes thérapeutique était en 1égere baisse : 70,7% contre 73,1% en 2006. Ce taux
était évalué a 69,2% dans les 18 pays prioritaires. Dans I’UE et I’EEE confondus, seulement
51,8% des cas déja traités et 79,5% des nouveaux cas avaient pu bénéficier d’une
thérapeutique efficace. Un renforcement et une optimisation de la politique sont donc
nécessaires dans cette région puisque, d’une part, le taux de succes thérapeutique est le plus
bas au monde, et d’autre part, parce qu’elle porte le taux le plus ¢élevé de tuberculose
résistante.

Parmi les nouveaux cas diagnostiqués, la classe d’age la plus affectée était les 25-44 ans (42%
des cas). Venaient ensuite les 45-64 ans (26,5%) et les 15-24 ans (15,9%). La population
masculine était deux fois plus représentée que la population féminine (sans abris, prisonniers,

co-infectés VIH).
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De 2006 a 2008, le nombre de cas rapportés co-infectés tuberculose/VIH a doublé, passant de
5.828 a 11.395. L’augmentation observée était en grande partie attribuable aux 18 pays
prioritaires et liée, en partie, a une meilleure accessibilité aux soins des patients VIH positifs.
Au cours des dernieres années, le taux de bacilles MDR n’a cessé d’augmenter pour atteindre
11,0% parmi les cas nouvellement diagnostiqués et 46,9% chez les tuberculeux déja traités.
Ces données sont a confronter a la mise en place de tests permettant de déterminer la
sensibilit¢ aux antituberculeux. Les chiffres les plus ¢élevés concernaient les pays
« prioritaires » pour lesquels 13,8% des nouveaux cas étaient infectés par des bacilles MDR et
ou ce pourcentage culminait a plus de 50% chez les cas déja traités. Les plus hautes
proportions de bacilles MDR étaient retrouvées dans les Etats Baltiques (15,6%-21,3%) et la
Roumanie (14,7%).

En 2008, une résistance étendue était observée chez 1,5% des souches MDR.

* Pays de I’Union Européenne et de I’Espace Economique

Européen en 2008 [12]

En 2008, 80% des 82.611 cas notifiés étaient regroupés dans 8 pays : la Bulgarie, la France,
I’Allemagne, I’Italie, la Pologne, la Roumanie, I’Espagne et le Royaume-Uni. Le taux de
notification était alors de 16,7/100.000 habitants.

En ce qui concerne ’origine géographique des cas notifiés, 22,4% des cas étaient d’origine
étrangere (Afrique et Asie essentiellement) et représentaient, en fonction des pays, une
proportion plus ou moins importante des cas déclarés (21,3% a 88%).

Le sexe ratio homme : femme était 2,1 : 1 mais ramené a 1,4 : 1 pour les cas d’origine
¢trangere.

Parmi les nouveaux cas de tuberculose, le groupe le plus représenté était également celui des
25-44 ans (36,4%), venaient ensuite les 45-64 ans (28,9%). Les cas diagnostiqués chez
I’enfant de moins de 15 ans représentaient 4,2%. Une tuberculose pulmonaire a été retrouvée
chez 78,7% des cas. Seulement 43,3% d’entre eux présentaient un examen microscopique
positif sur expectoration. Dans 84,7% des cas de culture positive, I’espéce M. tuberculosis a
été identifice.

Une co-infection par le VIH était retrouvée dans 3,1% soit une légére augmentation par
rapport aux chiffres de 2006, probablement le reflet d’un meilleur dépistage de I’infection et

d’un meilleur recueil des données.
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Le taux de tuberculose a bacilles MDR était évalué a 6,0% tous cas confondus, et a 2,8% chez
les nouveaux cas. Une résistance étendue était retrouvée chez 7,3% des souches MDR.

Un succes thérapeutique a pu étre obtenu pour 79,5% des nouveaux cas.
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Figure 6 — Nombre total de notification pour 100.000 habitants en 2008 [12].

Tableau I — Données de 2008 issues de la surveillance dans la région Europe de ’OMS [12].
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Table showing
by | W | veemm | wa | R
coun

) A ) A ) AN A

Total population (millions) - 28 494.2 22 389.3 50 883.4 18 386.9
Demographic and clinical features of TB cases, 2008

Total number of TB cases 1 28 826N 22 379034 50 | 461645 18 | 404285
TB cases per 100000 population 1 28 16.7 2 97.5 50 52.2 18 104.5
Mean annual % change in notification rate (2004-2008) 1 28 3.3% 22 4.5% 50 2.7% 18 6.0%
Foreign origin, percentage of all cases 2 28 22.4% 22 0.8% 50 4.8% 18 1.0%
Sex ratio (male to female): 2 28 1.8 il 2.0 49 2.0 7 15
Percentage of pulmonary TB cases among all TB cases 6 7 78.7% 22 = 49 2 18 63.8%
Pulmonary sputum smear-positive TB cases per 100000 population 7 27 5.7 22 14.9 49 14.6 18 301
Percentage of new cases among all TB cases 8a 7 78.8% 22 66.0% 49 68.3% 18 66.3%
Percentage of culture-positive TB cases among all TB cases 9 7 57.5% 16 21.5% 43 487% 13 0.0%
HIV infections, percentage of all TB cases " 15 3.1% 17 3.0% 32 3.0% 13 2.8%
lsgfleg's}g)er 100 000 population (median, latest available rates 2% 27 1.0 19 10.8 46 14 1% 8.6
Multidrug resistance (MDR), 2008

Percentage of MDR TB among new TB cases 15 25 2.8% 15 14.2% 40 11.0% 13 13.8%
Percentage of MDR TB among all TB cases 17a 24 6.0% 17 18.0% A 22.6% 13 22.6%
Percentage of XDR TB among all MDR TB cases 17 13 7.3% 5 0.5% 18 1.5% 7 1.4%
Treatment outcome, new laboratory-confirmed pulmonary cases, 2007

Success (cure or treatment completion) 1 22 79.5% 20 67.5% 42 707% 18 69.2%
Death i 22 6.6% 20 9.1% 42 8.4% 18 8.6%
Failure 21 22 2.0% 20 11.5% 42 9.0% 18 10.6%
Default pil 2 5.1% 20 7.6% 42 6.9% 18 7.5%
Still on treatment 2 22 2.5% - - 22 0.7% 18 0.3%
Lost to follow-up (transfer, unknown) pil 22 4.4% 20 43% 42 4.3% 18 3.8%
Loss to follow-up (default, transfer, unknown) 29 21 9% 23 9% 7 5% 12 13%

‘European Region’ comprises the 53 countries of the WHO European Region and Liechtenstein.

HPC: 18 high priority countries to STOP TB in the WHO European Region: Armenia, Azerbaijan, Belarus, Bulgaria, Estonia, Georgia, Kazakhstan, Latvia, Lithuania,
Moldova, Romania, Russia, Tajikistan, Turkey, Turkmenistan, Ukraine, Uzbekistan.

* Mean value unless otherwise indicated; for definition of regions see Chapter 1 Background and Technical Note.

 Number of countries with available data and included in the statistics.

© For non-EU/EEA countries, these data are only avaliable for new cases.

1.1.3 En France

La tuberculose fut dans le passé une cause majeure de morbidité et de mortalité. Son
incidence n’a cessé de décroitre depuis la fin du XIX®™ siécle avec toutefois une
recrudescence au cours des périodes de guerres mondiales. Dans les pays de I’Ouest européen,
le taux de mortalité par tuberculose est passé¢ de 200/100.000 habitants en 1885 & moins de
20/100.000 habitants a la fin des années 1980. Cette nette diminution est attribuée a une
amélioration des conditions de vie et des modalités thérapeutiques. Toutefois, cette maladie
reste un probléme de santé publique majeur dans certaines populations et dans certaines zones

géographiques [4].

e Organisation de la surveillance

Depuis 1964, la tuberculose figure parmi la liste des maladies a déclaration obligatoire (DO)
et, depuis 2003, elle concerne également I’infection tuberculeuse latente de I’enfant de moins
de 15 ans. Elle sollicite les médecins et les biologistes qui signalent puis notifient les cas sans
délai a la Direction départementale des affaires sanitaires et sociales (DDASS, devenue
délégation territoriale de I’Agence Régionale de Santé depuis le 1 avril 2010) de leur lieu

d’exercice afin que celle-ci engage une intervention et envoie les données recueillies a
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I’institut de veille sanitaire (InVS). La déclaration doit étre réalisée lors du diagnostic de
tuberculose maladie (cas confirmé et cas probable) et de la primo-infection tuberculeuse de
I’enfant de moins de 15 ans. Un cas confirmé de tuberculose maladie est défini par I’obtention
d’une mycobactérie du « complexe tuberculosis » en culture, un cas probable correspond a la
présence de signes cliniques et/ou radiologiques évocateurs et pour lesquels le clinicien a
décidé d’instaurer un traitement. Depuis 2007, la DO de la tuberculose a ét¢ modifi¢e. Ces
modifications portent sur les ¢léments recueillis lors de la déclaration et sur la création d’une
fiche concernant les issues de traitement pour les cas de tuberculose maladie. Cette nouvelle
fiche est envoyée par la DDASS au déclarant 9 a 12 mois apres réception de la déclaration
afin de recueillir le devenir du patient et les résultats du traitement. Les données sont ensuite
collectées par I’'InVS (envoi en 2009 pour les cas de tuberculose maladie déclarés en 2007).
L’objectif de la surveillance des issues de traitement est de fournir des indicateurs

d’évaluation de lutte antituberculeuse [13-15].

| Diagnostic de tuberculose |

] )
‘ Tuberculose maladie | Infection tuberculeuse latente de
I'enfant de moins de 15 ans
3 +
Réception de la DO par la Réception de la DO par la
DDASS DDASS
Envoi des données a I'nvs | «———— Saisie prospective des Saisie des informations
— année n+1 - ————— informations grace au logiciel BK4 |- —————— grace au logiciel BK4
(envoi en 2008 pour les cas l
déclarés en 2007) La DDASS demande au déclarant

linformation sur Iissue du traitement,
environ 8 mois aprés la mise en place
du traitement

(Voir modalités dans le document)

‘,/JJ\* Pas de récaption de la fiche sur lissue du traitement
- ) N ou patient encore sous traitement & 9 mois
Réception de la fiche
- . ¥
sur lissue du traitement " - -
Relance du déclarant & 12 mois
Envoi des données a aprés la mise en place du traitement
I'InVS — année n+2 I
{envoien 2000 pour |,__ _| Saisie des informations |, Réception de la fiche sur lissue du traitement
5 5 race au logiciel BK4 _— . -
les cas;[l)%crlares en g 9 Si la fiche n'est pas regue al'issue de la relance,
) Voir définitions dans le lissue du traitement sera notée =sans
document information »

Figure 7 — Différentes étapes de la déclaration obligatoire depuis 2007 [15].
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Etant donné la situation épidémiologique, la France a fait de la lutte contre la tuberculose un
objectif de sa loi de santé publique en 2004. Un programme national a été élaboré et publié en
2007 a Dinitiative du Ministére de la santé, de la jeunesse et des sports. Ce programme
s’organise autour de 6 axes [3] :

- Assurer un diagnostic précoce et un traitement adapté ;

- Améliorer le dépistage ;

- Optimiser la stratégie vaccinale ;

- Maintenir a un taux faible la résistance aux antituberculeux ;

- Améliorer la surveillance épidémiologique et le pilotage de la lutte contre la

tuberculose.

La France est 1'un des premiers pays européens a se doter d’un plan basé¢ sur les
recommandations de I’OMS. La surveillance ¢épidémiologique nationale reléve des
compétences de 1’Etat, les investigations autour des cas et 1’orientation des actions de lutte

sont définies au niveau du département [16].

* Epidémiologie et caractéristiques des cas déclarés en 2007 et
2008 [4,17]

Ces données sont issues de la DO. Les cas notifiés correspondent aux personnes de tout age
pour lesquelles le diagnostic de tuberculose maladie a été posé et ayant bénéficié d’un
traitement antituberculeux (au moins trois molécules) qu’il y ait eu ou non preuve
bactériologique. Le recueil des données faisait état de 5.588 cas notifiés de tuberculose
maladie en 2007, soit 8,9 cas/100.000 habitants, et de 5.758 cas en 2008, soit 9,0/100.000
habitants. L’augmentation du nombre de cas entre 2007 et 2008 était de 3,0% contre 4,7%
entre 2006 et 2007. Une réelle augmentation du nombre de cas et/ou une amélioration de la
détection et de la déclaration peuvent contribuées a cette hausse. La déclaration n’est

cependant toujours pas exhaustive et était estimée a 65% sur le territoire entre 2000 et 2005.

o Caractéristiques sociodémographiques

La tuberculose était plus fréquente chez les hommes. Parmi les cas déclarés, 59% étaient des
hommes en 2007 comme en 2008 avec un taux de déclaration a 10,8/100.000 en 2007 et
10,9/100.000 en 2008, contre 7,0/100.000 en 2007 et 7,2/100.000 en 2008 chez les femmes.

En 2007, I’age médian retenu était de 43 ans, 44 ans chez les hommes et 41 ans chez les
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femmes. La classe d’age la plus affectée était celle des 25-44 ans qui regroupait a elle seule
36% des cas, venaient ensuite les 45-64 (24%), les personnes agées de 65 ans et plus (23%),
puis les moins de 25 ans (17%). Les taux de déclaration chez les jeunes adultes et chez les
personnes agées de 75 ans et plus étaient respectivement 15,2/100.000 et 16,9/100.000.

En 2008, les taux de déclaration augmentaient avec 1’age, allant de moins de 5,0/100.000 chez
les moins de 15 ans a 17,5/100.000 chez les plus de 75 ans avec un 4ge médian de 45 ans.
Concernant 1’origine des patients, en 2007, 53% de ceux ayant mentionné leur origine
géographique étaient nés en France, 17% en Afrique subsaharienne, 13% en Afrique du Nord,
7% en Asie et 5% dans un pays de I’'UE. En métropole, le taux de déclaration était 8 fois plus
¢levé chez les personnes nées a 1’étranger par rapport a celui des personnes nées en France.
En 2008, ces taux variaient peu puisque 51,4% des personnes étaient nées en France et le
rapport des taux de déclaration entre sujets nés a 1I’étranger et nés en France était globalement
de 9. Les conditions de vie représentaient un critére important puisque 14% des cas déclarés
en 2007 et 12,3% en 2008 résidaient en collectivité (centre d’hébergement, établissement pour
personnes agées, établissement pénitentiaire) et 1’incidence estimée chez les sans domicile
fixe s’¢levait a 223,1/100.000 en 2007.

Le pourcentage de patients avec une tuberculose inaugurale de SIDA a fortement augmenté
entre 1997 et 2003 puis s’est stabilisé a 20% en 2006-2007.

Méme si I’incidence nationale est considérée comme faible sur le plan international, certaines
populations restent plus affectées. En effet, les taux de déclaration les plus élevées étaient
encore retrouvés en lle-de-France et en Guyane, chez les sans domicile fixe, chez les
personnes nées en Afrique subsaharienne et chez les étrangers dont I’arrivée en métropole

était récente.

o Caractéristiques cliniques et bactériologiques

Les cas déclarés avec antécédent de tuberculose traitée était de 8,4% en 2007 et 10,2% en
2008, un chiffre qui restait stable et qui indiquait que, globalement, les malades tuberculeux
¢taient correctement pris en charge. Parmi les cas, 75% en 2007 et 72% en 2008 présentaient
une forme pulmonaire (+ autres localisations). En 2007, une méningite tuberculeuse a été
retrouvée chez 85 cas et 3 formes séveéres ont ét¢ documentées chez des enfants de moins 5
ans (2 miliaires, 1 méningite associée a 1 miliaire). En 2008, 92 méningites tuberculeuses et

124 miliaires ont ét¢é rapportées.
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Les tuberculoses pulmonaires a microscopie positive ou a culture positive sur prélévement
respiratoire (cas potentiellement contagieux) représentaient 77% des cas de tuberculose

pulmonaire et 56% de I’ensemble des cas déclarés en 2007.

o Résistance aux antituberculeux

Les résultats concernant la sensibilité a 1’isoniazide et a la rifampicine ont été obtenus pour
1.401 cas en 2007. La proportion des souches MDR était 2,2%. Ce pourcentage augmentait
chez les patients déja traités : 6,1% contre 1,6% en 1’absence de thérapeutique précédente
(traitement non adapté, mauvaise observance). En 2008, les chiffres étaient comparables avec
une proportion de souches MDR de 1,8% (1,4% sans antécédent de traitement contre 6,8%
chez les sujets déja traités). Ces chiffres étaient comparables a ceux des autres pays de méme

incidence.

e Evolution de I’incidence

Depuis plusieurs décennies, une décroissance réguliere de I’incidence globale a pu étre
observée. Dans le méme temps, on a pu remarqué que les cas étaient regroupés dans des zones
géographiques, et notamment les grandes villes, ou résident les populations les plus a risque
de tuberculose [18]. En France métropolitaine, 1’incidence était de 60/100.000 habitants en
1972 contre 15/100.000 en 1991. Au début des années 1990, un renversement de situation a
¢té observé avec une augmentation de 11% du nombre de cas déclarés entre 1991 et 1993
[16]. Cette période était concomitante de I’augmentation du nombre de cas de SIDA et
précédait I’arrivée des associations antirétrovirales efficaces dans le traitement de 1’infection
VIH [5]. Depuis, I’incidence a eu de nouveau une tendance a la baisse jusqu’en 2005, s’est
stabilisée en 2006, puis a connu une augmentation depuis 2007. L’évolution variait en
fonction du lieu de naissance : chez les personnes nées en France, elle concernait surtout les
jeunes enfants de moins de 5 ans et les jeunes adultes (20-29 ans) ; alors que pour les
personnes nées a I’étranger, elle concernait surtout les 5-9 ans et les plus de 24 ans [4].

Depuis juillet 2007, I’obligation de vacciner tous les enfants par le BCG a été levée. Elle est

remplacée par une recommandation chez les enfants a risque de tuberculose [19].
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Figure 8 — Taux de déclaration (pour 100.000 habitants) de tuberculose maladie par région en 2008 [17].

1.2 Evolution de I’infection chez ’homme

Le risque d’infection et d’évolution vers la tuberculose maladie du sujet exposé au bacille
tuberculeux dépend essentiellement de facteurs indépendants a 1’hote telles que la richesse en
bacilles émis par le malade « cracheur », la proximité du contact, la durée de I’exposition et la
virulence de la souche, mais également de facteurs inhérents a celui-ci tels qu’un age extréme,
une dénutrition ou une immunodépression.

Apres introduction du bacille tuberculeux dans les alvéoles pulmonaires et rencontre avec les
macrophages locaux, plusieurs éventualités sont susceptibles de se présenter. La primo-
infection tuberculeuse est le plus souvent inapparente en clinique et résolutive spontanément
grace a une réaction immunitaire innée efficace suivie d’une réponse immunitaire adaptative
spécifique si les mycobactéries ont ét¢ capables de survivre voire de se multiplier. Cette
résolution spontanée se rencontre chez 90% des sujets infectés. Dans ce cas, la rencontre avec
le bacille et le développement d’une réponse immunitaire spécifique a pour unique trace une
réaction tuberculinique positive ou un test sanguin évaluant la sécrétion d’interféron-gamma
(IFNy) positif. Cependant, une réactivation n’est pas a exclure chez ces sujets a 1’occasion
d’une baisse de I’immunité cellulaire : vieillissement, stress, malnutrition, mais surtout
immunodépression (corticothérapie, chimiothérapie cytolytique, infection par le VIH, ...).
L’évolution vers la tuberculose maladie peut suivre deux mécanismes distincts : soit une
progression rapide (plus fréquente chez I’enfant, [’adolescent et la personne

immunodéprimée), soit une progression plus lente, aprés une période de latence pouvant
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atteindre plusieurs dizaines d’années (voire I’absence de tuberculose maladie du fait d’une
phase latente infinie sans progression avec bacilles quiescents), situation fréquente chez
I’adulte. Ainsi, 10% des adultes immunocompétents infectés développent la maladie au cours
de leur vie avec un risque maximal dans les 2 ans qui suivent le contage (50% d’entre eux),
risque diminuant avec le temps. Ce risque est en revanche plus élevé chez I’enfant avec une
probabilité d’évolution a 45% pour les moins de 1 an, a 25% chez les moins de 5 ans et a 10-
15% chez I’adolescent au cours des 2 années qui suivent la contamination. Ce risque est
¢galement plus élevé chez I’adulte immunodéprimé avec un chiffre a 30% dans I’année qui
suit pour les sujets VIH positifs puis un risque évalué¢ a 8-10% par an [3,16].

Non traitée, la tuberculose maladie conduit au déces dans 50% des cas, & une guérison
spontanée dans 25% des cas et évolue de facon chronique chez les 25% restants. Ce mode
d’évolution chronique est en grande partie responsable de la diffusion de la maladie. La
guérison est obtenue dans quasiment 100% des cas si le patient bénéficie d’un traitement
adapté. Chez le patient immunodéprimé, la rapidité de stérilisation est inversement
proportionnelle au degré d’immunodépression. Le pronostic de la tuberculose maladie a
bacilles MDR est beaucoup plus sombre chez I'immunodéprimé puisque le taux de déces
atteint 80% [20].

A Theure actuelle, nous ne disposons d’aucune donnée scientifique concernant la
prédisposition a évoluer d’un seul tenant vers la tuberculose maladie. Les études
épidémiologiques ont cependant permis de définir les groupes a risque d’évolution rapide
aprés la primo-infection tuberculeuse. En effet, les enfants de moins de 4 ans et les
adolescents agés de 12 a 15 ans sont a risque d’évoluer rapidement vers la tuberculose
maladie et de développer une forme compliquée (forme miliaire, forme méningée, atteintes

lymphatiques) [16].

1.3 Histoire naturelle de la maladie chez ’homme

1.3.1 Mode de contamination

La transmission des mycobactéries de la tuberculose est essentiellement interhumaine par voie
aérienne. Les bacilles sont transmis par I’intermédiaire des gouttelettes de sécrétions
respiratoires (gouttelettes de Pfliigge) émises par le patient bacilliféere en toussant, en
éternuant, en parlant ou lors d’un examen telle qu’une bronchoscopie [20]. Ces gouttelettes en

suspension, trés fines (1 a 5 pm), chargées en bacilles constituent un véhicule tres efficace
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puisqu’elles ne peuvent pas étre capturées par le tapis muco-ciliaire et suivent donc le flux
d’air respiratoire jusqu’aux alvéoles. Les tuberculoses sources de contamination sont les
formes pulmonaires et exceptionnellement les formes laryngées. La tuberculose latente n’est
pas contagieuse. Un malade « cracheur » émet au moins 10* bacilles/mL de crachat et on
estime qu’il infecte 30% des sujets contacts, les 70% restants ne présentant pas de signes
d’infection [1]. Le risque de transmission est nettement supérieur chez les tuberculeux dont
I’examen microscopique, pratiqué sur prélévement respiratoire ou sur tubage gastrique, est
positif. Le nombre minimal de bacilles capables d’entrainer une infection est estimé a 100
mais peut varier en fonction du statut immunitaire des individus et de la virulence des souches
(1 a 10 bacilles). Ces données concernant la transmissibilité sont issues des études

¢pidémiologiques réalisées autour de cas de tuberculose active a expectoration positive [16].

1.3.2 Primo-infection tuberculeuse [1,16,21]

Lors du contage, le bacille parvient jusqu’aux alvéoles pulmonaires en suivant la voie
aérienne. A ce niveau, les mycobactéries sont phagocytées par les macrophages locaux. S’en
suit une réaction inflammatoire locale et chronique définissant la Iésion primaire ou chancre
tuberculeux d’inoculation. Cette réaction immunitaire non spécifique fait intervenir les
monocytes et les macrophages et peut suffire a contenir I’infection en détruisant les bacilles.
Apres multiplication intra-macrophagique, la réponse immune adaptative a médiation
cellulaire prend le relai. Cette réponse n’est donc pas immédiate et nécessite plusieurs
semaines. L’entité histologique typique est le granulome avec nécrose caséeuse centrale,
résultat de la cytolyse, que 1’on retrouve au niveau des apex pulmonaires. Le tubercule est de
taille plus ou moins importante, allant du grain de millet (forme miliaire) a plusieurs
centimétres de diamétre (granulome avec caséification). Dans le granulome, les bacilles non
détruits persistent a 1’état quiescent avec une multiplication lente du fait d’une concentration
en oxygene faible si le caséum est solide. A partir de cette 1ésion primaire, les macrophages
infectés peuvent migrer vers les ganglions satellites conduisant alors au complexe
gangliopulmonaire de la primo-infection tuberculeuse. Si le granulome est de petite taille et
I’évolution favorable, s’en suit une calcification qui conduit le plus souvent a une guérison
spontanée. Cette calcification est visible sur radiographie.

L’origine et I'importance des Iésions tissulaires engendrées sont corrélées a la réponse
immunopathologique de I’hote. La pathogénicité dépend de I’immunité a médiation cellulaire.

Cette immunité spécifique est obtenue 6 a 12 semaines apres la contamination et se traduit par
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une réaction cutanée a la tuberculine de type hypersensibilité retardée (HSR) de type 4 ou par
un test biologique mesurant la sécrétion d’IFNy positif. L’HSR est d’intensité variable et

n’exprime pas un état de protection acquis.

1.3.3 Evolution en tuberculose maladie [1,16,21]

En I’absence d’une réponse immunitaire innée efficace et si I’organisme ne parvient pas a
mettre en place une réponse immunitaire cellulaire spécifique, 1’évolution en tuberculose
maladie peut faire suite a la primo-infection. La multiplication bactérienne, augmentant la
charge antigénique, a pour conséquence un afflux des monocytes circulants. Les lymphocytes
cytotoxiques : natural killer (NK) et T CDS8, ainsi que les produits issus de la multiplication
bactérienne intracellulaire, induisent la lyse des macrophages contribuant a la nécrose. Cette
nécrose est controlée par D’afflux d’autres macrophages et de lymphocytes T helper.
L’ensemble constitue le granulome avec au centre le caséum correspondant aux produits de
nécrose. En présence d’une réaction cellulaire normale, le caséum est solide et n’autorise pas
la multiplication bactérienne. En I’absence de réponse immune cellulaire, le granulome ne se
forme pas et les macrophages infectés non activés sont lysés par les cellules NK et T CDS et
libérent leur contenu ce qui contribue a la formation d’un caséum liquide. Ce milieu,
contrairement au caséum solide, est oxygéné et favorable a la multiplication bactérienne. La
nécrose se poursuit de proche en proche jusqu’a former une cavité : on parle de caverne
tuberculeuse. Dans ces conditions, une caverne de taille moyenne peut contenir jusqu’a 10°
bacilles. L’écoulement du caséum liquide par voie bronchique est possible : le tuberculeux est
dit « cracheur » et est trés contagieux.

Au cours de cette évolution, une multiplication bactérienne intracellulaire, dans les
macrophages, et extracellulaire, dans les alvéoles, est active. Les macrophages peuvent
rejoindre les ganglions régionaux. Une diffusion systémique fait suite, en empruntant la voie
hématogene et/ou lymphatique, vers les tissus a concentration en oxygene plus élevée tels que
les segments pulmonaires apicaux et dorsaux des lobes supérieurs, et les zones les plus
vascularisées des organes cibles comme la moelle osseuse, le foie, la rate, le cortex rénal, les
corps vertébraux, I’épiphyse des os longs, les méninges. La moelle osseuse, le foie et la rate
ne constituent pas un environnement trés favorable a la croissance des mycobactéries et leur
multiplication y est exceptionnelle. En revanche, les voies aériennes supérieures, le rein, les

os et les méninges constituent un environnement favorable a leur développement.
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1.3.4 Acteurs cellulaires et mécanismes moléculaires [1,16,21]

De nombreux acteurs cellulaires et mécanismes moléculaires interviennent dans ce processus.
L’organisation du granulome tuberculeux est identique a celle des granulomes inflammatoires
chroniques. Avant activation effective des macrophages, la multiplication bactérienne permet
I’apparition en surface de structures associées aux molécules de complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) reconnues par les cellules cytolytiques NK et T CD8 entrainant la
lyse du macrophage et libération de son contenu. Ce début de nécrose entraine un afflux
majeur de cellules mononucléées qui s’organisent en couronnes successives. Au centre, on
retrouve des macrophages plus ou moins activés, nécrosés voire apoptotiques contenant des
bacilles. Des cellules épithélioides les entourent. On peut parfois observer des cellules de
Langhans, cellules géantes multinucléées résultant de la fusion de plusieurs macrophages ou
de division(s) sans cytodiérese(s). La couronne périphérique du granulome est constituée de
fibroblastes globuleux et de cellules mononucléées. Des marquages immunohistochimiques
permettent de mettre en évidence la présence de cellules dendritiques, de lymphocytes T, de
lymphocytes B et de plasmocytes. Le fond est fait de fibrine et de collagéne.

La formation du granulome est donc sous la dépendance de la réponse immunitaire innée et
acquise, et de la composition pariétale de la mycobactérie. L’élément inducteur n’est autre
que le contact, au niveau des alvéoles, de la bactérie avec le macrophage et/ou le monocyte.
L’adhésion bactérie-macrophage alvéolaire fait intervenir les épitopes du bacille et des
récepteurs spécifiques de la cellule. Une fois le bacille fixé a la membrane cellulaire,
I’invagination de la mycobactérie puis la formation du phagosome font suite. Celui-ci
s’entoure d’une protéine appelée T.A.C.O. (tryptophan aspartate-containing coat) responsable
de I’absence de fusion phagosome-lysosome. L’activation du macrophage s’en suit. Dans le
phagosome, M. tuberculosis contribue au maintien d’un pH élevé compatible avec sa
multiplication. Au cours de sa croissance dans le phagosome, il y a libération d’enzymes
lytiques qui dégradent cette enveloppe et permet aux mycobactéries de rejoindre le
cytoplasme. Les bacilles sont capables de s’y multiplier ce qui entraine une destruction du
macrophage et leur relargage en milieu extracellulaire. Les mycobactéries libérées peuvent
infecter de nouveaux macrophages, des pneumocytes ou étre pris en charge par des cellules
dendritiques. Les cellules dendritiques capables de migrer vers les ganglions lymphatiques
drainants font le lien avec la réponse immunitaire adaptative. La cellule phagocytaire infectée
présente les antigénes mycobactériens a sa surface grace aux molécules de CMH de classe I et
IT et sécrete de I'IL12. Cette chimiokine est indispensable au recrutement (migration,

adhésion) des cellules mononucléées. L°’IL12 permet également I’activation des lymphocytes
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T. Leur activation entraine la sécrétion d’IFNy et de tumor necrosis factor (TNF) a permettant
I’activation des macrophages. Les lymphocytes T CD4 sécretent de I'IL2 permettant une
multiplication clonale des cellules T. Les lymphocytes T CDS8 activés sécretent du GM-CSF
impliqué également dans ’activation du macrophage. Deux sous-populations de lymphocytes
T CD4 sont distinguables par leur propriété de sécrétion : les Thl (sécrétant 'IFNy, I'IL2 et le
TNFa) impliqué dans 1’activation de la réponse immune a médiation cellulaire, et les Th2
(sécrétion d’IL4, d’ILS, d’IL10 et d’IL13) a effet freinateur sur la réponse immunitaire. Au

cours de cette infection, la voie Thl prédomine avec une activité pro-inflammatoire
(dépendante de I’'ITFNy et du TNFa), une activité¢ d’aide a la prolifération (par sécrétion d’1L2)
et une fonction cytolytique. La réaction cellulaire pro-inflammatoire de type 1 est retrouvée

au niveau des sites infectieux tandis que les cellules de type 2 prédominent dans le sang
circulant.
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Figure 9 — Représentation schématique et simplifiée des phénomeénes cellulaires et moléculaires d’apres les

informations du chapitre « Physiopathologie et immunité de ’infection tuberculeuse » de la référence [16].

Fléches pleines : effet activateur ; fléches en pointillé : effet freinateur.
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M. tuberculosis est capable de résister aux mécanismes de défense innée habituellement
suffisants pour les autres bactéries. L’inhibition de la croissance et la bactéricidie dans le
macrophage activé reposent sur deux mécanismes. Le premier fait intervenir les dérivés
toxiques du monoxyde d’azote, il s’agit du mécanisme principal. Le second fait appel a la
voie des dérivés dépendants de I’explosion oxydative. Ce mécanisme est plus controversé.

Les cellules dendritiques occupent une place essentielle dans le lien réponse innée et
adaptative. Elles sont en effet capables d’internaliser des mycobactéries vivantes et d’en
restreindre la multiplication. Ces cellules, issues des monocytes, activées par des cytokines
puis infectées, sont capables de lier spécifiquement et de phagocyter les mycobactéries. Les
bacilles alors phagocytés sont incapables de se multiplier du fait d’une absence de relation
entre vacuoles d’internalisation et circuits métaboliques intra-cytoplasmiques. Cependant, en
I’absence de cytokines, les cellules dendritiques se comportent comme les macrophages sur
les bacilles. Si elles sont infectées a 1’état non activé, une multiplication bacillaire est possible
et la dissémination vers les tissus lymphoides autorisée. Elles jouent également un role majeur
dans la constitution de I’environnement cytokinique par sécrétion de médiateurs solubles
indispensables a la réponse immunologique innée et intervenant dans la prolifération des
cellules lymphoides naives.

Les 1¢sions tissulaires sont induites par la réponse inflammatoire. Il existe une relation inverse
entre la réponse cellulaire T et ’importance des 1ésions. Dans une forme mineure ou une
guérison spontanée, I’HSR a la tuberculine obtenue est intense et les lymphocytes T in vitro
sont bons répondeurs aux antigeénes spécifiques. Dans les formes disséminées, on n’observe
pas de réponse cutanée a 1’intradermo-réaction (IDR) et les lymphocytes T in vitro sont
mauvais répondeurs. Dans I’immunodépression induite par D’infection VIH qui touche
s¢lectivement les lymphocytes T CD4, la réactivation d’une tuberculose guérie et 1’évolution
vers la forme maladie sont fréquentes. Dans cette situation, le déficit en lymphocytes T
empéche D’activation des macrophages et la formation du granulome, les bacilles peuvent
alors étre transportés dans la totalité¢ de I’organisme, définissant une tuberculose généralisée.
Les connaissances tenant a I’immunologie de la physiopathologie, aux mécanismes de
protection ne sont que partielles. En grande partie, elles sont issues de modeles expérimentaux
et peu d’entre elles ont pu €tre confirmées chez ’homme. Chez le sujet immunocompétent, la
réaction immunologique au cours de la primo-infection est plus ou moins intense en fonction
des individus, de la souche, de la dose infectante, mais la réaction développée est capable de
le protéger d’une nouvelle infection. En France et dans les pays industrialisés, 90% des sujets

infectés sont immuns sans développement de la maladie malgré la persistance de bacilles

37



quiescents et de possibles périodes de réinfection. L’état d’équilibre est en faveur de 1’hote
avec une guérison apparente, mais cet €tat peut étre rompu si le systéme immunitaire est altéré
par une thérapeutique immunosuppressive (corticoides, anti-TNFa, ...) ou par une pathologie
acquise (silicose, diabete, VIH, ...). Des facteurs génétiques de 1’hote ont été identifiés et sont
reconnus responsables d’une évolution défavorable de I’infection. Il s’agit de I’anomalie
portant sur le récepteur de I’'lFNy et du déficit portant sur le récepteur a I’'IL2. De nombreux

points restent a éclaircir en ce qui concerne la protection acquise a long terme.
1.4 Diagnostic clinique
1.4.1 Aspects cliniques [16,20-22]

e Primo-infection tuberculeuse

Elle est le plus souvent asymptomatique mais peut entrainer une discréte altération de 1’état
général avec asthénie et fievre modérée. On observe plus rarement un érythéme noueux, une
kératoconjonctivite phlycténulaire ou une pleurésie sérofibrineuse si le chancre d’inoculation
est sous-pleural. L’évolution est spontanément favorable dans 90% des cas en 1’absence
d’immunodépression. Les complications sont rares avec de possibles troubles ventilatoires ou

des bronchectasies.

e Infection tuberculeuse latente

Elle est asymptomatique.

* Tuberculose pulmonaire

Elle est due a la dissémination du bacille par voie bronchique a partir du nodule de primo-
infection, les régions atteintes €tant les plus ventilées en raison du type respiratoire du bacille.
La tuberculose pulmonaire commune atteint en priorité les sommets des lobes et les segments
postérieurs du parenchyme pulmonaire. Les signes généraux retrouvés sont une altération de
I’état général avec asthénie, un amaigrissement, une fiévre souvent vespérale et peu élevée,
des sueurs nocturnes. La symptomatologie prédominante est respiratoire avec une toux
prolongée mucopurulente pouvant étre accompagnée d’hémoptysies, rarement de douleurs
thoraciques voire d’une dyspnée évoquant une atteinte pleurale. En général, la toux survient

précocement dans 1’infection mais elle peut ne pas étre productive.
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Chez le sujet VIH positif, la symptomatologie peut étre atypique et une fievre prolongée

inexpliquée doit initier la recherche de tuberculose.

* Tuberculose miliaire
Il s’agit d’une infection généralisée, faite de multiples granulomes de la taille d’un grain de
mil. Elle survient classiquement peu de temps aprés la primo-infection ou au stade terminal
d’évolution d’une tuberculose chronique non traitée. Les principaux symptomes retrouvés
sont généraux (altération de 1’état général marquée, ficvre) et respiratoires avec une dyspnée
voire un syndrome de détresse respiratoire aigué dans la forme suraigué (miliaire
asphyxiante). Des signes neuroméningés a type de céphalées, d’obnubilation voire de coma,
des troubles psychiatriques et une atteinte des nerfs craniens peuvent étre présents chez

I’adulte et sont souvent au premier plan chez le nourrisson.

* Formes extrapulmonaires

Elles surviennent surtout chez le sujet immunodéprimé et le nourrisson apreés dissémination
du bacille par voie hématogene et/ou lymphatique. Elles représentent environ 25% des
tuberculoses déclarées en France. Le diagnostic repose alors sur I’isolement du bacille ou sur

les examens anatomopathologiques de la biopsie.

o Tuberculose ganglionnaire

Il s’agit de la forme extrapulmonaire la plus fréquente. La présentation clinique la plus
commune est une adénopathie cervicale unilatérale et volumineuse. L’adénopathie peut
fistuliser a la peau. Des adénopathies multiples ou de localisations différentes, voire
profondes, sont possibles et correspondent a des tuberculoses plus importantes. Ces formes
généralisées sont décrites au cours du SIDA. La biopsie exérése du ganglion permet d’isoler

la mycobactérie et son histologie est évocatrice.

o Tuberculose osseuse

La spondylodiscite tuberculeuse ou mal de Pott est ’atteinte osseuse la plus fréquente. Elle

correspond a une atteinte vertébrale et discale avec formation d’abces paravertébraux pouvant
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entrainer des déformations rachidiennes et des tassements vertébraux ainsi que des
complications neurologiques par compression. Elle affecte préférentiellement le rachis
thoracique inférieur, plus rarement cervical ou lombaire.

Des ostéo-arthrites affectant les articulations périphériques sont décrites. Elles évoluent sur le
mode chronique et touchent plus fréquemment la hanche et le genou. Cette localisation est
plus fréquente chez I’enfant du fait d’une vascularisation plus importante des épiphyses. La

biopsie osseuse est nécessaire au diagnostic en I’absence d’autre localisation.

o Formes neuroméningées

La méningite tuberculeuse est d’installation progressive. Les signes cliniques habituels sont
retrouvés (céphalées, raideur de nuque, obnubilation). L’orientation diagnostique est fournie
par 1’étude du liquide céphalo-rachidien (LCR) présentant une cytologie a prédominance
lymphocytaire ou panachée, une hypoglycorachie et une hyperprotéinorachie franche.
L’isolement de la mycobactérie y est rare.

Des tuberculomes intracérébraux peuvent se développer. Les symptomes retrouvés sont une
accentuation des troubles neurologiques et psychiatriques voire des crises convulsives. Ils

peuvent conduire a une hydrocéphalie nécessitant le recours a une dérivation ventriculaire.

o Pleurésies et péricardites

Le bacille peut atteindre la plévre au cours de la primo-infection ou la rejoindre apres rupture
d’une cavité ou fistule bronchopleurale.

Les symptomes de la tuberculose péricardique ne sont pas spécifiques. On retrouve les signes
généraux d’infection associés a une toux, une dyspnée, une orthopnée et des douleurs

thoraciques.

o Tuberculose urogénitale

L’atteinte du tractus urinaire peut survenir quelle que soit la forme de tuberculose. Dans ce
contexte, le patient souffre de pyurie aseptique le plus souvent accompagnée de dysurie voire
d’hématurie. L’urographie permet d’évaluer I’étendue des 1ésions.

Une atteinte génitale est souvent associée. Chez ’homme, des calcifications peuvent étre

retrouvées sur la prostate, les vésicules séminales, les épididymes et les testicules. Chez la
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femme, ’atteinte débute par une salpingite occasionnant des douleurs pelviennes. Elle peut

ensuite s’étendre et étre responsable de stérilité.

o Tuberculose surrénalienne

Dans ce cas, une hypertrophie des surrénales avec ou sans calcification est observée. Elle est

responsable d’insuffisance surrénalienne.

o Tuberculose digestive

Le tube digestif est contaminé par déglutition des sécrétions respiratoires. L’infection peut
intéresser son ensemble. Les I€sions retrouvées sont des ulcérations ou des masses d’allure
tumorale. Des complications telles qu’une hémorragie, une perforation, une obstruction ou

une fistulisation peuvent survenir.

o Autres formes

La tuberculose laryngée, trés contagieuse, se présente sous des formes variées : érytheme,
ulcération ou masse pseudotumorale.

Des otites, des atteintes oculaires et des formes cutanées ont été décrites.

1.4.2 Examens complémentaires

* Radiographie pulmonaire [16,20-22]

Les anomalies sont de morphologie et d’étendue variables en fonction du stade d’évolution de

I’infection.

o La primo-infection

L’imagerie montre dans sa forme typique le complexe gangliopulmonaire correspondant a un
petit nodule parenchymateux associé a une adénopathie médiastinale unilatérale. Le nodule, le

plus souvent non visible, si¢ge habituellement au niveau du lobe moyen. L.’adénopathie peut

41



étre hilaire, interbronchique ou latérotrachéale. Rarement, on peut observer un épanchement

pleural.

o L’infection tuberculeuse latente

L’imagerie montre les séquelles de la primo-infection : calcification du nodule et/ou de

I’adénopathie.

o La tuberculose pulmonaire

La radiographie thoracique est en général évocatrice et montre des opacités infiltratives et
nodulaires au niveau des sommets, uni- ou bilatérales asymétriques, parfois excavées. Il est
possible d’observer un nodule isolé de forme pseudotumorale : le tuberculome, ou un aspect
de pneumonie tuberculeuse (dissémination bronchique sous une adénopathie obstructive). Des
adénopathies médiastinales satellites sont fréquentes.

Chez le sujet VIH positif, I’imagerie est souvent atypique. Les formes excavées sont rares,
I’atteinte des lobes inférieurs est fréquente et la radiographie peut étre normale en 1’absence

de réaction granulomateuse.

o La tuberculose miliaire

Les opacités micronodulaires diffuses, de 1 a 2 mm, sont évocatrices mais souvent a la limite
du visible. En général, la radiographie est suffisante mais parfois la tomodensitométrie permet
de mieux poser le diagnostic et de préciser le caractére excavé des lésions qui n’est pas
toujours évident sur cliché de radiographie. La tomodensitométrie est utile dans les formes
complexes : hémoptysie, caverne(s), atteinte pleurale, péricardique ou ganglionnaire. De plus,
elle permet d’obtenir un document de référence pour les contrdles ultérieurs et est trés utile a
I’arrét du traitement pour faire le bilan exact des séquelles (séquelles fibronodulaires,

bronchectasies, cavités résiduelles).
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* Apport de la biologie [20,21]

Un syndrome inflammatoire est souvent présent mais son absence n’élimine pas le diagnostic.
Une hyponatrémie survient au cours de la méningite tuberculeuse par sécrétion inappropriée
d’hormone antidiurétique.

Une cytolyse et une cholestase peuvent suggérer une localisation hépatique.

L’apport de la numération formule sanguine est faible. Elle peut mettre en évidence une
hyperleucocytose avec augmentation des monocytes et des polynucléaires €osinophiles, et une
anémie. On peut également retrouver une pancytopénie en raison d’un envahissement
médullaire par le bacille.

Une leucocyturie aseptique doit encourager la recherche de bacilles dans les urines.

Une sérologie VIH doit étre proposée systématiquement lors du diagnostic puisque cette

pathologie peut survenir au cours de 1’évolution de cette infection virale.

* Aspect histologique

La découverte d’un aspect granulomateux épithélioide et gigantocellulaire doit faire évoquer

le diagnostic de tuberculose.

1.5 Diagnostic immunologique

L’objectif des tests disponibles est de pouvoir identifier les personnes infectées. Le dépistage
a grande échelle de la tuberculose maladie est avant tout assuré par une radiographie
pulmonaire proposée aux populations les plus a risque de tuberculose. Le dépistage des
infections latentes n’a d’intérét que s’il existe un bénéfice a traiter ces personnes. Le bénéfice
du traitement de l’infection latente a ét¢ démontré chez les personnes ayant récemment
contracté le bacille (enquéte autour d’un cas), chez les enfants de moins de 15 ans et chez les
immunodéprimés. Les tests de dépistage de I'infection tuberculeuse latente sont représentés
par I’IDR a la tuberculine et par de nouveaux tests basés sur la mesure de la réponse immune
cellulaire via la production d’IFNy : IGRAs (interferon y releasing assays). Ils s’adressent aux
situations d’enquéte autour d’un cas, a la vérification du statut de certains professionnels
exposés (définis dans les articles R 3112-1 et 2 du code de la santé publique), a toute personne
devant bénéficier d’un traitement par anti-TNFa et constitue une aide au diagnostic des

tuberculoses extrapulmonaires [3].
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1.5.1 IDR a la tuberculine

Durant plus d’un siécle, ce test a été utilis€ comme moyen d’aide au diagnostic de la
tuberculose maladie et de I’infection latente. Jusqu’en 2003, il constituait 'unique moyen de
détecter une infection latente.

Le test de Mantoux consiste en I’injection de 0,1 mL de tuberculine en intradermique stricte
sur la face antérieure de I’avant-bras. La réaction cutanée induite entraine une élévation de la

peau de 6 a 10 mm de diametre [23].

e Bases immunologiques du test [21,23]

Les cellules T sensibilisées par I’infection tuberculeuse sont recrutées sur le site d’injection, y
libérent leurs cytokines et recrutent les cellules impliquées dans la réaction inflammatoire.
S’en suit la réaction cutanée de type HSR avec induration, vasodilatation locale, cedéme et
dépot de fibrine. Cette réaction débute 5-6 heures apres l'injection et I’induration est
maximale apres 48-72 heures. Dans le contexte d’une immunodépression affectant les
lymphocytes T CD4, une anergie cutanée est possible. En effet, chez le sujet immunodéprimé,
(notamment chez le sujet VIH positif), la diminution de I’immunité cellulaire entraine une

disparition progressive de cette HSR.
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Figure 10 —Bases immunologiques de I’IDR a la tuberculine et des tests IGRA [24].

e Interprétation [3,23,25]

La sensibilité, la spécificité et la prévalence de I’infection au sein des différentes populations

ont permis de déterminer des valeurs cibles pour I’interprétation du résultat en fonction du
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groupe de personnes auquel le patient peut étre rattaché. Ainsi, un résultat est considéré
positif si le diamétre est supérieur ou égal :

- a5 mm pour les sujets VIH positifs, les contacts récents, les transplantés d’organes,
les immunodéprimés, et en présence d’une radiographie du thorax évocatrice de
fibrose chez un patient ayant des antécédents de tuberculose ;

- a 10 mm pour les immigrants installés depuis moins de 5 ans et en provenance d’un
pays de forte prévalence, pour les usagers de drogue injectable, pour le personnel de
laboratoire de microbiologie, pour les enfants de moins de 4 ans, pour toute personne
exposée a un risque ;

- a 15 mm pour toute personne y compris en 1’absence de risque relevé.

Lorsque la valeur d’un test antérieur est disponible, un résultat est considéré positif si on peut
observer une augmentation d’au moins 10 mm du diametre de 1’induration.

Ce test n’est pas spécifique de I’infection tuberculeuse. Un résultat positif peut étre observé
dans les infections & mycobactéries non tuberculeuses ou aprées vaccination par le BCG. Des
résultats faussement négatifs sont obtenus lorsque le test est réalisé trop précocement dans
I’histoire de D’infection (avant mise en place de la réponse immune cellulaire) ou trop
tardivement (apres plusieurs années), lorsque le patient a regu un vaccin a virus vivant(s) ou
s’il a eu une infection virale récente, et s’il est réalisé chez un nourrisson de moins de 6 mois.
Les résultats sont dépendants de la qualité de I’administration et de la lecture. Le patient doit
venir en consultation deux fois : la premiére pour 1’injection et la seconde pour la lecture qui

doit étre effectuée impérativement 3 jours apres.

1.5.2 Tests interféron y : IGRAs

La reconnaissance du role majeur de I’'I[FNYy dans la réponse immune a médiation cellulaire a

permis la conception de ces nouveaux tests in vitro.

* Différentes générations de tests [3,26,27]
En 2003, le premier IGRA : QuantiFERON®-TB (Cellestis Limited, Carnegie, Victoria,
Australie) a pu étre utilisé. Il avait recours a une méthode ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) pour mesurer I’IFNy libéré en réponse a la PPD (purified protein

derivative) tuberculine. Cependant les difficultés de réalisation du test et sa faible spécificité
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(inférieure a I’'IDR) I’ont éliminé du marché depuis 2005. Depuis, trois nouvelles générations
de tests ont vu le jour.

En 2005, le test QuantiFERON®-TB Gold a été mis sur le marché. Il permet de détecter la
sécrétion d’IFNY sur sang total hépariné apres incubation de 16-24 heures en présence de trois
peptides synthétiques : ESAT-6 (early secretory antigenic target-6, protéine de 6 kDa), CFP-
10 (culture filtrate protein-10, protéine de 10 kDa) et TB7.7 (Rv2654). Ces protéines sont
codées par des geénes localisés sur la région de délétion 1 (RDI1) retrouvée chez M.
tuberculosis, M. africanum et chez les souches pathogenes de M. bovis. Cette RD1 est absente
de la souche BCG et de la plupart des mycobactéries atypiques (a I’exception de M. kansasii,
M. szulgai et de M. marinum). L’utilisation de ces protéines rend le test plus spécifique que
celui utilisant la PPD tuberculine. Le délai avant mise en contact des peptides ne doit pas
excédé 12 heures du fait d’un risque d’altération des cellules. Ce test repose sur une technique
ELISA. Le témoin contrdle positif utilise un mitogéne : la phytohémagglutinine et le témoin
négatif est constitué d’une solution saline.

En 2007, le QuantiFERON®-TB Gold In Tube a amélioré la phase pré-analytique puisque les
contrdles et le mélange antigénique ont été incorporés dans trois tubes différents utilisés pour
le prélévement. Le tube contréle négatif contient de 1’héparine, le tube controle positif de
I’héparine, du dextrose et de la phytohémagglutinine, le tube test contient 14 peptides
représentant les séquences complétes de ESAT-6 et de CFP-10 et une partie de TB7.7. Un
recueil de 3x1 mL de sang est nécessaire. Apres incubation de 16-24 heures et séparation du
plasma, I’IFNY est quantifié par technique ELISA.

En 2008, le T-SPOT®-TB (Oxford Immunotec, Abingdon, UK) a été développé. Ce test
permet une analyse sur les cellules mononucléées sanguines. La technique utilisée est
différente de celle des tests précédents : ELISPOT (enzyme-linked immunospot assay) mais
les peptides utilisés sont les mémes. Cette technique a été ¢tudiée par Jafari et al. [28] sur des
cellules mononucléées de liquide bronchoalvéolaire (LBA). Ces auteurs rapportent des
résultats concluants quant au diagnostic de tuberculose pulmonaire a examen microscopique

négatif sur ce type de prélevements.

* Sensibilité et spécificité
En I’absence de gold standard pour le diagnostic d’infection tuberculeuse latente, la sensibilité

et la spécificité ne peuvent pas étre correctement définies. La sensibilité correspond a la

proportion de patients avec tuberculose active (confirmée par la culture) présentant un test
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positif. La spécificité est évaluée chez des personnes ne présentant pas de risque de
tuberculose. En 2004, Pai et al. [24] ont analysé différentes études reprenant les tests
commercialisés et des essais « maison » afin d’évaluer les performances des protéines
spécifiques et de la PPD tuberculine. La sensibilité et la spécificité des études variaient en
fonction des populations étudiées, des protéines et des techniques utilisées. Ces auteurs ont
démontré que globalement, la sensibilité de la PPD tuberculine est supérieure a un test IGRA
n’utilisant qu’une seule protéine, mais I’IGRA utilisant au moins deux protéines présente une
meilleure sensibilité que la PPD tuberculine. La spécificité de 'IGRA est supérieure a la PPD
tuberculine. En 2006, plusieurs études ont été reprises par Pai et al. [29] afin d’estimer la
sensibilité et la spécificité des tests commercialisés QuantiFERON®-TB Gold et T-SPOT*®-TB
et celles de I'IDR.

Tableau II — Comparaison de I’IDR a la tuberculine aux IGRAs commercialisés [29].

IDR a la tuberculine

Performances et caractéristiques

IGRASs : QuantiFERON®-TB
Gold et T-SPOT®-TB

Sensibilité estimée (patients avec

tuberculose active)

75-90% (plus faible chez les

immunodéprimés)

75-95% (données indisponibles

chez les immunodéprimés)

Spécificité estimée (individus sains,

absence d’antécédents de tuberculose

70-95% (plus faible chez les

populations vaccinées par le

90-100% (y compris dans les

populations vaccinées)

maladie et d’exposition) BCG)
Réaction croisée avec le BCG Oui Peu probable
Réaction croisée avec les mycobactéries Oui Peu probable mais niveau de

non tuberculeuses

preuve limité

Reproductibilité

Peu de données

Modérée et variable

Amplification du résultat apres répétition Oui Non
du test
Bénéfice a traiter les tests positifs (essais Oui Absence de preuve

randomisés)

Ces deux analyses concluent a une meilleure sensibilit¢ des IGRAs utilisant plusieurs
protéines codées par des génes de la RD1, a une meilleure corrélation avec 1’exposition a M.
tuberculosis et a une moindre réaction croisée avec la vaccination par le BCG et les infections

a mycobactéries atypiques [24,29].

Tableau III — Caractéristiques des kits QuantiFERON®-TB Gold In Tube et T-SPOT®-TB commercialisés en
France [30,31].

| | QuantiFERON®-TB Gold In Tube | T-SPOT®-TB |
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Sensibilité 89% ~95%
Spécificité 99% ~100%

Comme tout test diagnostique, les valeurs prédictives positive et négative dépendent de la

prévalence de I’infection dans la population étudiée.

e Interprétation [3,26,27,32]

Le résultat obtenu est qualitatif. Un résultat positif indique la présence d’une réaction immune
due a la présence de la mycobactérie chez le patient. Le test ne peut pas étre interprété lorsque
le controle négatif présente un taux ¢€levé d’IFNy et/ou lorsque le contréle positif avec
mitogene présente un taux faible. Dans ce cas, un nouveau prélévement doit étre effectué, ou
une IDR, si le patient est a risque de tuberculose.

Ces tests ne permettent pas de différencier infection latente de maladie tuberculeuse. Le
diagnostic d’infection latente ne peut étre posé¢ qu’apres exclusion du diagnostic de maladie
par évaluation médicale. Les performances n’ayant pas encore été déterminées chez les
immunodéprimés et les enfants de moins de 5 ans, qui sont pourtant a risque accru
d’évolution vers la maladie, des résultats négatifs ne permettent pas d’exclure la maladie a
eux seuls. De ce fait, I’utilisation de ces tests n’est pas recommandée chez ces sujets.

Les avantages a utiliser un IGRA sont qu’ils autorisent une seule visite, qu’ils fournissent des
résultats objectifs, rapides et reproductibles et permettent 1’absence d’interférence avec le
vaccin BCG. Les limites sont les délais de transport et d’incubation, 1’exécution,

I’interprétation du test, et le coft.

* Indications validées en France [32]

La Haute Autorité de Santé¢ (HAS) a validé, en 2006, quatre indications quant a I’utilisation de
ces tests sanguins pour le diagnostic de I’infection tuberculeuse latente en remplacement de
I’'IDR :

- Enquéte autour d’un cas, seulement chez les plus de 15 ans ;

- Dépistage a ’embauche des professionnels de santé et ceux travaillant dans un service

a risque ;
- Aide au diagnostic des formes extrapulmonaires ;

- Avant traitement par un anti-TNFa..
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La HAS indique qu’un traitement doit s’en suivre en fonction des autres données médicales
disponibles.
D’autres indications seraient intéressantes mais ne sont pas encore validées :

- Le suivi de I’infection latente pour évaluer le risque d’évolution ;

- Utilisation chez le sujet VIH positif ;

- Utilisation chez les moins de 5 ans.

Le test de diagnostic indirect est choisi en fonction du contexte, de sa disponibilité et de son
cott. Un test IGRA est utilisable dans les mémes situations que I’'IDR a condition qu’il
s’adresse a des populations pour lesquelles ses performances ont été établies. Le test sanguin
sera privilégié chez les patients peu compliants aux soins et chez les personnes vaccinées par
le BCG. L’IDR a la tuberculine est préférée chez les enfants de moins de 5 ans. Il est possible
de réaliser les deux méthodes pour confirmer un diagnostic si le résultat obtenu avec 1’une est
indéterminé ou discordant avec la situation clinique et/ou épidémiologique, ou s’il s’agit de
convaincre le patient d’avoir recours a une thérapeutique.

Si la maladie est suspectée, quel que soit le test utilisé, il ne suffit pas a lui seul pour poser le
diagnostic, 1’évaluation supplémentaire doit comporter une radiographie du thorax, une étude

bactériologique, une sérologie VIH et d’autres examens en fonction de la clinique.

1.5.3 Sérologie

Le diagnostic bactériologique de tuberculose restant délicat du fait de la sensibilité de
I’examen microscopique et de la lenteur de la culture, de nombreuses €quipes ont tenté de
mettre au point un sérodiagnostic par mise en évidence d’anticorps voire d’antigénes sériques.
Un test sérologique fiable pourrait en effet apporter au clinicien une aide diagnostique rapide.
Les intéréts recherchés sont multiples. En établissant une corrélation entre le taux d’anticorps
et le stade de I’infection tuberculeuse, il serait possible de diagnostiquer une tuberculose
active (y compris les formes paucibacillaires et extrapulmonaires), d’en suivre le traitement et
de différencier une infection tuberculeuse latente d’une tuberculose maladie. Grace a la
spécificité des antigenes, il serait possible de distinguer les sujets contacts des sujets vaccinés
par le BCG. Les différentes études se sont portées sur 1’utilisation de complexes antigéniques
plus ou moins purifiés, de protéines ou de glycolipides isolés plus ou moins spécifiques de
genre et d’espéces [33-41]. Quelques kits sont commercialisés. Le PATHOZYME® TB
COMPLEX PLUS (Omega Diagnostics LTD.) permet la détection d’IgG développées en
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réponse a I’infection par une mycobactérie du complexe de la tuberculose. Le
PATHOZYME® MYCO 1IgG / IgA / IgM (Omega Diagnostics LTD.) permet la détection
d’IgG, d’IgA et d’IgM développées en réponse a I’infection par une mycobactérie. Les kits
Anda-TB (ANDA Biologicals S.A., Strasbourg) utilisent le complexe antigénique A60 (issu
de M. bovis) pour le diagnostic d’infection a mycobactéries. Toutes les études de mise au
point de méthode et les évaluations de kits commerciaux indiquent un manque de sensibilité
de la sérologie qui peut étre améliorée par la combinaison de plusieurs antigénes protéiques
ou lipidiques [42,43]. Les obstacles tenant a leur faible sensibilité et a la variabilité¢ de leur
spécificité font qu’actuellement ces tests de sérologie n’ont pas leur place en routine.
Toutefois, ils semblent utiles lors de campagnes de dépistage dans les zones de forte

endémicité du fait de leur faible cott [33].

1.6 Diagnostic microbiologique

Le diagnostic de certitude de la tuberculose repose sur la mise en évidence de bacilles acido-
alcoolo résistants (BAAR) a I’examen microscopique et 1’obtention de la mycobactérie en
culture. L’obtention de la mycobactérie en culture permet d’identifier I’espéce, d’étudier sa
sensibilité¢ aux antituberculeux et d’enrichir les enquétes épidémiologiques. Quelle que soit la
mycobactérie impliquée, elle requiert un milieu enrichi, et du fait de sa croissance lente, une
décontamination du prélévement est un préalable indispensable si le site comporte une flore

commensale.

*  Prélevements [1,44,45]

Idéalement, les prélévements doivent étre réalisés avant le début du traitement. Leur nature
dépend du site suspect d’infection. Dans tous les cas, des mesures de sécurité a 1’égard des
personnels les manipulant doivent étre assurées du fait de la pathogénicité¢ de M. tuberculosis
et de sa capacité a se propager dans I’air. Les prélevements doivent étre recueillis dans des
pots ou tubes stériles hermétiques, et étre rapidement acheminés au laboratoire. Si I’analyse a
besoin d’étre différée, la conservation s’effectue a 4°C afin de limiter la croissance de la flore
commensale d’accompagnement. Du fait de leur faible richesse en bacilles, apres
décontamination et fluidification si besoin, une centrifugation est indispensable a la
concentration de 1’échantillon bactérien. Le culot obtenu permet la réalisation des frottis,
I’ensemencement des milieux de culture et est éventuellement utilis¢é en vue d’une

amplification génique. Historiquement, ce culot était inoculé au cobaye.
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o Tuberculose pulmonaire

Les prélévements respiratoires recueillis doivent subir une fluidification et une
décontamination. Les crachats doivent étre recueillis apres effort de toux le matin au réveil
pour ramener les sécrétions bronchiques accumulées durant la nuit. Si le volume est
insuffisant ou si le prélévement a un aspect salivaire, il doit étre rejeté. Chez les enfants qui ne
savent pas cracher et les patients qui ne veulent pas cracher, un tubage gastrique peut
remplacer 1’expectoration. Aprés alitement, les sécrétions bronchiques dégluties sont
récupérées. Dans ce cas, si I’acheminement au laboratoire est différé, 1’acidité du milieu doit
étre neutralisée.

Du fait de la présence discontinue du bacille dans les sécrétions respiratoires, I’examen doit
étre répété trois jours de suite. Lorsqu’il existe une forte présomption diagnostique et que les
trois examens successifs reviennent négatifs, le prélévement peut étre effectué au cours d’une
fibroscopie bronchique avec aspiration des sécrétions bronchiques distales ou LBA qui
augmente la sensibilit¢ de I’examen du fait de I’irritation bronchique provoquée. Les

expectorations post-fibroscopie doivent également étre analysés.

o Formes extrapulmonaires

Dans le cadre d’une suspicion de tuberculose rénale, les urines du matin sont recueillies aprés
restriction hydrique depuis la veille au soir. Elles sont décontaminées avant centrifugation.
L’examen est également renouvelé trois jours de suite.

La suspicion de méningite tuberculeuse doit amener le clinicien a réaliser une ponction
lombaire.

D’autres localisations peuvent étre investiguées suivant la clinique : liquides d’épanchements
(pleural, ascite, articulaire) mais aussi abces, 1ésions cutanées et autres tissus.

En cas de tuberculose disséminée, des hémocultures et une myéloculture peuvent é&tre
envisagées. Les prélevements de sang et de moelle osseuse doivent étre recueillis dans des
flacons spécifiques.

Le recueil et 1’étude microbiologique des selles lors de la tuberculose digestive ne sont pas
recommandés du fait de la richesse de la flore commensale. Il est préférable d’effectuer une

biopsie colique.
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o Prétraitement de 1’échantillon [1,44,45]

o Fluidification — décontamination

L’objectif de la fluidification du prélevement est de libérer les bactéries contenues dans le
mucus, le pus ou les cellules. Cette opération est réalisée a 1’aide d’un agent fluidifiant : la N-
acétyl-L-cystéine ou le laurylsulfate de sodium.

La décontamination contribue a 1’élimination des micro-organismes présents dans les flores
commensales. Elle utilise de la soude ou un acide dilué. La concentration du détergent utilisé
et le temps de contact doivent étre définis au laboratoire et E&tre respectés car les
mycobactéries ne sont pas totalement insensibles a ce traitement. La maitrise de la technique
est acquise lorsque le taux de cultures souillées est compris entre 2 et 5%. Il faut en effet
optimiser le diagnostic en ¢liminant la flore commensale et en limitant I’effet bactéricide sur
les mycobactéries.

Les prélévements issus de sites normalement stériles ne sont pas décontaminés (LCR, liquides
pleural, péricardique, articulaire, moelle osseuse, sang).

Différentes méthodes de décontamination sont utilisables. Celles a base de soude sont les
méthodes de Tacquet-Tison (laurylsulfate de sodium), de Kubica (N-acétyl-L-cystéine
sodique) et de Petroff (soude 4%). Les techniques a base d’acide disponibles sont : la méthode
a I’acide sulfurique 4%, la méthode au chlorure de benzalkonium, la méthode a 1’acide
oxalique et la méthode au chlorure de cétyl pyridinium et chlorure de sodium. La technique
recommandée est celle de Kubica car elle permet 1’inoculation de tous les milieux de culture
(liquide et solide), elle est validée pour les méthodes de détection automatisée et n’a pas
d’effet inhibiteur sur I’amplification génique. Pour les prélévements trés contaminés et
susceptibles de contenir des germes résistants a la technique standard (les Pseudomonas par
exemple), il est possible d’appliquer successivement deux techniques : méthodes Kubica et a

I’acide oxalique par exemple.

Tableau IV — Méthode initiale de Kubica [46].

Technique de fluidification — décontamination de Kubica

Prélévement Dans un pot conique transférer 2,0-2,5 mL de prélévement

Fluidification et décontamination Ajouter la préparation : soude a 2% en tampon citrate de sodium et N-
Acétyl-L-Cystéine a 0,5% (volume équivalent a celui du prélévement)
Vortexer

Agiter a température ambiante sur agitateur de Kahn pendant 15 minutes

Neutralisation Ajouter du tampon phosphate

Centrifugation Centrifuger 15 minutes a 3000 tours/minute
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Décanter et vortexer

Effectuer un étalement sur lames pour I'examen direct

Ensemencement Reprendre le culot avec 2 ml d’albumine bovine a 0,2% ajustée a pH 6,8

(volume pouvant varier en fonction du nombre de tubes a ensemencer)

Ensemencer 0,5 ml par milieu de culture

o Concentration

Une centrifugation est effectuée afin d’augmenter la sensibilité de I’examen microscopique,

de la culture et de I’amplification génique.

e Examen microscopique [1,44,45]

Il s’agit de la premicre étape du diagnostic bactériologique et parfois I'unique méthode
disponible dans les pays en voie de développement.

La propriété tinctoriale du genre Mycobacterium, I’acido-alcoolo résistance, est mise a profit.
En effet, la richesse en lipides de leur paroi les rend imperméable aux colorants habituels,
mais leur paroi fixe intensément la fuchsine phéniquée et n’autorise pas une décoloration par
I’acide et I’alcool.

Deux techniques bien codifiées ont fait leur preuve : la méthode de Ziehl-Neelsen et ses
variantes, et les méthodes utilisant un agent fluorescent (auramine ou acridine orange). Avec
la méthode de Ziehl-Neelsen, les bacilles apparaissent rouge sur fond bleu. Utilisée a chaud,

elle constitue la méthode de référence puisqu’elle est simple, reproductible et ne nécessite pas

d’équipement particulier en dehors d’un microscope avec objectif & immersion.

Tableau V — Différentes étapes de la coloration de Ziehl-Neelsen [47].

Technique de coloration de Ziehl-Neelsen a chaud
Coloration | Recouvrir la lame de fuschine | 10 minutes
Chauffer 3 fois jusqu’a émission de vapeur blanche
Ringage Eau distillée stérile
Décoloration Recouvrir la lame d’acide sulfurique dilué | 3 minutes
Rincage Eau distillée stérile
Décoloration Recouvrir la lame d’alcool absolu | 5 minutes
Rincage Eau distillée stérile
Contre-coloration | Recouvrir la lame de bleu de méthyléne | 30 secondes
Ringage Eau distillée stérile
Séchage Air libre ou étuve
Lecture
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Par technique de fluorescence, les BAAR apparaissent jaunes sur fond rouge avec 1’auramine
et oranges avec I’acridine. Cette méthode présente 1’avantage d’une plus grande rapidité de
lecture des frottis puisque les mycobactéries sont visibles au grossissement x250. Cependant,

le laboratoire doit étre équipé d’un microscope a fluorescence.

Tableau VI — Différentes étapes de la coloration a 1’auramine [47].

Technique de coloration a 1’auramine (méthode de Degommier)
Recouvrir la lame de méthanol | 2 minutes
Rincage Eau distillée stérile
Coloration Recouvrir la lame d’auramine | 15 minutes
Ringage Eau distillée stérile
Décoloration Recouvrir la lame d’alcool acide | 5 minutes
Rincage Eau distillée stérile
Contre-coloration | Recouvrir la lame de rouge de thiazine | 1,5 minute
Rincage Eau distillée stérile
Décoloration Recouvrir la lame d’alcool acide | 3 minutes
Ringage Eau distillée stérile
Séchage Air libre ou étuve
Lecture

) ] Figure 12 -BAAR apres coloration
Aucune de ces deux méthodes ne permet un diagnostic d’espece.

a ’auramine .

Le résultat ne peut étre rendu qu’aprés lecture de la totalit¢ du frottis. Des modalités de
réponse standardisée existent pour les deux méthodes. Les résultats positifs sont exprimés
qualitativement lorsque le nombre de BAAR est trés faible et nécessite un contrdle, et
quantitativement de 1+ a 4+ lorsque la quantité le permet. Cette quantification est
indispensable au suivi de ’efficacité thérapeutique. La méthode standardisée utilisée dans le

monde a été développée par la collaboration de plusieurs organisations dont ’OMS et le

Centers for Disease Control and Prevention CDC [44].

Tableau VII — Evaluation semi-quantitative des examens microscopiques positifs en fonction de la méthode

utilisée [48].

Nombre de BAAR observés

Coloration de  Ziehl- | Coloration utilisant un fluorochrome

Neelsen x1000 %250 %400
Absence 0 0 0
Douteux 1-2/300 champs 1-10/30 champs 1-2/70 champs
1+ 1-10/100 champs 1-10/10 champs 2-20/50 champs
2+ 1-10/10 champs 1-10/champ 4-40/10 champs
3+ 1-10/champ 10-100/champ 4-40/champ
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4+ >10/champ >100/champ >40/champ

L’examen microscopique reste cependant peu sensible et il faut au moins 10* BAAR/mL de
prélévement pour que la probabilité d’en voir un soit de 95%. Les prélévements d’origine
extrapulmonaire sont rarement positifs et, en moyenne seulement 50% des nouveaux cas de
tuberculose pulmonaire sont détectés par I’examen direct [49]. Toutefois, une étude a rapporté
que plus de 90% des crachats de tuberculose pulmonaire active étaient positifs lorsque le

frottis était confectionné a partir de 5 mL d’expectoration [50].

e Culture

La culture est la méthode la plus sensible pour porter le diagnostic de tuberculose. Seuls 10 a
100 bacilles viables/mL suffisent pour obtenir la mycobactérie en culture. Dans le cadre de
tuberculose active, sa sensibilité est de 81% et sa spécificité de 98,5% [50]. De plus, elle
permet [’identification de la mycobactérie en cause, 1’étude de sa sensibilité aux
antituberculeux et une étude épidémiologique.

Différents milieux solides et liquides sont disponibles. Il est indispensable d’ensemencer le
prélevement sur différents milieux. Le référentiel Rémic [45] édité par la Société Francaise de
Microbiologie (SFM) recommande I’emploi de trois milieux différents dont au moins un
liquide. Les mycobactéries sont des bactéries exigeantes, aérobies avec une croissance lente
pour les especes du « complexe tuberculosis » (temps de division d’environ 20 heures). Les
milieux de culture doivent tenir compte de ces considérations. L’isolement de mycobactéries
de la tuberculose, méme en nombre limité, signe habituellement la maladie. Il faut tout de
méme s’assurer de la cohérence avec les données cliniques et radiographiques puisque les

risques de contamination au laboratoire existent du fait de la propagation aisée d’aérosols.

o Milieux solides [1.45.48]

=  Milieux a I’ceuf de Lowenstein-Jensen et Coletsos

Ces milieux sont contenus en tubes a bouchon vissé ou fermés par du coton et obturés par une
capsule de plastique. Ils sont formulés a base d’ceuf. Le milieu de Lowenstein-Jensen est le
plus utilisé¢ du fait de sa bonne sensibilité¢ et de 1’aspect caractéristique des colonies de M.
tuberculosis en « chou-fleur ». Le milieu de Coletsos est enrichi en pyruvate de sodium et

indiqué pour la croissance des mycobactéries exigeantes comme M. bovis et M. africanum.
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Les milieux doivent étre inoculés avec le culot de centrifugation et incubés en atmosphere
aérobie a 37°C durant 8 semaines au moins. D’autres températures d’incubation sont a prévoir
pour les prélévements cutanés et ostéo-articulaires puisque des espéces différentes peuvent
étre impliquées (M. marinum et M. chelonae : croissance a 30°C et M. xenopi : croissance a
42°C). Une observation des cultures au cours de la premicre semaine est souhaitable pour
détecter d’une part la présence d’une mycobactérie a croissance rapide, et d’autre part, pour
détecter une contamination et manipuler le prélévement de nouveau au plus tét. Sur milieu de
Lowenstein-Jensen, les colonies de M. tuberculosis apparaissent en général au bout de 2 a 3
semaines d’incubation. M. bovis et M. africanum étant de croissance plus lente, leurs colonies

apparaissent apres 3 a 6 semaines.

= Milieux gélosés semi-synthétiques 7H Middlebrook : 7H10 et 7HI1

(Becton Dickinson)

Ces milieux transparents sont a base de sels minéraux et de pyruvate de sodium. Ils doivent
étre supplémentés en OADC (acide oléique, albumine, dextrose, catalase). Le milieu 7H11
contient en plus un hydrolysat de caséine. La croissance de M. tuberculosis y est plus précoce

mais I’observation des colonies plus difficile.

Ces cultures en milieux solides autorisent un résultat quantitatif, important pour 1’évaluation

de I’efficacité thérapeutique.

o Milieux liquides [1.45.48]

Ces milieux ont été¢ développés pour pallier a la lenteur de croissance en milieu solide. Les
milieux liquides sont ensemencés a la pipette ou a la seringue. Un délai minimum de 6
semaines est requis avant de déclarer une culture négative. La détection de la croissance
bactérienne est plus rapide qu’en milieu solide. En moyenne, M. tuberculosis est obtenue en 1

a 2 semaines.

= Systéme Bactec™ 460 TB (Becton Dickinson)

Cette méthode radiométrique n’est plus commercialisée a ce jour mais a longtemps constitué

le gold standard pour la culture et pour I’étude de la sensibilité aux antituberculeux. Il
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s’agissait d’une technique de respirométrie radiométrique décrite par Middlebrook. Le
principe reposait sur la mesure de “CO, libéré au cours de la croissance bactérienne dans le
flacon contenant du milieu 7H12 enrichi en acide palmitique marqué au "“C. Le "“CO, libéré
¢tait mesuré par I’automate et le résultat exprimé en GI (Growth Index) avec GI=0 : absence
de croissance et GI=999 : croissance maximale. Sa sensibilité était supérieure a celle des
méthodes utilisant un milieu solide. En moyenne, M. tuberculosis était détectée au bout de 10-
15 jours si ’examen direct était positif, en 20 jours si I’échantillon était paucibacillaire avec
un examen direct négatif. Cette méthode imposant I’utilisation d’aiguilles et des contraintes

de manipulation, de stockage et d’élimination de déchets radioactifs n’est plus d’actualité.

= Milieux liquides non radiométriques

Ils sont fabriqués, pour la plupart, sur la base d’un bouillon Middlebrook 7H9 supplémenté en
facteurs de croissance et en antibiotiques pour augmenter leur spécificité. Le mélange
d’antibiotiques est indispensable pour les prélévements provenant de sites accompagnés d’une

flore commensale.

e M¢éthodes manuelles

La premiére technique utilise le tube BBL® MGIT™ (Mycobacterial growth indicator tube,
Becton Dickinson). Ce milieu MGIT™ est formulé sur la base d’un bouillon Middlebrook
7H9 supplément¢ en OADC qui peut étre rendu sélectif par ajout d’un mélange
d’antibiotiques PANTA (polymyxine B, amphotéricine B, acide nalidixique, triméthoprime,
azlocilline). Le fond du tube est imprégné d’un sel de ruthénium émettant une fluorescence a
365 nm lorsque la pression partielle en O, diminue. Cette fluorescence est visible a 1’ceil nu et
détectable par I’automate. La lecture est facile et le délai d’incubation habituelle est de 6
semaines.

La deuxieme technique utilise le milieu liquide chromogene Bio FM (Bio-Rad) formulé sur la
base d’un bouillon 7H9. Il permet la croissance et la détection des mycobactéries. Ce milieu
peut étre rendu sélectif par inhibition de la flore associée en utilisant le milieu Bio FM V.C.A

(vancomycine, colistine, amphotéricine B).

¢ M¢éthodes automatisées
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Les systémes Bactec™ 9000 et 9050 et Bactec™ MGIT™ 960 et 320 (Becton Dickinson) sont
congus sur la méme technologie que celle du tube BBL® MGIT™. Les systémes Bactec™
9000 et 9050 permettent la recherche des mycobactéries dans le sang avec le flacon Bactec™
Myco/F-lytic (Becton Dickinson) et dans les autres prélévements avec le flacon Bactec™
Myco/F-sputa (Becton Dickinson).

Le systéme BacT/Alert 3D™ (bioMérieux) utilise les flacons BacT/Alert MP Mycobacteria
Process et BacT/Alert MB Mycobacteria Blood (bioMérieux) qui contiennent un indicateur
colorimétrique sensible a I’augmentation du pH induite par la production de CO,. Le virage
de couleur est détecté par I’automate.

Les flacons appliqués aux hémocultures (Bactec™ Myco/F-lytic et BacT/Alert MB)

contiennent de la saponine qui lyse les cellules et un anticoagulant.

e Détection génotypique [1,45,48]
Les techniques d’amplification génique sont basées sur la détection de I’ADN des
mycobactéries. L’appartenance au « complexe tuberculosis » peut étre déterminée a 1’aide de
sondes nucléiques applicables directement sur le culot de centrifugation du produit
pathologique mais ne permettent pas de différencier les especes M. tuberculosis, M. bovis et
M. africanum. L’étape cruciale consiste en I’extraction de I’ADN des mycobactéries.
Plusieurs trousses d’extraction sont commercialisées. Elles font appel a des procédés
chimiques ou physiques permettant une désorganisation de la paroi. L’amplification génique a
pour but d’augmenter le nombre de copies d’un fragment d’acide nucléique pour en permettre
la détection. La méthode originale avait pour cible la séquence d’insertion IS6110 spécifique
du « complexe tuberculosis ». Depuis, des kits commerciaux permettant 1’amplification de
séquences d’ADN ou d’ARN spécifiques sont disponibles, y compris pour les mycobactéries
atypiques. Cependant, quelle que soit la méthode employée, la sensibilité reste inférieure a
celle de la culture. Elle atteint 95-100% lorsque I’examen microscopique est positif, mais
n’est en revanche que de 50-70% pour les prélévements respiratoires lorsque 1’examen
microscopique est négatif voire < 10% pour le LCR. Pour étre reproductible, le prélévement
doit contenir entre 20 et 40 bacilles/mL. Sa spécificité est en revanche excellente, proche de

100%. Le principal risque reste une contamination inter-échantillons.

o Techniques utilisables sur prélévement
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=  AMPLIFIED MTD® (Mycobacterium tuberculosis direct) test (Gen-Probe)

Ce test est basé sur I’amplification du géne de I’ARNr 16S. 11 permet la détection du
« complexe tuberculosis ». La technique utilisée est la TMA (Transcription Mediated
Amplification) suivie d’une hybridation des produits amplifiés a des sondes marquées. Ce test

est validé pour les prélévements respiratoires.

* BD ProbeTec™ ET Mycobacterial Assay (Becton Dickinson)

Ce test moléculaire utilise la méthode SDA (Strand Displacement Amplification). Il s’agit
d’une technique d’amplification isotherme basée sur le déplacement d’un brin d’ADN. Elle

met en jeu deux enzymes : une enzyme de restriction et une ADN polymérase.

*  GeneXpert®“MTB/RIF (Cepheid)

Ce test de PCR en temps réel sur GeneXpert® System (Cepheid) est basé sur I’amplification
d’une région spécifique du « complexe tuberculosis » du géne rpoB. Une PCR semi-nichée
complete cette identification par la détection, a 1’aide de sondes, des mutations les plus

fréquemment retrouvées chez les souches résistantes a la rifampicine.

*  GenoType® Mycobacteria Direct (Hain Lifescience)

Ce test est basé sur les technologies NASBA et DNA-STRIP®. Il permet la détection, a partir
d’échantillons respiratoires décontaminés, des especes M. avium, M. intracellulare, M.
kansasii, M. malmoense et des mycobactéries du complexe de la tuberculose.

Une extraction de ’ARN par capture a I’aide de billes magnétiques est suivie d’une
amplification par la technique NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification). Une
hybridation inverse des amplicons aux sondes ADN immobilisées sur bandelette permet

I’identification de 1’espece.

*  GenoQuick®” MTB (Hain Lifescience)

Ce test est arrivé sur le marché en 2010. Il permet de détecter les souches appartenant au
complexe de la tuberculose sur les prélévements respiratoires et les urines. Sa technologie
repose sur I’amplification et la détection d’une région spécifique hautement conservée du

« complexe tuberculosis ». Cette cible n’est pas spécifiée par le fabricant. L’amplicon
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s’hybride ensuite avec une sonde spécifique. L’hybride établit une liaison avec de ’or

colloidal puis migre le long d’une bandelette jusqu’a son site de liaison spécifique.

Reaction zones of the Genolluick” MTB

Corjugate Contral
Amplitication Contral

MTE
Figure 13 — Bandelette GenoQuick® MTB
E permettant D’identification du « complexe

tuberculosis ».

o Identification du « complexe tuberculosis » a partir de la culture

La premiére étape est de vérifier ’appartenance au genre Mycobacterium sur frottis coloré par
la méthode de Ziehl-Neelsen. La morphologie des BAAR constitue une aide diagnostique (un

aspect « en corde » est caractéristique des bacilles tuberculeux).

= Techniques d’hybridation moléculaire

e Accuprobe® Culture Identification Tests (Gen-Probe)

Des sondes d’ADN complémentaires de I’ARNr 16S marquées sont mises en présence du
lysat de culture. L’hybridation est détectée par chimiluminescence a I’aide d’un luminométre.
La sensibilité et la spécificité sont proches de 100%. Bien que permettant I’identification du
« complexe tuberculosis », la fonction principale de ce test est d’identifier les souches de

mycobactéries atypiques.

e INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2 (Innogenetics)

Ce test permet la détection du genre Mycobacterium et I’identification du « complexe
tuberculosis » en plus de 16 espéces de mycobactéries atypiques. Il est basé sur la détection
de wvariations nucléotidiques sur la région située entre ’ARNr 16S et 23S. I est

principalement utilisé pour 1’identification de mycobactéries atypiques.
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o Différenciation des espéces du « complexe tuberculosis » a partir de la culture

*  GénoType® MTBC (Hain Lifescience)

Ce test est basé sur la détection du polymorphisme du géne gyrB. Il repose sur la technologie
DNA-STRIP®. Aprés amplification multiplex a 1’aide d’amorces biotinylées, une hybridation

des amplicons simples brins aux sondes pré-immobilisées sur la membrane permet

I’identification de 1’espece.

Détection antigénique du « complexe tuberculosis » sur culture

Deux tests sont actuellement commercialisés en France pour la détection par
immunochromatographie de la protéine MPT64 : SD BIOLINE TB Ag MPT64 (distribué par
Eurobio) et BD MGIT™ TBc ID Test (Becton Dickinson). La protéine MPT64, sécrétée dans

le milieu de culture, est spécifique du « complexe tuberculosis ». Ces tests rapides permettent

d’obtenir un résultat en 15 minutes.

Solid cultures
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Figure 14 — Réalisation et interprétation des tests SD BIOLINE TB Ag MPT64 (4 gauche) et BD MGIT™ TBc
ID Test (a droite).
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* Tests phénotypiques

Ils participent a la confirmation de I’identification de 1’espece réalisée a partir de la culture en

milieu liquide en raison de sa rapidité par rapport au milieu solide.

Plusieurs caractéristiques peuvent étre étudiées :

- Morphologie des colonies et délai de croissance ;

- Production de niacine ;

- Sensibilité ou résistance au TCH (acide 2-thiphene carboxylique) a 2 mg/L sur milieu

Lowenstein-Jensen ;

- Croissance en présence de 30 mg/mL de D-Cyclosérine sur milieu Lowenstein-Jensen.

Prélévement

h 4

Fluidification — décontamination — concentration

Examen microscopique
- Ziehl-Neelsen

- Auramine

Positif
ou

Négatif si forte présomption

\ 4

Culture

- milieu liquide

- milieu solide

Positive i

Vérification de la présence de BAAR

Repiquage sur géloses PVX, Coletsos et MGIT

v

Tests génotypiques

- AMPLIFIED MTD® test (Gen-Probe)

- BD ProbeTec™ ET Mycobacterial Assay (Becton Dickinson)

- GeneXpert*“MTB/RIF (Cepheid)
- GenoType® Mycobacteria Direct (Hain Lifescience)
GenoQuick® MTB (Hain Lifescience)

Tests génotypiques d’orientation
- Sondes ARN 168 Accuprobe® (Gen-Probe)
"INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2 (Innogenetics)

Identification antigénique du « complexe tuberculosis »
- SD BIOLINE TB Ag MPT64 (Eurobio)

- BD MGIT™ TBc¢ ID Test (Becton Dickinson)
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- GénoType® Mycobacterium AS (Hain Lifescience)




Figure 15 — Principales étapes du diagnostic d’infection a mycobactéries.

1.7 Traitements antituberculeux

Les objectifs de traitement sont doubles. Il s’agit d’une part de permettre la guérison ou
d’éviter la progression d’une infection latente en maladie ; et d’autre part, d’éviter la diffusion

de la mycobactérie dans la population.

1.7.1 Molécules utilisables

* Les antituberculeux de premiére ligne

o Isoniazide INH

N
Q Ce médicament est largement utilisé en thérapeutique antituberculeuse

depuis la découverte de son activité en 1952. Il s’agit d’un dérivé de
oo I’acide isonicotinique : I’isonicotinyl hydrazine.

Cet antituberculeux majeur est bactéricide avec une bonne pénétration intracellulaire et une
excellente biodisponibilité. La posologie chez 1’adulte est de 5 mg/kg/jour, elle est portée a 10
mg/kg/jour chez I’enfant et & 15 mg/kg/jour chez le nourrisson [53]. Son mécanisme d’action
réside en I’inhibition de la synthése de 1’acide mycolique : constituant majeur de la paroi
mycobactérienne. Pour étre efficace, I’INH doit étre métabolisé par une enzyme retrouvée
chez la mycobactérie : une catalase-peroxydase KatG, codée par le gene katG. Ce
métabolisme géncre un radical isonicotinoyl qui se lie de fagon non-enzymatique aux
coenzymes NAD" et NADP" de la cellule. Les dérivés actifs : INH-NAD et INH-NADP ont
ensuite la capacité d’inhiber 1’énoyl acyl carrier protein (ACP) réductase InhA, codée par le
gene inhA, en formant un complexe InhA-INH-NAD" et InhA-INH-NADP" [51]. Le radical
actif peut également inhiber la dihydrofolate réductase (DHFR) entre autres protéines [52].
L’impact exact de I’INH sur la cellule n’a pas encore été clairement établi.
Le métabolisme de I’INH est hépatique avec formation d’un dérivé acétylé responsable de son
hépatotoxicité. Cet effet indésirable est favorisée par 1’association a la rifampicine (RMP) et
au pyrazinamide (PZA). Des cas de neuropathies périphériques sont rapportés et liés a une

carence en pyridoxine occasionnée par ce médicament [53].
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Cette molécule a une excellente activité bactéricide immédiate. En effet, durant les 2 premiers
jours de traitement, 95% de la destruction de I’inoculum mycobactérien lui reviennent [54].
Ce role bactéricide est ensuite suppléé par la RMP et le PZA au cours du traitement standard.
De toutes les molécules disponibles pour le traitement de la tuberculose, I’INH est celui ayant
le plus grand pouvoir stérilisant [54]. En revanche, il n’est pas actif sur les bacilles quiescents.
Cette particularité pourrait étre expliquée par les modifications du métabolisme de la
mycobactérie et de sa structure au cours de la dormance, a priori incompatibles avec les

modalités de pénétration et d’activation de cet antituberculeux [55].

o Rifamycines

Le mécanisme d’action, commun a toutes les molécules, repose sur I’inhibition de synthése de

I’ARN par liaison a la sous-unité § de I’ARN polymérase ADN dépendante.

= Rifampicine RMP

CH, CH,
00

o Mo~

cHyl—On__cH,OH o Cet antituberculeux est considéré comme une pierre

OH OH ‘CH, . .
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La posologie journaliere est fixée a 10 mg/kg et peut étre portée a 20 mg/kg chez I’enfant. Il
est bactéricide a diffusion intra- et extracellulaire [53]. Apres résorption digestive quasiment
totale, la RMP subit un métabolisme hépatique avec induction enzymatique (CYP450) et
auto-induction impliquant notamment wune interaction médicamenteuse avec les
antirétroviraux de type anti-protéases et inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase
reverse. La pénétration méningée est faible mais acceptable en cas d’inflammation [25].

Les effets indésirables rapportés aux doses habituelles sont surtout digestifs, des
manifestations cutanées et une hépatotoxicité sont également rapportés [25,53]. Aux doses
plus élevées, un syndrome pseudo-grippal et une hépatotoxicité sont fréquemment rapportés
[56]. Les données disponibles issues d’études et de cohortes suggerent une augmentation de la
posologie journaliere de la RMP. En effet, une ¢étude concernant 1’effet bactéricide précoce

indique que la posologie utilisée est juste suffisante pour assurer un effet optimal [57]. Une
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augmentation de 30% de sa posologie permet d’¢élever le pic sérique de 50% ce qui procure
une augmentation de 65% de 1’aire sous la courbe, parameétre important pour un antibiotique
concentration-dépendant telle que la RMP. Une autre étude réalisée chez la souris a rapporté
qu’une augmentation de 50% de la posologie permettrait de réduire d’un tiers le délai du

traitement [58].

= Rifapentine RFP

f ?
; 1 B

Ayant une demi-vie plus longue que la RMP, elle autorise une prise hebdomadaire [59] ce qui
facilite ’observance. En raison du fort taux de résistance aux rifamycines observé chez les
patients VIH positifs aprés traitement par RFP et INH, cette molécule bactéricide doit étre
réservée au traitement de la tuberculose pulmonaire des patients non-VIH en 1’absence de
cavitation et apres vérification d’un examen microscopique sur crachat négatif (apres
traitement intensif). Une étude de phase III explore son intérét dans le traitement de

I’infection tuberculeuse latente [56].

= Rifabutine RFB

- Cet antibiotique bactériostatique est actif sur M.
;a>_ E" . ] tuberculosis et sur certaines mycobactéries atypiques.
i - ‘:‘I ) } . . . . . .
e ,.J JL T - Apres résorption digestive rapide, il diffuse largement
ol n
el -
I ) dans D'organisme a I’exception des méninges. Son
l.-"I o i saH
o, {""\ métabolisme  hépatique implique également une
e -\\'I e . . . . . .
p— interaction avec les anti-protéases mais qui est moindre

L1

devant celle de la RMP.
Le CDC la recommande aux Etats-Unis dans la quadrithérapie de 1’infection non compliquée

chez le sujet VIH positif. Sa demi-vie est longue et autorise une prise bihebdomadaire [59].
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Cet antituberculeux est avant tout utilisé en France dans la prévention et le traitement des

infections disséminées dues au complexe aviaire [56].

o Pyrazinamide PZA
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Cet antituberculeux est remarquable par son histoire. En effet, en 1945, Chorine a d’abord
découvert que le nicotinamide avait une activité inhibitrice sur M. tuberculosis. En 1952, des
¢tudes ont démontré que le PZA était I’analogue synthétique du nicotinamide ayant la plus
grande activité sur un modeéle murin de tuberculose. Les tests, effectués d’emblée in vivo chez
la souris, ont pu démontrer son efficacité. Le PZA a ensuite été testé chez I’homme dans le
traitement de la tuberculose et a prouvé son efficacité. Ce n’est que par la suite que des
équipes se sont rendu compte que cette molécule n’était pas active in vitro sur M. tuberculosis
dans les conditions habituelles de culture. Le passage d’emblée a 1’étude in vivo chez la souris
a probablement permis la conservation de cet antibiotique dans la thérapeutique
antituberculeuse. Pour étre actif sur M. tuberculosis, le PZA a besoin d’un pH acide. Cette
condition est retrouvée au cours de I’inflammation puisque les cellules effectrices produisent
de D’acide lactique. Il a ensuite été découvert que le PZA ¢était la pro-drogue de I’acide
pyrazinoique (POA), son métabolite actif, et que sa métabolisation était sous la dépendance

d’une amidase [60].
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Figure 16 — Mode d’action du PZA [60].
POA : acide pyrazinoique ; HPOA : forme protonée de POA ; NAD : nicotinamide adénine dinucléotide.

Son mécanisme d’action a été récemment découvert [60]. Le PZA pénétrent dans le bacille
par diffusion passive, un transport actif a également €té évoqué. Il est ensuite métabolisé par
la pyrazinamidase (PZase), codée par le gene pncA, en POA dans le cytoplasme du bacille
(pH neutre) et n’a alors aucune activité antibactérienne. Ce métabolite actif est un acide
faible. Le POA issu de la métabolisation hépatique peut également pénétrer dans le bacille
mais faiblement a pH neutre. La PZase n’est autre que la nicotinamidase (enzyme ubiquitaire)
qui par homologie structurale est capable de métaboliser le PZA. Le POA métabolisé in situ
sort ensuite de la cellule par diffusion passive. Un mécanisme d’efflux actif a été décrit chez
certaines especes de mycobactéries mais n’a pas été retrouvé chez M. tuberculosis a ce jour.
Si le pH extracellulaire est acide, le POA capte un proton conduisant a une forme protonée
HPOA non chargée dont le transport a travers la membrane est facilité. A I’intérieur du
bacille, le HPOA interfeére avec le potentiel membranaire du bacille et, en perdant son proton
(acide faible, cytoplasme a pH neutre) devient responsable de I’acidification du cytoplasme et
donc de D’inactivation des enzymes vitales. Enfin, le POA pourrait interférer avec le
métabolisme du NAD. Ces effets aboutissent a la lyse bactérienne : le PZA est bactéricide.
Cette théorie explique le réle important d’un environnement acide pour I’activité de cet
antituberculeux.

Parmi les facteurs capables d’affecter son activité, le pH est de loin le plus important [60]. En
effet, a pH 5,5 la CMI du PZA retrouvée est 50 mg/L, a pH 5,8 elle est de 100 mg/L et a pH
6,1 de 200 mg/L. Ainsi, tout paramétre capable de remonter la valeur du pH, comme un
inoculum trop important et I’albumine sérique bovine, diminue son efficacité. L’accumulation
du POA en position intracellulaire est favorisée par un environnement acide. A pH neutre ou
alcalin, ce métabolite actif est plus volontiers retrouvé a 1’extérieur de la mycobactérie.

Les inhibiteurs du métabolisme énergétique tels que le N, N’-dicyclohexylcarbodiimide
(DCCD) et I’azide de sodium exaltent I’activité des acides faibles en général et donc celle du
POA sous condition d’aérobiose et également sous condition d’anaérobiose chez M.
tuberculosis [61]. La synergie retrouvée tient d’une part a la capacité des acides faibles a
transporter et libérer des protons dans les bacilles ce qui induit une accumulation d’anions et
une rupture du maintien du potentiel membranaire, et d’autre part, a la capacité du DCCD et

de I’azide de sodium a empécher la restauration du potentiel de membrane. Cette synergie
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n’est observée que chez M. tuberculosis et est donc attribuée a un mécanisme d’efflux
moindre et a ’absence d’un maintien efficace du potentiel membranaire [61,62].

Pour revenir a ses propriétés, son activité antituberculeuse bactéricide n’est assurée qu’a
I’encontre de M. tuberculosis, M. africanum et M. microti. Le PZA doit toujours €tre associé
aux autres antituberculeux majeurs et son utilisation n’intervient que durant la phase initiale
du traitement (2 mois) a la posologie 30 mg/kg/jour chez I’adulte et 20 mg/kg/jour chez
I’enfant [53]. M. bovis est naturellement résistant par mutation sur le géne pncA (169C>G).
Bien que la nicotinamidase soit ubiquitaire et présente chez les autres procaryotes, le PZA n’a
pas d’activité sur les autres bactéries. Son activité bactéricide a 1’encontre des bacilles
quiescents est certaine, cependant son activité est moins importante a I’encontre des bacilles a
croissance rapide. A pH 5,5, la CMI de M. tuberculosis est comprise entre 6,25 et 50 mg/L
[60]. 11 présente une absorption presque compléte et une bonne diffusion tissulaire avec
pénétration intracellulaire y compris dans le LCR avec une biodistribution supérieure a celle
de 'INH et de la RMP [63]. Sa métabolisation hépatique le transforme en métabolite actif
[53], le POA, bien que plusieurs études rapportent des CMI tres élevées du POA chez M.
tuberculosis [64,65]. Les effets indésirables retrouvés sont une hépatotoxicit¢ dose-
dépendante, des arthralgies et des troubles digestifs [53]. Une étude récente menée in vitro et
portant sur les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du PZA est en faveur

d’une augmentation de la posologie quotidienne afin d’optimiser son efficacité [66].

o Ethambutol EMB

Cette molécule fait partie du traitement standard de la tuberculose bien qu’ayant seulement
une activité bactériostatique. Son mécanisme d’action n’a pas été entierement €lucidé, on sait
cependant que cette molécule est capable d’inhiber 1’arabinosyl transférase empéchant ainsi la
synthése de I’arabinogalactane, constituant de la paroi, et entrainant 1’accumulation d’acide
mycolique. La synthése de I’arabinosyl transférase est sous la dépendance de 1’opéron emb
dont les trois geénes sont embA, embC et embB. Le locus emb est considéré comme étant la
cible de ’EMB [67].

La diffusion tissulaire est excellente mais I’EMB diffuse mal dans le LCR y compris au cours

des méningites. L’EMB doit toujours étre associ¢ aux autres antituberculeux majeurs et son
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utilisation n’intervient que durant la phase initiale du traitement (2 mois) a la posologie 15-20

mg/kg/jour chez D’adulte, 25-30 mg/kg/jour chez I’enfant et 30-40 mg/kg/jour chez le

nourrisson. Les effets indésirables occasionnés sont oculaires (risque de névrite optique

rétrobulbaire aprés 2-3 mois de traitement) et digestifs [53].

o Streptomycine SM

Cet antibiotique bactéricide de la famille des aminosides a été le
. premier antituberculeux actif sur M. tuberculosis. Découvert par

S.A. Waksman, cette molécule est utilisée dans le traitement de

la tuberculose depuis 1944. Dés le début de son utilisation, des

résistances par sélection de mutants résistants ont été observées

et ont orientées vers une polychimiothérapie [68].

Son mécanisme d’action est semblable a celui des autres

aminosides.
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La voie d’administration est intra-musculaire a la posologie de
15 mg/kg/jour chez I’adulte et 20-40 mg/kg/jour chez I’enfant
[53].

* Les antituberculeux de seconde ligne

o Ethionamide

Cet antituberculeux e

De structure similaire a celle de I’'INH, cet antibiotique bactéricide
semble avoir le méme mécanisme d’action (inhibition de I’énoyl ACP
réductase InhA). Son activité est restreinte au « complexe
tuberculosis » [69].

st réservé au traitement des souches MDR. Les effets indésirables les

plus fréquemment retrouvés sont des troubles digestifs, une hépatotoxicité, un gout métallique

et des réactions cutanées [16].

o Acide para-aminosalicylique PAS

COOH
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Son activité bactériostatique a I’encontre du « complexe tuberculosis »
reléve de I’inhibition de la synthése de 1’acide folique [69]. 1l est utilisé
dans le traitement des tuberculoses multi-résistantes. Les effets
indésirables les plus fréquents sont des troubles digestifs, une éruption

cutanée et un prurit [16]. Des cas d’hépatotoxicité ont été rapportés.

o D-cyclosérine
Cet antituberculeux bactériostatique inhibe la synthése de la

paroi. Il est actif sur la plupart des espéces de mycobactéries

H o
HENT% [69]. 11 peut étre utilisé dans le traitement des tuberculoses
O/NH multi-résistantes. Des troubles neuropsychiques et des crises

convulsives sont fréquemment rapportés au cours de son

utilisation [16].

o Aminosides et apparentés

Leur mécanisme d’action repose sur I’inhibition de la synthése protéique par fixation a
I’ARNTr 168, constituant de la sous-unité 30S. Les protéines anormales synthétisées entrainent
une perte de I’intégrité membranaire expliquant I’activité bactéricide de ces antibiotiques
[69]. Etant donné leur trés faible résorption digestive, leur utilisation impose la voie
parentérale. Les effets indésirables sont une toxicité cochléovestibulaire favorisée par les

doses ¢élevées et les traitements prolongés, et une toxicité rénale réversible [53].
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Son mécanisme d’action reléve de sa liaison aux sous-
unités 30S et 50S interférant ainsi avec la synthése
protéique [69].

Elle ne peut étre administrée que par voie parentérale.

o Fluoroquinolones

Leur mécanisme d’action commun consiste en 1’inhibition des topo-isomérases. Ces enzymes
sont impliquées dans la régulation du surenroulement de 1’hélice d’ADN et dans le bon
déroulement de la réplication. Parmi elles, I’ADN gyrase (topo-isomérase II), composée de
deux sous-unités A et de deux sous-unités B, et la topo-isomérase IV sont les cibles
privilégiées de ces antibiotiques. L’ADN gyrase permet de couper le double-brin d’ADN afin
d’initier la réplication. Cette coupure est normalement transitoire mais la quinolone forme un
complexe irréversible avec I’ADN et la gyrase empéchant ainsi la réparation de I’ADN. Les
sous-unités A et B sont codées par les geénes gyr4 et gyrB [69]. Concernant la topo-isomérase
IV, il n’y a pas de preuve a I’heure actuelle de la présence d’homologues des génes parC et

parE chez M. tuberculosis [70].

= Fluoroquinolones a activité antituberculeuse

Ofloxacine Lévofloxacine Ciprofloxacine
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Ces fluoroquinolones sont déja utilisées en thérapeutique et ont pu prouvé leur efficacité au

cours de tuberculoses pulmonaires multi-résistantes.

= Nouvelles fluoroquinolones antituberculeuses : moxifloxacine et

gatifloxacine
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Elles présentent une bonne distribution et une activit¢é a ’encontre des mycobactéries a
localisation intracellulaire. Ces 8-méthoxy fluoroquinolones sont les molécules candidates de
part leur faible CMI et leur activité bactéricide immédiate. Elles sont en cours d’évaluation

dans des essais cliniques visant a raccourcir la durée du traitement de la tuberculose [56].
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o Autres antituberculeux a 1’étude [56.59]

Les caractéristiques idéales recherchées lors du développement des nouvelles molécules
antituberculeuses sont une bonne résorption digestive autorisant la voie orale, une longue
durée d’action pour améliorer la compliance et un faible colit de production autorisant son
utilisation dans les pays en développement. Une activité bactéricide est recherchée, y compris
sur les bacilles quiescents, par un mécanisme d’action différent pour éviter une résistance
croisée avec les antituberculeux actuels. La molécule idéale doit étre active sur les souches
résistantes avec une grande zone d’efficacité thérapeutique, ne pas avoir d’effet antagoniste
sur les traitements actuels mais, au contraire, rechercher un effet de synergie. Enfin, étant
donné le grand nombre de patients VIH positifs atteints de tuberculose, il faut privilégier les

molécules sans interaction avec les antirétroviraux .

= Oxazolidinones : linézolide LZD et PNU-100480 [59]

Le LZD agit par inhibition de la syntheése protéique par liaison a la sous-unité 50S ribosomal
empéchant la formation du complexe d’initiation. Son activité antituberculeuse in vitro est
excellente et ses propriétés pharmacocinétiques favorables. Son utilisation est cependant

limitée du fait de ses effets secondaires et de son cofit. Sa posologie et sa durée d’utilisation
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restent & définir. Ce médicament, en 2°™ ou 3°™ ligne, est tout a fait 1égitime dans les cas de
tuberculoses multi-résistantes en raison de son efficacité, de 1’absence de réaction croisée
avec les autres thérapeutiques antituberculeuses et de la quasi absence d’interaction
médicamenteuse.

Le PNU-100480 semble plus efficace que le LZD avec une meilleure pharmacocinétique.

Ces deux oxazolidinones sont en phase d’essais et leur utilisation devrait étre limitée aux cas

de tuberculoses multi-résistantes du fait de leurs effets secondaires importants.

= Dérivés nitroimidazolés [56,59]

 PA-824
oN_ Cette molécule est une nitroimidazo-oxazine. A la
| N\>—U différence du métronidazole, sa structure bicyclique
\—{ @/"CF-‘ imidazopyrane la rend active sur les populations aérobies

et anaérobies de M. tuberculosis. Ce médicament est issu

de la recherche sur les chimiothérapies anticancéreuses.
Son mécanisme d’action est unique. Il s’agit d’une pro-drogue activée par une bioréduction
qui est catalysée par 1’association d’un cofacteur (F240) et d’une protéine bacillaire (la
Rv 3547). Le métabolite actif est capable d’inhiber la synthése des acides mycoliques. Son
activité in vitro sur les souches sensibles et MDR est bonne et son pouvoir stérilisant a pu étre
démontré in vitro et in vivo. Aucune résistance croisée n’a jusqu’alors été observée. Ce
médicament est bien toléré et semble intéressant en association. Une interrogation persiste

quant au risque de mutagénicité.

* OPC-67683

Cette molécule serait 10 a 20 fois plus efficace
oan ‘EN\}ﬁ 0 e que le PA-824. Elle présente un potentiel
\I\/\{/O\O ND’OOOCF; bactéricide aux basses concentrations et une
activité excellente a I’encontre des souches de M.

tuberculosis sensibles et résistantes.
Son activité intracellulaire et stérilisante semblent supérieures a celles de I'INH et du PA-824.

Le mécanisme d’action fait intervenir I’inhibition de synthése des acides mycoliques. Aucune

73



résistance croisée avec les antituberculeux de 1°° ligne n’a été observée. Il ne présente pas de

risque de mutagénicité. Ce nouvel antituberculeux semble prometteur.

= Diarylquinoline : TMC207 [56,59]

Une seule diarylquinoline est actuellement en cours
d’essai : la TMC207. Sa structure différe des quinolones

et des quinolines par sa chaine latérale en 3°.

Son mode d’action est également unique. Cette molécule est capable d’inhiber I’ATP
synthétase (sous-unité atpE) entrainant une déplétion des réserves en ATP de la mycobactérie
y compris chez les formes quiescentes. Il n’existe pas de résistance croisée avec les autres
antituberculeux. In vitro, cette molécule a démontré une activité sur les souches sensibles et
résistantes de M. tuberculosis et plusieurs études sont en faveur d’une activité stérilisante. Elle
présente une trés bonne pharmacocinétique avec toutefois un métabolisme hépatique faisant

intervenir le CYP450.

= Diamine : SQ109 (1,2 éthyléne diamine) [56,59]

I1 s’agit d’un dérivé de ’EMB. Son mécanisme d’action

. Me Me reléve d’une inhibition de synthése de la paroi mais sa
N /\)\/\)\
~ H & = Me

cible est inconnue a ce jour. Il s’agirait d’une pro-drogue
dont la métabolisation impliquerait les cytochromes
bactériens.

Son spectre d’action est étroit : M. tuberculosis (y compris les souches résistantes a ’EMB) et

M. bovis. In vivo, la bactéricidie est rapide et supéricure a celle de ’EMB. Sa
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pharmacocinétique n’est pas favorable puisque sa biodisponibilité est faible par voie orale et

son métabolisme hépatique fait intervenir le CYP450. Son pouvoir stérilisant reste a définir.

= Pyrrole : LL3858 [56,59]

Le LL3858 est le moins toxique et le plus actif des

CF,
% @ dérivés pyrrolés. Son mécanisme d’action reste inconnu.
N N

78R\ — Il est actif sur les souches sensibles et résistantes de M.

o e . . c e

) tuberculosis, présente une activit¢ a l’encontre des

(0] y e . .
mycobactéries atypiques et des champignons. Il est
=

| J actuellement en phase 1 d’essai clinique.

D’autres molécules sont actuellement en cours d’évaluations précliniques chez M.
tuberculosis [59]. 1l s’agit de la dipipéridine SQ609 active sur M. tuberculosis par inhibition
de la synthése de la paroi cellulaire, du SQ641 inhibiteur de la translocase I intervenant dans
la synthése de la paroi cellulaire, du synthetase inhibitor FAS20013 dont le mécanisme
d’action fait intervenir la synthése de la paroi cellulaire et le métabolisme énergétique. Au
stade de la recherche, on trouve les nitrofuranylamides et la phytothérapie (antituberculeux

polyynes issus des racines de Angelica sinensis).

1.7.2 Modalités thérapeutiques

* Traitement de la primo-infection tuberculeuse symptomatique

Toute primo-infection symptomatique avec signes généraux et/ou radiologiques doit
bénéficier d’un traitement curatif de tuberculose maladie. Seules les formes asymptomatiques

peuvent €tre traitées comme des infections latentes.

¢ Traitement de ’infection tuberculeuse latente

o Indications au traitement [71]

D’aprés la Société de Pneumologie de Langue Frangaise, le traitement de I’infection
tuberculeuse latente doit intéresser :
- En traitement prophylactique, tout enfant de moins de 2 ans et tout sujet

immunodéprimé ou porteur d’une maladie chronique ayant été exposé a un cas de
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tuberculose pulmonaire, méme en 1’absence de criteres initiaux d’infection
tuberculeuse ;
Tout sujet exposé dans les cas suivants :
o Enfant de moins de 18 ans immunocompétent avec une IDR > 15 mm ;
o Enfant de moins de 18 ans immunocompétent vacciné par le BCG avec une
IDR comprise entre 10 et 15 mm dans une situation a fort risque ;
o Enfant immunocompétent non vacciné avec une IDR > 10 mm voire > 5 mm
dans une situation a fort risque de contamination ;
o Adulte immunocompétent (en dehors du vieillard) et migrants arrivés en
France depuis moins de 2 ans en provenance d’un pays a forte prévalence avec
une IDR > 15 mm quelles que soient les circonstances, ou avec une IDR > 10
mm dans les situations a trés haut risque ou lorsqu’il y a certitude d’une

infection récente.

Il n’y a pas d’indication au traitement de la tuberculose latente :

Chez le sujet de plus de 80 ans ;
Chez I’adulte immunocompétent sur le simple fait d’une IDR positive méme si elle est

> 15 mm en dehors de I’exposition a un risque ou d’une immigration récente.

Le traitement préventif du sujet VIH positif intervient :

Si exposition a la mycobactérie ;
Si, en dehors de tout contact, il y a découverte d’'une IDR > 5 mm en I’absence de

vaccination ou d’une IDR > 10 mm si vaccination par le BCG.

o Possibilités thérapeutiques de ’infection tuberculeuse latente [71]

= En cas de contact avec un bacille a priori sensible

Chez I’enfant, le traitement consiste en 1’administration pendant 3 mois d’INH, a 10
mg/kg/jour chez le moins de 2 ans et 5 mg/kg/jour chez le plus de 2 ans, et de RMP a
raison de 10 mg/kg/jour ;

Chez I’adulte, deux recommandations existent : INH a 5 mg/kg/jour pendant 9 mois ou
I’association INH a 5 mg/kg/jour et RMP a 10 mg/kg/jour durant 3 mois, cette
derniére étant la plus prescrite ;

Au cours de la grossesse, les recommandations habituelles peuvent étre appliquées ;
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- Au cours de I’infection VIH ou d’une autre immunodépression, un traitement par INH

durant 9 mois est recommandé ;

- En cas de maladie hépatique grave, un traitement par RMP a 10 mg/kg/jour durant 3

mois doit étre privilégié ;

- En cas d’insuffisance rénale terminale, les recommandations habituelles s’ appliquent.
Les neuropathies périphériques provoquées par I'INH peuvent é&tre prévenues par
I’administration de vitamine B6 chez les patients a risque (grossesse, alcoolisme, dénutrition,
neuropathie préexistante, insuffisance rénale, infection par le VIH).

Ces modalités thérapeutiques sont celles recommandées en France. Des alternatives sont
proposées par le CDC en prise quotidienne ou bihebdomadaire plus adaptée a la stratégie des

DOTS [25].

= En cas de contact avec un bacille résistant a I’INH

Il n’existe pas de recommandation en raison d’absence de données.

= En cas de contact avec un bacille MDR

Il est recommandé¢ d’attendre I’antibiogramme complet du sujet contact avant d’envisager le

traitement.

¢ Traitement de la tuberculose maladie

Le traitement standard de la tuberculose maladie recommandé en France par la Société¢ de
Pneumologie de Langue Frangaise chez I’adulte associe quatre antibiotiques durant la
premicre phase de traitement d’une durée de 2 mois : INH, RMP, PZA et EMB, suivie de 4
mois a base d’INH et de RMP. Malgré I’absence d’¢tudes démonstratives, des formes

galéniques combinées sont utilisées afin d’améliorer 1’observance.

o Traitement standard

Ce traitement est bien codifié et consiste en 1’administration quotidienne par voie orale d’INH
a la dose 5 mg/kg/jour et de RMP a la dose de 10 mg/kg/jour. Pendant les deux premiers mois
de traitement, y sont ajoutés le PZA a la dose de 20-25 mg/kg/jour et 'EMB a la dose de 15-

20 mg/kg/jour [71]. La durée totale du traitement est en général de 6 mois, y compris pour la
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plupart des formes extrapulmonaires et chez les immunodéprimés. Chez les sujets VIH
positifs, il est possible de remplacer la RMP par la RFB du fait des interactions
médicamenteuses occasionnées avec les antirétroviraux. Seules les tuberculoses
extrapulmonaires graves ou neuroméningées peuvent justifier d’un allongement de traitement
a 9-12 mois [20].

Le recours a la corticothérapie durant le premier mois de traitement est indiqué pour la
tuberculose miliaire dans sa forme fulminante avec détresse respiratoire aigué et coagulation
intravasculaire disséminée, pour la pleurésie sévére d’évolution prolongée et pour certaines
localisations extrapulmonaires lorsque les 1ésions continuent d’évoluer sous traitement bien

conduit. La posologie recommandée est 0,5-1 mg/kg/j d’équivalent prednisone [16].

o Cas particuliers [71]

Le traitement de la tuberculose multi-résistante doit avoir recours a des antituberculeux de
2¢m Jigne et la durée du traitement dans ce cas doit étre prolongée. Chez ces patients, il est
recommandé de ne jamais ajouter isolément un antituberculeux, de veiller a ce que le malade
n’ait jamais moins de 3 médicaments actifs en début du traitement, et de traiter au moins 12
mois apres la négativation des cultures. En cas de suspicion d’infection a bacille MDR et si la
situation le permet, il est préférable d’attendre les résultats de 1’antibiogramme, sinon le
traitement doit comprendre 3 & 6 molécules n’ayant encore jamais été utilisées chez le patient.
En cas de résistance confirmée a I’INH dans les formes peu bacilliféres, la seconde phase
consistera en 7 mois d’administration de RMP et d’EMB. Dans les formes bacilliféres, il
faudra évaluer le risque d’acquisition de résistance et discuter 1’ajout d’un nouvel
antituberculeux.

En cas de résistance naturelle au PZA (M. bovis), le traitement sans PZA sera poursuivi durant
9 mois.

Le traitement de la tuberculose maladie chez la femme enceinte doit étre impératif. La RMP
est impliquée dans un risque hémorragique maternel et néonatal en fin de grossesse qui peut
étre €évité par administration de vitamine K. La prescription d’INH doit étre accompagné de
vitamine B6. Les aminosides sont contre-indiqués en raison d’un risque de toxicité cochléo-
vestibulaire pour I’enfant et le PZA ne peut pas étre utilisé en raison d’absence d’études. Les

fluoroquinolones sont contre-indiquées.
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1.7.3 Meécanismes de résistance aux antituberculeux

e Résistance naturelle

Les mycobactéries du « complexe tuberculosis» et les autres mycobactéries sont
naturellement résistantes aux principales familles d’antibiotiques comme les B-lactamines, les
macrolides, les cyclines, les sulfamides et les glycopeptides. Les mycobactéries atypiques
présentent en plus une résistance naturelle a la plupart des antituberculeux actifs sur les
mycobactéries de la tuberculose tels que I’'INH, le PZA, ’EMB et le PAS [68].
L’imperméabilité naturelle est en majeure partie liée a la composition de leur paroi. En effet,
elle est trés dense et trés riche en lipides tels que les acides mycoliques. La multi-résistance
naturelle chez M. tuberculosis est également le fait d’'une grande production d’enzymes telles
que les B-lactamases de classe A (activité pénicillinase) et d’aminoglycosyl acétyltransférases
(modifiant les aminosides) [68].

M. bovis et la souche BCG sont des especes naturellement résistantes au PZA par mutation

sur le géne pncA en position nucléotidique 169 (169C>G).

o Avancée sur les connaissances de la résistance aux [3-lactamines

Les B-lactamines n’ont jamais été utilisées dans le traitement de la tuberculose du fait de leur
résistance naturelle. La B-lactamase présente chez M. tuberculosis est une Ambler class A -
lactamase BlaC. Cette enzyme est une B-lactamase a spectre étendu (BLSE) capable
d’hydrolyser toutes les classes de f-lactamines. Elle confére un haut niveau de résistance aux
pénicillines et aux céphalosporines. Son affinité pour les carbapénémes est plus faible [72]. Il
a récemment été découvert que cette BlaC pouvait étre inhibée de facon irréversible par
I’acide clavulanique ce qui a laissé penser que cet inhibiteur de B-lactamase pouvait permettre
de restaurer I’activité des B-lactamines chez M. tuberculosis. Une étude a été conduite sur des
souches de M. tuberculosis pour évaluer ’efficacité de différentes associations de 1’acide
clavulanique avec une [B-lactamine [73]. Il en ressort une variation de réponse entre les
souches vis-a-vis des pénicillines et des céphalosporines. L’association méropénéme-acide
clavulanique est en revanche active sur toutes les souches, le méropénéme étant un mauvais
substrat pour BlaC. Par ailleurs, il a ét¢ démontré que la paroi de M. tuberculosis en phase
stationnaire était polymérisée par un membre d’une classe d’enzymes particulieres : les L,D-
transpeptidases [73,74] qui remplacent les PLP (protéines de liaison a la pénicilline). De plus,

cette L,D-transpeptidase est surexprimée lors de la dormance. Les équipes ont donc démontré
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d’une part, que la combinaison méropéneme-acide clavulanique était efficace in vitro en
aérobiose sur les bacilles en réplication et sur les bacilles en dormance, et, d’autre part, que
cette L,D-transpeptidase pourrait étre la cible du méropéneme [73,74]. Gupta et al. [74]
rapportent que la L,D-transpeptidation joue un réle important dans la virulence des souches et
dans la résistance a 1’association amoxicilline-acide clavulanique. L association méropéneme-
acide clavulanique a été approuvée par la Food and Drug Administration et est actuellement

en cours d’essais cliniques pour le traitement de tuberculose a souche XDR [75].

* Résistance acquise

La sélection de mutants résistants a pu étre observée lors de la premiere utilisation en
monothérapie de chacun des antituberculeux. Les connaissances tenant aux mécanismes de
résistance des mycobactéries ont émergé avec le développement d’outils génétiques
utilisables chez les mycobactéries. C’est donc a partir des années 1990 qu’ont pu étre €lucidés
les mécanismes de résistance acquise de M. tuberculosis a la RMP, a la SM, a I’INH, aux
fluoroquinolones, au PZA et a ’EMB.

La résistance acquise chez les mycobactéries est toujours liée a des mutations de genes
chromosomiques et n’est pas transférable d’une souche a 1’autre (ni plasmides ni transposons
décrits) [68].

En France, la surveillance de la résistance aux antituberculeux de 1 ligne est menée par un
réseau de laboratoires hospitalo-universitaires de bactériologie (Groupe AZAY-

Mycobactéries).

o Souches multi-résistantes MDR et ultra-résistantes XDR

Pour rappel, une souche MDR se définit par la résistance a ’INH et a la RMP. Une souche
XDR correspond a une souche MDR ayant acquis en plus la résistance a un antituberculeux
injectable de seconde ligne (amikacine, kanamycine et capréomycine) et a une
fluoroquinolone.

Actuellement des souches MDR sont retrouvées chez 1 a 2 millions de patients tuberculeux
chaque année. En 2006, environ 489.000, soit 5% des nouveaux cas de tuberculose, étaient
dus a une souche MDR. Ce chiffre correspond a une augmentation de 12% par rapport aux
données de 2004 et de 56% par rapport a celles de 2000. Empéchant 1’utilisation du traitement

standard, I’efficacité thérapeutique chez ces patients sous-entend le recours a des

80



antituberculeux de seconde ligne constituant une barriére dans les pays pauvres. L’OMS s’est
donc engagée en 2000 a faciliter I’acces a ces molécules et a en superviser I'utilisation. En
effet, ces souches résistantes transmissibles sont responsables de morbi-mortalité excessive. 11
a donc été important d’une part de réduire les colts des antituberculeux de seconde ligne, et
d’autre part de promouvoir le développement de nouvelles thérapeutiques [8].

La résistance aux antituberculeux est définie par la croissance in vitro de la souche en
présence de I’antituberculeux. Des mutations spontanées responsables de cette résistance
acquise se produisent de fagon aléatoire au cours des cycles de division cellulaire. Les taux
varient suivant les molécules, ils sont de 10 pour la RMP, de 10® pour I'INH et la SM, de
10° a 10°® pour les fluoroquinolones, de 10”7 pour I’EMB et de 10~ pour le PZA [76]. Au sein
d’un caverne tuberculeuse, qui contient 10%-10° bacilles, il y a naturellement des bacilles
résistants avant tout traitement. Cette résistance apparait d’autant plus facilement que la
molécule est utilisée a mauvais escient. Ce phénomene de résistance acquise a été observé
pour la premiere fois en 1944 apres 'introduction de la SM comme antituberculeux [68].
L’association de plusieurs antituberculeux a été instaurée dans le but d’éviter 1’apparition de
souches résistantes. En effet, cette association diminue le risque de sélectionner un mutant du

fait du caractere indépendant des mutations.

o Résistance a I’isoniazide [68.69]

Dés le début de son utilisation, une association entre résistance et perte de [’activité
catalasique avait été observée. Ce n’est qu’en 1992 qu’il a ét¢ démontré que le gene katG
restaurait la sensibilit¢ a I'INH chez M. tuberculosis. L’étude génétique des souches
résistantes a montré des mutations ponctuelles du géne katG, en particulier des codons 275 et
315, ainsi que des délétions partielles voire complétes du géne. Ces mutations entrainent une
réduction de I’activité catalasique plus ou importante avec résistance. Si le géne porte une
délétion, Dactivité catalasique est nulle et le niveau de résistance toujours ¢élevé avec des
CMI > 10 mg/L. L’activité catalase-peroxydase est indispensable a 1’activation de I'INH en
métabolite actif. Cependant, les mutations du géne katG ne sont retrouvées que dans 50 a 70%
des souches résistantes a I’'INH. Le gene inh4 est impliqué chez 10 a 30% des souches
résistantes. Dans ce cas, les mutations intéressent le plus souvent des séquences régulatrices et
promotrices et parfois la séquence codante du géne (exemple : S94A) et se traduisent par un
bas niveau de résistance (0,2 < CMI < 1,0 mg/L). Ce mécanisme de résistance est croisé¢ avec

I’éthionamide. Des mutations ont été observées dans un 3™ géne chez environ 15% des
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souches résistantes. Il s’agit du géne ahpC codant une hydroxyperoxyde réductase dont
I’expression est régulée positivement par le géne oxyR. Ces deux geénes jouent un role
important dans la défense bactérienne vis-a-vis du stress oxydatif. Chez M. tuberculosis, le
gene oxyR contient naturellement de nombreuses mutations entrainant un faible niveau
d’expression des protéines OxyR et AhpC ce qui expliquerait la bonne sensibilité¢ de cette
espece a I’INH par rapport aux autres mycobactéries. Récemment, un autre géne a été porté
candidat, il s’agit de ndh codant pour la NADH réductase. D’autres geénes pourraient
¢galement jouer un role, pour exemple le géne kasA codant une B-kétoacyl ACP réductase.
Chez 20% des souches résistantes, aucune mutation n’est retrouvée ce qui témoigne de la

complexité de la résistance a ’INH.

o Résistance aux rifamycines

La résistance aux rifamycines chez M. tuberculosis est liée a un mécanisme bien connu chez
les autres bactéries. Elle résulte de mutations sur le géne rpoB codant pour la sous-unité § de
I’ARN polymérase. Environ 95% des souches résistantes a la RMP étudiées présentent une
mutation sur le géne rpoB intéressant une courte région de 81 paires de bases (pb) qui s’étend
du codon 507 au codon 533 [56,59]. Ces mutations sont le plus souvent ponctuelles. Les plus
fréquentes impliquent le codon sérine 531 (chez 50% des souches de M. tuberculosis
résistantes) et le codon histidine 526 (chez 30% des souches résistantes). Ces mutations sont
associ¢es a un haut niveau de résistance a la RMP (CMI > 64 mg/L). D’autres mutations
peuvent tre associées a des niveaux de résistance plus bas. Des délétions et des insertions ont
¢galement été rapportées. Les mutations entrainent une modification structurale de la sous-
unité B de I’ARN polymérase qui diminue la fixation ou I’accessibilité¢ de la rifamycine a son
site [68]. Cette résistance est croisée a toutes les rifamycines. Cependant, les nouvelles
rifamycines permettent d’obtenir des CMI 4 a 8 fois plus basses que celle de la RMP pour les
souches sensibles de M. tuberculosis. De ce fait, environ 30% des souches résistantes a la

RMP sont sensibles a la RFB [69].

o Résistance au pyrazinamide

Le PZA n’est actif que sur M. tuberculosis et M. africanum. M. bovis y est naturellement
résistant. Son activité nécessite un environnement acide et une enzyme : la PZase qui le

transforme par déamination en métabolite actif bactéricide : le POA. Cette enzyme a été
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étudiée par Zhang et al. [77]. Chez M. tuberculosis, elle est monomérique, contient des ions
métalliques (Mn?" et Fe*") et a une activité enzymatique optimale a pH 7,0 et a 40°C.
Dés les années 1970, une association entre perte de I’activité enzymatique et résistance avait

¢été établie. Le géne pncA codant pour I’enzyme a été identifi¢ en 1996 [68].
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Figure 17 — Positionnement du geéne pncA sur le chromosome de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

http://bacteria.ensembl.org/Mycobacterium/M_tuberculosis H37Rv/Location/View?
db=core:g=EBMYCG00000000137:r=Chromosome

Les isolats de M. tuberculosis résistants au PZA présentent en général une altération de
I’activité PZase et il existe une bonne corrélation entre résistance et perte de l’activité
enzymatique [60]. La base génétique de cette résistance concerne le géne pncA. En effet, une
¢tude a démontré qu’une souche de M. bovis BCG naturellement résistante était transformable
en souche sensible par clonage du géne pncA d’une souche sensible de M. tuberculosis [78].
Les mutations du géne pncA représentent le mécanisme majeur de résistance (72-98% des

isolats résistants selon les études [60]), de nombreuses études 1’ont démontré [79-81,78,82-
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85]. Les mutations sont trés diverses et peuvent survenir sur la totalité du géne ainsi que sur la
région que ’on suppose promotrice (juste en amont du gene). Il s’agit essentiellement de
substitutions nucléotidiques mais des délétions ou des insertions peuvent survenir. Bien que
les mutations puissent intéresser la totalité du géne, une étude menée par Lemaitre et al. [86] a
démontré que trois régions hautement conservées et probablement impliquées dans I’activité
catalytique de la PZase représentaient des localisations privilégiées de mutations. Sur la
séquence en acides aminés, ces trois régions correspondent aux positions 3 a 17, 61 a 79 et
132 a 142.

Certaines souches résistantes ne présentent pas de modification de séquence sur le géne pncA.
Chez ces souches sans activité PZase détectable, il a été envisagé le role d’un géne régulateur
inconnu [60]. D’autres souches conservent une activité enzymatique avec un niveau de
résistance bas. Selon les études, 10 a 30% des souches résistantes ne présentent pas de
mutations ce qui suppose l’existence d’autres mécanismes de résistance [68,69]. Une
modification ou une absence de cible (non identifiée a ce jour) a été suspectée [84] et une
imperméabilité¢ de la paroi au PZA ou au POA a été formulée [87]. Zhang et al. ont envisagé
une résistance au PZA par mécanisme d’efflux du POA [88,89] bien que les souches sauvages
de M. tuberculosis ne soient a priori pas munies de ce mécanisme. Une pompe a efflux a été
mise en évidence chez M. smegmatis, M. kansasii [56,59] et M. avium [90]. En effet, chez M.
avium et M. smegmatis, la résistance au PZA n’est pas liée a une mutation sur le géne pncA
(activité PZase conservée) mais reléve d’un puissant efflux du POA. Ce mécanisme de
résistance peut étre inhibé par la réserpine, un inhibiteur de pompe a efflux, qui est capable
d’accroitre I’accumulation de POA chez M. tuberculosis. La réserpine a démontré son
efficacité sur M. tuberculosis H37Ra pour laquelle elle permet d’augmenter sa sensibilité au

PZA [56,59].

o Résistance a 1’éthambutol

La cible de ’EMB est une arabinosyl transférase impliquée dans la liaison arabinose-
galactane. L’arabinogalactane est un constituant majeur de la paroi mycobactérienne. La
résistance a cet antituberculeux chez M. tuberculosis est liée a des mutations de 1’opéron emb
CAB [69]. Le plus fréquemment, soit dans 70% des cas, ces mutations intéressent le gene
embB et plus précisément le codon méthionine 306 [67]. Les autres mutations retrouvées

concernent les codons 330 et 630 ou sont situées en amont de 1’opéron. Enfin, chez 30% des
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souches de M. tuberculosis résistantes, aucune mutation n’est retrouvée et le niveau de

résistance est en général faible (CMIx2-4) [68].

o Résistance a la streptomycine

Elle est liée a une modification de la sous-unité 30S, I’ARNr 16S et la protéine S12 sont les
cibles de cet antibiotique. Des mutations ont ét¢ mises en évidence sur le géne rpsL codant
pour la sous-unité¢ 12S du ribosome. Plus de la moitié¢ des souches résistantes présentent une
mutation sur ce géne. Chez 21% des souches résistantes, une mutation sur le géne rrs, codant
pour la sous-unité 16S de I’ARNTr, est retrouvée. Chez M. avium, la résistance serait plutot le

fait d’une faible perméabilité de la paroi pour cet antibiotique [68].

o Résistance aux aminosides

Les mécanismes de résistance aux aminosides de seconde ligne sont mal connus en raison
d’un manque d’étude. Les mémes mécanismes que ceux rencontrés chez les bactéries a Gram
négatif et a Gram positif sont évoqués [91]. En effet, une inactivation enzymatique de
I’antibiotique a été retrouvée chez quelques espéces et une imperméabilité est évoquée
puisque la paroi est riche en acides mycoliques et donc lipophile. Le mécanisme de
modification de la cible a été décrit pour la SM et est évoqué pour ces molécules de seconde

ligne.

o Résistance aux fluorogquinolones

La résistance aux quinolones résulte principalement de mutations sur le géne gyrd et
concernent surtout le « domaine déterminant la résistance aux quinolones » (QRDR) de la
sous-unit¢ A [92-94]. Le géne gyrB peut également étre muté. Les mutations les plus
fréquemment retrouvées portent sur les codons 88, 90 et 94 de la sous-unité A et les codons
495, 516 et 533 de la sous-unité B. D’autres mécanismes de résistance peuvent étre impliqués
comme une imperméabilité, une inactivation de I’antibiotique ou encore un mécanisme

d’efflux qui a été démontré chez M. smegmatis et évoqué chez M. tuberculosis [93,95]).
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1.8 Meéthodes d’étude de la sensibilité aux antituberculeux

1.8.1 Me¢éthodes phénotypiques

La réalisation d’un antibiogramme doit étre systématique lors de I’isolement initial d’une
mycobactérie de la tuberculose. Il doit également étre entrepris si une souche est isolée apres
3 mois de traitement. Les antituberculeux majeurs doivent étre étudiés d’emblée. En cas de
rechute ou s’il y a suspicion d’une souche MDR, I’étude de la sensibilité aux antituberculeux
de 2°™ ligne doit étre envisagée (centre national de référence).

La culture et donc I’étude de la sensibilité aux antituberculeux des mycobactéries étudiées

nécessite des milieux spécifiques en raison de leur croissance lente.

e M¢éthode des proportions
Parmi les méthodes permettant 1’étude de la sensibilité aux antituberculeux du « complexe
tuberculosis », la méthode indirecte des proportions en milieu solide reste la référence [96]
mais les méthodes en milieu liquide tendent a la supplanter du fait d’une détection plus rapide
et d’une automatisation possible. La méthode en milieu solide reste cependant trés utilisée en

France.

o Méthodes en milieu solide

La méthode indirecte des proportions correspond a la réalisation de I’antibiogramme a partir
des souches isolées de prélevements. Elle consiste en I’ensemencement d’une quantité connue
de bactéries sur des milieux de Lowenstein-Jensen, ou sur milieux Middlebrook 7H10 ou
7H11 dans lesquels I’antibiotique est ajouté avant coagulation ou solidification de I’agar. Pour
chaque antibiotique, une gélose témoin (sans antibiotique) est inoculée en parallele d’une
gélose test contenant I’antibiotique a sa « concentration critique ». La numération des colonies
apparues sur la gélose témoin permet de déterminer la quantité de bacilles déposés et celle
effectuée sur la gélose test permet de déterminer la proportion de bacilles résistants. Cette
proportion critique est fixée a 1% pour I’'INH, la RMP, ’EMB et la SM et a 10% pour le
PZA. Si le pourcentage de bacilles ayant pouss¢ sur le milieu avec antibiotique a la
concentration critique est inférieur a la proportion critique, la souche est dite sensible, si elle

est supérieure ou égale, elle est alors considérée résistante. Cette méthode permet d’obtenir
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des résultats en 14-16 jours pour les souches résistantes. Pour les souches sensibles, le résultat
définitif est rendu apres 42 jours d’incubation [96].

Une méthode directe a partir du produit pathologique est possible si I’examen microscopique
est suffisamment positif. La lecture et I’interprétation sont identiques a celles de la méthode
indirecte [96].

Dans un but de standardisation, il est conseillé d’utiliser des milieux commercialisés. La
trousse Mycobacterium tuberculosis susceptibility test kit (Bio-Rad, France) permet 1’étude de
la sensibilité a I’INH, la RMP, ’EMB, la SM et le PAS en milieu Lowenstein-Jensen. Ce kit
ne permet pas 1’étude de la sensibilité au PZA.

o Meéthodes en milieu liquide

Au début des années 1980, I’automate Bactec™ 460 TB (Becton Dickinson), qui n’est plus
commercialisé a ce jour, avait permis un progrés considérable dans le réduction du délai de
culture. Cette méthode radiométrique automatisée en milieu Middlebrook 7H12, applicable a
I’¢tude de la sensibilité aux antituberculeux, avait permis un gain de temps d’environ 2
semaines par rapport au milieu solide pour le rendu des résultats [48,96]. Ses résultats,
interprétés par les différences de GI entre le flacon témoin et les flacons tests, étaient
comparables a ceux de la méthode des proportions en milieu solide et avait fait de cette
technique la méthode de référence en milieu liquide.

Le milieu MGIT™ associant milieu de culture et systéme de détection de la croissance permet
I’isolement des mycobactéries a partir du produit pathologique mais également 1’étude de la
sensibilité aux antibiotiques [96]. L’antibiogramme est automatisable sur Bactec™ MGIT™
960 et offre I’avantage de I’absence de manipulation de radioactivité et d’aiguille puisque les
tubes peuvent étre inoculés a la pipette. La Trousse BACTEC™ MGIT™ 960 SIRE pour le
test de sensibilité de Mycobacterium tuberculosis aux antimycobactériens (Becton Dickinson)
permet 1’étude de la sensibilité a la SM, a ’INH, la RMP et a ’EMB. L’étude de la sensibilité
au PZA est possible avec la trousse BACTEC™ MGIT™ 960 PZA (Becton Dickinson). Ces
kits sont basés sur le principe de la méthode des proportions en milieu solide. Ils permettent la
comparaison de croissance entre un tube contenant 1’antituberculeux et 1’autre ne le contenant
pas. La résistance de la souche est déterminée par la présence d’une culture dans le tube

contenant 1’antibiotique. Cette méthode est qualitative.
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L’étude phénotypique en milieu liquide permet de raccourcir le délai de réponse par rapport a
la méthode en milieu solide. Toutefois, en cas de résultat douteux, il est recommandé de

déterminer la proportion exacte de mutants résistants sur milieu solide [48].

e Détermination des CMI [96,97]

Elle peut étre déterminée en ensemengant un inoculum défini sur des milieux solides ou
liquides contenant 1’antituberculeux a différentes concentrations.

Dans un contexte de routine, la détermination des CMI reste exceptionnelle. La méthode du
E-Test est disponible pour la RMP, ’EMB, I'INH et la SM. Le milieu de culture utilis¢ est la
gélose Middlebrook 7HI11 supplémentée en OADC. L’ensemencement est pratiqué a
I’écouvillon et I’incubation réalisée a 37°C en atmosphere enrichie a 10% de CO,. Avec
I’utilisation d’un inoculum a 3 McFarland, le résultat chez M. tuberculosis peut étre rendu en
5 a 10 jours. Cependant, cette méthode expose a un risque de contagion du fait des aérosols

générés et ne doit pas étre préconisée.

* Détection de I’activité enzymatique impliquée dans 1’efficacité

de I’antituberculeux

o Détection de P’activité PZase pour déterminer la sensibilité au pyrazinamide
La méthode de Wayne [98], qui n’est pas commercialisée, s’applique a 1’évaluation de la
sensibilité des souches de mycobactéries au PZA par détection de ’activité enzymatique. Il
s’agit d’un test colorimétrique en présence de pyruvate de sodium révélé par 1’ajout d’une
solution de sulfate d’ammonium ferreux a 1%. Ce test ne peut suffire a lui seul étant donné

I’existence de souches résistantes conservant une activité enzymatique.

e M¢éthodes utilisant un indicateur de croissance

o Méthode utilisant un bactériophage spécifique de M. tuberculosis [1.96.97]

Cette méthode est du domaine de la recherche. Elle utilise un bactériophage dans lequel le
gene de la luciférase des vers luisants a été préalablement introduit avant infection de la

culture. En présence de croissance mycobactérienne, M. tuberculosis est luminescente. Ainsi,
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si I’antibiotique est actif, on observe une décroissance de luminescence. En revanche, si M.

tuberculosis est résistante, la luminescence persiste.

o Test a la nitrate réductase

Bien que figurant parmi les tests biochimiques d’identification d’especes (nitrate réductase
présente chez M. tuberculosis et M. africanum, absente chez M. bovis et la souche BCQ),
cette enzyme peut étre utilisée comme moyen de détection de croissance en présence
d’antibiotique chez les espéces la détenant naturellement [96,97].

Plusieurs études ont été conduites pour la détermination de la sensibilité au PZA.

Martin et al. [99] ont développé un test a la nitrate réductase sur milieu Lowenstein-Jensen a
pH neutre en utilisant le nicotinamide comme marqueur de résistance au PZA. Les
performances du test ont été évaluées par comparaison a la méthode radiométrique et au kit
BACTEC™ MGIT™ 960 PZA. Sa sensibilité est de 91% et sa spécificité variable (71-94%)
en fonction de la CMI obtenue.

Syre et al. [100] ont évalué ce test colorimétrique a pH acide 6,0 en le comparant a la
méthode radiométrique, au séquencage du gene pncA et au test de Wayne. En milieu liquide, a
la concentration critique de 100 mg/L, la sensibilité était proche de 90% et la spécificité
d’environ 84%. Celle-ci augmentait aux plus fortes concentrations de PZA. Ces auteurs, tout
comme Zhang et al. [101], encouragent & augmenter la concentration critique du PZA pour
améliorer les résultats et lever les ambiguités de souches faussement résistantes.

Syre et al [102] ont également testés cette méthode colorimétrique en milieu liquide pour la
détermination de la sensibilit¢ de souches de M. tuberculosis a 'INH et a la RMP. En
employant la méthode radiométrique comme gold standard, la sensibilité et la spécificité du

test sont respectivement de 100% et 95% pour I’'INH et de 94% et 100% pour la RMP.

o Test a la résazurine

Ce colorant bleu est utilis¢é comme indicateur coloré pour les analyses de viabilité des cellules,
et notamment des bactéries, puisque sa réduction entraine son changement de couleur en rose.
Ce test a été appliqué a la détermination des CMI a I’'INH et a la RMP chez des souches de M.
tuberculosis par Palomino et a/ [103]. Son application peut étre étendue a la détermination de
la sensibilité d’autres antituberculeux. Ainsi, Martin et al. [104] I’ont appliqué a 1’étude de la

sensibilité¢ au PZA en utilisant le nicotinamide comme marqueur de résistance.
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1.8.2 M¢éthodes moléculaires

Les mutations responsables de résistance peuvent étre identifiées par une méthode
moléculaire aprés amplification des génes impliqués. Les méthodes proposées pour identifier
les mutations sont 1’hybridation moléculaire aprés amplification des génes cibles, la PCR en
temps réel, le polymorphisme de fragments de restriction, le polymorphisme de conformation
simple brin, la chromatographie liquide haute performante avec étape de dénaturation, ou

encore le séquengage.

* Hybridation moléculaire

La technique LiPA (Line Probe Assay) peut étre utilisée. Un test est commercialisé pour la
détection de résistance a la RMP : Inno-LIPA RifTB® (InnoGenetics). Ce test d’hybridation
sur support solide utilise plusieurs sondes oligonucléotidiques spécifiques de 1’all¢le sauvage
et des mutations les plus fréquemment rencontrées. Apres hybridation des produits
d’amplification du gene rpoB, la présence d’hybrides est révélée par une réaction
colorimétrique. Ce test peut étre effectué a partir d’une culture pour détecter ou confirmer une
résistance, ou directement sur le produit pathologique en cas de suspicion de résistance si
I’examen microscopique est tres positif. Cette technique est applicable a la RMP car 95% des
mutations impliquent une région étroite du géne avec une grande fréquence de modifications
identiques [48,96].

Sekiguchi et al. [105] ont développé et évalué la technique LiPA pour I’identification de
résistance au PZA chez M. tuberculosis. Etant donné la grande variabilit¢ des mutations et de
leur localisation sur le géne, 47 sondes oligonucléotidiques ont été dessinées afin de couvrir la
totalité du geéne pncA. La séquence sauvage de référence utilisée pour le développement du
test est celle de M. tuberculosis H37Rv. Les résultats de 1’é¢tude indique une sensibilité et une
spécificité de 100% en référence aux techniques usuelles de détermination de la sensibilité au
PZA (méthode radiométrique et test de Wayne). Ce test n’est pas commercialisé.

Les tests GenoType® MTBDRplus et GenoType® MTBDRsl (Hain Lifescience) permettent
I’identification du « complexe tuberculosis » par amplification d’une séquence de 115 pb
spécifique. Ils ont avant tout ét¢ développés pour la détection de résistances et utilisent la
technologie DNA-STRIP®. Le kit GenoType® MTBDRplus assure la détection des mutations

les plus fréquemment retrouvées chez les souches résistantes a la RMP et a I'INH en ciblant
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les principales mutations des génes rpoB, katG et du promoteur du gene inhA. Le kit
GenoType® MTBDRsl permet de détecter les principales mutations retrouvées chez les
souches résistantes aux fluoroquinolones, aux aminosides et a I’EMB impliquant
respectivement le géne gyr4, le géne rrs et le géne embB. Les résistances retrouvées ne sont
interprétables que s’il s’agit d’une mycobactérie de la tuberculose. Ces deux tests ont été

validés pour une utilisation sur culture et sur examen microscopique positif.

* PCR en temps réel
La technique de PCR en temps réel est applicable a la détection des souches résistantes a haut
niveau a ’INH et a la RMP car les mutations les plus fréquentes sont en nombre limitées.
L’utilisation de sondes spécifiques de régions sauvages et mutées permet d’identifier les
souches résistantes dans la mesure ou la résistance est imputable a une des régions ciblées.
Le test commercialis¢é GeneXpert“MTB/RIF (Cepheid) est basé sur I’amplification d’une
région de 81 pb du gene rpoB spécifique du « complexe tuberculosis ». Une PCR semi-nichée
et l'utilisation de sondes permettent d’identifier les mutations les plus fréquemment
retrouvées chez les souches résistantes a la RMP.
Garcia de Viedma et al. [106] ont mis au point un test permettant de détecter simultanément
les mutations impliquées dans la résistance a la RMP et celles responsables d’un haut niveau
de résistance a I’'INH. Cette méthodologie a également ét¢ développée pour une application
directe sur produit pathologique par Espasa et al. [107]. Tous les essais montrent une grande
spécificité de la méthode par comparaison aux résultats obtenus par séquencage. Appliquée a
la détection sur produit pathologique, la sensibilit¢ s’¢leve a 95-99% lorsque I’examen
microscopique est positif, elle n’est que de 30-35% dans les situations a examen

microscopique négatif [107].

* Polymorphisme de fragments de restriction RFLP

Apres amplification par PCR du géne d’intérét, la technique de RFLP est possible pour les
genes katG, aphC impliqués dans la sensibilit¢ a ’INH, de I’opéron emb CAB codant pour
I’arabinosyl transférase indispensable a I’activité de ’EMB, et des genes rrs et rpsL impliqués

dans I’activité de la SM [96].
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e Polymorphisme de conformation simple brin SSCP

Apres amplification des fragments d’intérét, la technique SSCP est utilisable pour 1’étude du
gene rpoB, des génes katG, inhA et aphC, et du géne pncA [96]. Scorpio et al. [82] ont mis au
point cette méthode pour identifier les souches résistantes au PZA et avaient conclu a une
technique fiable pour la détection de mutants résistants. Sheen et al. [108] ont repris cette
méthode PCR-SSCP pour détecter la résistance au PZA non seulement sur des souches mais
¢galement sur des produits pathologiques. L’étude menée sur 185 isolats de M. tuberculosis et
sur 65 expectorations a fournit des résultats cohérents aux méthodes habituelles (méthode
radiométrique, test de Wayne, séquencage, CMI sur bouillon 7H9 supplémenté a pH acide
6,0) a hauteur de 89-97%.

* Denaturating High-Performance Liquid Chromatography
dHPLC

Cette méthode a été développée et évaluée par Cooksey et al. [109] pour les génes rpoB,
katG, pncA, rpsL, embB et oxyR. Il s’agit d’une technique rapide de screening du
polymorphisme génotypique basée sur la détection d’hétéroduplexes (chiméres allcle
sauvage-allele muté). Cette technique doit étre suivie d’un séquencage afin d’identifier la
modification de séquence responsable. Les auteurs ont rencontré des difficultés de mise au
point des températures d’étude pour le géne pncA en raison de régions tres stables (richesse en

GC) et de la longueur du fragment.

* Séquengage
L’amplification des génes impliqués dans la sensibilit¢é aux antituberculeux suivie du
séquencage du fragment d’intérét est possible a partir du moment ou ils ont été identifiés. Des

couples d’amorces ont été¢ déterminés pour 1’étude des génes impliqués dans la sensibilité a

I’INH, la RMP, le PZA et ’EMB soient katG, oxyR-ahpC, inhA, rpoB, pncA et embB [110].

Ces méthodes moléculaires sont trés intéressantes pour leur rapidité de détection des
résistances de M. tuberculosis aux antituberculeux mais ne peuvent pas supplanter 1’étude
phénotypique de sensibilité puisque, d’une part, certains tests ne sont pas exhaustifs, et
d’autre part, des mécanismes de résistance différents restent inconnus. De plus, elles ont un

colt, requieérent un équipement et du personnel formé.
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ETUDE EXPERIMENTALE

94




2.1 Introduction

Le PZA, analogue du nicotinamide, est considéré comme un antituberculeux de premiere
ligne dans la mesure ou, associ¢ a la RMP et a 'INH pendant les deux premiers mois de
traitement, il permet de réduire celui-ci de 9 a 6 mois.

Son intérét réside en son activité bactéricide a 1’encontre des bactéries semi-dormantes qui
persistent en environnement acide [111]. Ce concept semble peu cohérent avec le stade initial
de I’infection, période ou I’antituberculeux est utilisé et efficace. Son activité pourrait étre
retrouvée dans les phagosomes des macrophages [112] mais cette idée est controversée car
une ¢tude menée in vitro sur des macrophages humains infectés ne retrouve aucune efficacité
du PZA [113]. En fait, les mécanismes régissant son activité n’ont pas encore €té entierement
¢lucidés. Cet antituberculeux a seulement une activité bactériostatique sur les bacilles en
réplication active.

Une des particularités de cet antituberculeux tient au fait qu’il requiert un pH acide pour étre
actif et qu’il ne le soit pas dans des conditions standards de culture. Cette particularité
constitue d’ailleurs le principal obstacle a la réalisation d’études phénotypiques chez les
mycobactéries du complexe de la tuberculose. En effet, a pH acide, M. tuberculosis a une
croissance moindre et 10% des isolats ne se développent pas [114]. Par ailleurs, tout
parametre capable de remonter la valeur du pH influence I’activité antituberculeuse de ce
médicament. Il a notamment été démontré que la taille de I’inoculum ne doit pas étre
négligée. En effet, un inoculum > 107 bactéries/mL induit I’augmentation d’une unité de pH
alors qu’un inoculum de plus petite taille 10° bactéries/mL a un impact moindre puisqu’il
remonte de 0,3 unité la valeur du pH [100].

Parmi les souches appartenant au « complexe tuberculosis », la résistance aux antituberculeux
est de plus en plus fréquente. Les laboratoires de bactériologie doivent donc étre en mesure de
tester la sensibilité des souches vis-a-vis des antituberculeux majeurs. Tester la sensibilit¢ au
PZA est important du fait de la réduction du délai de traitement qu’il autorise mais aussi parce
qu’il peut étre utilis¢ dans les situations de tuberculose a bacille MDR ou XDR. Cependant,
I’étude phénotypique de la sensibilité aux antituberculeux des mycobactéries du « complexe
tuberculosis » requiert au moins trois semaines de culture.

Chez M. tuberculosis, la sensibilité au PZA est corrélée pour une majeure partie a 1’intégrité
d’une amidase ayant deux activités enzymatiques : PZase et nicotinamidase [87]. De
nombreuses études ont démontré la grande implication des mutations sur le géne pncA dans la

résistance des souches de M. tuberculosis au PZA. Ces mutations peuvent survenir sur la
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totalit¢ du gene, de ce fait seul le séquencage du géne pncA permet d’étre exhaustif. La
plupart des bacilles résistants au PZA présentent une substitution nucléotidique dont la
conséquence est la modification d’un acide aminé, plus rarement il s’agit d’une insertion ou
d’une délétion d’un fragment de taille variable (de 1 a plus de 100 nucléotides). La mutation
peut également intéresser la séquence supposée promotrice juste en amont du gene. En effet,
plusieurs souches de M. tuberculosis résistantes au PZA étudiées présentaient uniquement une
substitution localisée sur le 11°™ nucléotide en amont du codon d’initiation.

Un des objectifs de notre travail a ét¢ de développer au laboratoire un test de biologie
moléculaire bas¢ sur le séquencage du gene pncA. Actuellement, la sensibilité des souches
vis-a-vis du PZA est évaluée par une approche phénotypique en milieu liquide a 1’aide de la
trousse BACTEC™ MGIT™ 960 PZA (MGIT PZA) automatisée sur Bactec™ MGIT™ 960
System a pH 5,9. Une fois I’approche génotypique réalisée, le second objectif de ce travail a
consisté en une étude phénotypique de la sensibilité au PZA par détermination des CMI en
milieu liquide et en milieu gélosé.

La mise au point de ces deux méthodes, génotypique puis phénotypique, nous a également

permis d’évaluer les performances du test utilisé en routine par le laboratoire.

2.2 Matériels et méthodes
2.2.1 Matériels : souches de mycobactéries

* Souches témoins
La souche M. tuberculosis H37Rv constitue la souche témoin sensible au PZA et de séquence
sauvage pour le gene pncA. La souche M. bovis BCG CIP 105050 (ATCC 35734) est utilisée
comme souche témoin résistante au PZA puisqu’elle porte une mutation sur le géne pncA en

position nucléotidique 169 (169C>G) ayant pour conséquence une modification du codon 57

(H57D).

e Criteéres d’inclusion des souches cliniques
Les souches sélectionnées sont issues de préleévements recus au laboratoire de bactériologie

du CHU de Limoges et appartiennent toutes au « complexe fuberculosis ». Cette appartenance

a été déterminée au laboratoire a I’aide de la sonde Accuprobe®™ (Gen-Probe), I’identification
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au niveau de I’espece a été réalisée par amplification génique suivie d’une hybridation avec le
test Génotype® MTBC (Hain Diagnostika).

Les souches cliniques étudiées (A, B, C et D) sont phénotypiquement résistantes au PZA.

Les études a venir ont toutes été réalisées avec les témoins typés génétiquement et de

sensibilité connue pour le PZA.

* Sensibilité aux antituberculeux des souches cliniques

L’¢tude de la sensibilit¢ aux antituberculeux des souches cliniques a été réalisée par la
méthode habituelle du laboratoire. L’antibiogramme a été effectué en milieu liquide sur
I’automate Bactec™ MGIT™ 960 System et a utilisé la trousse BACTEC™ MGIT™ 960
SIRE pour le test de sensibilité de Mycobacterium tuberculosis aux antimycobactériens. Ce
kit a permis I’étude de la sensibilit¢ a la SM, a 'INH, a la RMP et a ’EMB sur milieu
MGIT™. Le test MGIT PZA a permis 1’étude de la sensibilité au PZA en milieu liquide. Ce
test utilise un bouillon Middlebrook 7H9 assurant la croissance et la détection des
mycobactéries a pH acide 5,9.

Les résultats de I’antibiogramme réalis€ au laboratoire sont présentés dans le tableau VIII.

Tableau VIII — Résultats de ’antibiogramme des souches cliniques étudiées.
SM, streptomycine ; RMP, rifampicine ; INH, isoniazide ; PZA, pyrazinamide

S, sensible ; R, résistante.

Sensibilité aux antituberculeux sur Bactec™ MGIT™ 960

Année INH

Souche Espéce
d’isolement SM RMP EMB PZA

Img/L | Tmg/L | 0,1 mg/L | 0,4mg/L | 5 mg/L 100 mg/L

A M. tuberculosis 2006 S S S S R
B M. tuberculosis 2008 S S S S R
C M. africanum 2009 S S R R S R
D M. tuberculosis 2009 S S S S R
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2.2.2 Méthodes

Les mycobactéries de la tuberculose étant des agents biologiques de groupe 3, les mesures de
sécurité¢ biologique en vigueur au laboratoire ont été respectées. Les souches ont été

manipulées sous PSM2.

* Les souches de mycobactéries
Des extraits d’ADN étaient disponibles au laboratoire (conservés a -20°C) et ont été utilisés
pour 1’étude génotypique des souches cliniques en échec de culture. En effet, il n’a pas été
possible d’obtenir les souches A et B en subculture. Pour le patient qui hébergeait la souche
B, la subculture d’un autre prélévement (effectué un mois apres) a été repiquée et a pu étre

obtenue en culture. Nous 1’avons inclue a 1’étude et la nommons B’.

o Culture des souches

Les souches témoins et cliniques ont été repiquées sur milieux solides Lowenstein-Jensen et
Coletsos et sur milieu liquide MGIT™. La culture des souches en vue de 1’étude phénotypique
a ¢té réalisée soit a partir de leurs aliquots congelés a -20°C au laboratoire (M. tuberculosis
H37Rv, M. bovis BCG CIP 105050, C et D), soit a partir des subcultures lorsque les aliquots
n’étaient plus disponibles en raison de tentatives de culture précédentes ayant échouées (A et

B). B’ n’avait pas été conservée par congélation.

o Extraction de ’ADN

Les ADN génomiques ont été extraits a 1’aide du kit QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen,
Courtabceuf, France) d’aprés la procédure spécifique aux bactéries a Gram positif. Les ADN
ont été repris dans un volume de 55 pL. d’¢luant.

L’extraction des souches obtenues en culture a été évaluée a I’aide du Nanodrop® 1000
(Thermo Scientific). Ce spectrophotomeétre nous a permis d’apprécier la quantité et la qualité

des extraits d’ADN.
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* Mise au point de la méthode d’amplification et de s€équengage

du geéne pncA

o Le gene pncA

Ce gene codant pour la nicotinamidase/PZase est constitué de 561 pb soit 186 acides aminés.
Chez M. tuberculosis H37Rv, il est porté par le segment 7/13 du génome et référencé
Rv2043c. Sa séquence est disponible sur internet [115] et mentionnée sur la figure 18. Le
génome de M. bovis BCG 1173P2 Pasteur a été entiérement séquencé et disponible sur
internet [116], celui de M. africanum a été partiellement séquencé mais la séquence du geéne

d’intérét est connue [117].
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tcaggagctg
ggtatcggcc
taccgcgtcce
ctcatcgacg
ttcgaagccg
cgtgtccaga
cgacgaggaa
ggttgccacg
cagcgcggeg
gacgatgatc

caaaccaact
gacacacccg
tcggccgtcet
ccgcgttgcece
ctgtacgctc
ctgggatgga
tagtccggtg
acgtgatggt
ccaccggtta
aacgcccgca

cgacgctggc
ctgtcaggtc
ggcgcacaca
gcagccaatt
cggtgtaggce
agtccgcecgcece
tgccggagaa
agtccgccgce
ccgccagcga
t

5!

ggtgcgcatc
caccagcacc
atgatcggtg
cagcagtggc
acccttgtag
gggagtaccg
gtggtcaccc
ttcggccagg
gccacccteg

Séguence reverse et complémentaire

tcctccageg
ctggtggcca
gcaataccga
gtgccgttct
aacaccgcct
ctgacgcaat
gggtcgatgt
tagtcgctga
cagaagtcgt

cggcgacggt
agccattgcg
ccacatcgac
cgtcgactcc
cgattgccga
gcggtggcca
ggaagtcctt
tggcgcgggce
tctgcacgtc

BB CGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCG

GTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGGCGGAC

TACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGC

ACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGAC

TTCCATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACC

GGAGCGTACAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTG

CGGCAACGCGGCGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGC

CAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACA

GCGGGTGTGTCGGCCGATACCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTC

GAGTTGGTTTGCAGCTCCTGA

37

Figure 18 - Séquence du géne pncA chez M. tuberculosis H37Rv.
-: codon d’initiation ; TGA : codon stop.

o Selection des amorces

Chez les trois especes considérées, la séquence nucléotidique du géne pncA ainsi que les
séquences en amont et en aval ont pu étre comparées par alignement a I’aide du logiciel

informatique ClustalW disponible sur internet [118]. L’alignement nucléotidique obtenu est
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présenté sur la figure 20 et montre une homologie parfaite entre les séquences des trois
especes étudiées (hormis la substitution nucléotidique attendue chez M. bovis).

Les amorces ont été déterminées a 1’aide du logiciel Primer 3 disponible sur internet [119]. Ce
logiciel permet d’évaluer les qualités de couples d’amorces choisis manuellement. Nous
avons voulu retenir deux couples d’amorces pour que la réaction de séquence soit effectuée
avec une amorce interne et pour anticiper le recours a une PCR semi-nichée. Les critéres de
choix des amorces sont une température de fusion (Tm) optimale, un risque minimum
d’hybridation des amorces entre-elles et avec celles du second couple. Leur taille a été fixée
autour de 20 nucléotides. Chacun des deux couples permet d’amplifier le géne pncA dans sa
totalité. Les séquences des amorces sélectionnées sont présentées dans le tableau IX et leur

positionnement par rapport au géne présenté sur la figure 19.

Tableau IX — Amorces choisies pour la mise au point de I’amplification du géne pncA par PCR en point final.

Position par
Amorces Séquences 5° —3 Tm (°C) | Taille rapport a la

(nucléotides) | séquence codante

pncA P1’ (sens) CAG CTG GTC ATG TTC GCG ATCG | 70 22 - 106 pb
pncA P2’ (anti-sens) | GCT TGC GGC GAG CGC TCC A 74 19 + 55 pb
pncA 1589 (sens) GCG TCG GTA GGC AAA CTG 60 18 -50pb
pncA 796 (anti-sens) | CGA TGA AGG TGT CGT AGA AGC | 60 21 + 183 pb

5!% =| [\g, =3'

Séquence codante de pncd >
| l/

Figure 19 — Positionnement des deux couples d’amorces par rapport a la séquence du géne pncA.
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Figure 20 -

amorces dessinées.

Séquence d’intérét - BREANPHN - pncA P2’ - FHSHNISHS - BREANSE — modification de séquence chez M. bovis

Alignement chez les trois espéces étudiées des séquences sauvages du géne pncAd encadré des
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Mycobacterium tuberculosis H37Rv CGGTGGAGCGCTCCCCGCAAGCGGCCGCCGCGCACGACCGCGCCGGCTGG

Mycobacterium africanum CGGTGGAGCECTCCCCECAAGCEGGCCGCCGCGCACGACCGCGCCGGCTGG

Mycobacterium bovis BCG 1173P2 CGGTGGAGCGCTCGCCCGCAAGCGGCCGCCGCGCACGACCGCGCCGGLCTGG
KAk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkxkx

Mycobacterium tuberculosis H37Rv GTCGGGTTGTTCACCGGTGACGCGCGGGTCGAAGACCCGGTGGGTTCGCA

Mycobacterium africanum GTCGGGTTGTTCACCGGTGACGCGCGGGTCGAAGACCCGGTGGGTTCGCA

Mycobacterium bovis BCG 1173P2 GTCGGGTTGTTCACCGGTGACGCGCGGGTCGAAGACCCGGTGGGTTCGCA
R Rk I I b I I b I I I b b b b I b b b b b 2 2 I I I I I I 2 I I I I i I I I I O

Mycobacterium tuberculosis H37Rv GCCGCAGGTGGGGCATGAGGCCATCGGCC]

Mycobacterium africanum GCCGCAGGTGGGGCATGAGGCCATCGGCC]

Mycobacterium bovis BCG 1173P2 GCCGCAGGTGGGGCATGAGGCCATCGGCC]
khhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkx

Suite de la figure 20 — Alignement chez les trois espeéces de mycobactéries étudiées des séquences sauvages du

geéne pncA encadré des amorces dessinées.

Séquence d’intéreét - - - pncA P2’ - _ - - — modification de séquence chez M. bovis

o Mise au point du programme d’amplification du géne pncA par PCR en point

final

Une fois la conception des amorces réalisée, la premiere étape a consisté en la mise au point
du mélange réactionnel puis du programme d’amplification sur le thermocycleur GeneAmp®
PCR System 2700 (Applied Biosystems, Courtabeeuf, France). Les deux couples d’amorces
ont été testées. Les réactifs utilisés et la Tag ADN polymérase (5 U/uL) sont commercialisés
par Qiagen. Le volume réactionnel est fixé a 50 pL. Chaque réaction contient 5 pL d’extrait
d’ADN, 1,5 uL de MgCl, a 25 mM soit une concentration finale de 0,75 mM ; 0,5 pL d’une
dilution a 20 uM de chaque amorce testée soit 10 pmol ou une concentration finale a 0,2 uM
(couples testés : pncA P1’-pncA P2’ et pncA 1589-pncA 796); 0,4 uL de Tag DNA
polymérase soit 2 U, 5 uLL de tampon 10X (contenant 15 mM de MgCl,), 4 uL de dNTP a 200
uM chacun soit 80 nmol ou une concentration finale pour chaque dNTP a 16 uM, puis de
I’eau stérile pour compléter le volume réactionnel a 50 pL.

Le programme d’amplification sélectionné¢ a été décrit par Scorpio et al. [82]. A la
dénaturation thermique a 95°C durant 5 minutes succedent 30 cycles de dénaturation,
hybridation, ¢longation : 95°C pendant 1 minute, 55°C pendant 1 minute puis 72°C durant 1
minute. Une phase d’élongation terminale a 72°C pendant 7 minutes met un terme a la
réaction avant refroidissement a 4°C.

L’ amplification est vérifiée par électrophoreése en gel d’agarose a 0,8% sur 5 pL de produits
de PCR. La migration en tampon tris-borate EDTA est effectuée sous un champ électrique
fixé a S0V. La taille du fragment est évaluée par utilisation d’un étalon de poids moléculaires
d’échelle 123 pb d’ADN (Invitrogen). La taille attendue des produits amplifiés est de 722 pb
avec le couple pncA P1’-pncA P2’ et de 784 pb avec le couple pncA 1589-pncA 796. Lorsque
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le signal d’amplification est trop faible, une PCR semi-nichée est réalisée sur 1 pL de produits
de PCR obtenus au cours de la premic¢re amplification. Quel que soit le couple d’amorces
utilisé¢ pour la premiére amplification, la PCR semi-nichée utilise les amorces pncA 1589 et
pncA P2’ (figure 19). Le mélange réactionnel et le programme du thermocycleur restent

identiques.

o Purification des produits de PCR

La purification utilise le kit MSB® Spin PCRapace (EUROBIO, Les Ulis, France) selon les
recommandations du fabricant. La pureté des produits de PCR est contrélée par

¢lectrophorese en gel d’agarose a 0,8%.

o Mise au point du séquencage du géne pncA

La PCR de séquencage est réalisée sur le thermocycleur GeneAmp® PCR System 2700. Un
programme de 25 cycles : 96°C pendant 10 secondes, 50°C durant 5 secondes, 60°C pendant
4 minutes, suivis d’un refroidissement a 4°C a été réalisé. La réaction de séquengage est
effectuée sur chaque brin complémentaire. Le mélange réactionnel est constitué¢ de 2 uL d’une
solution a 2 uM de I’amorce utilisée (pncA 1589 ou pncA P2’) soit 4 pmol ou une
concentration finale de 0,4 uM ; de 1 puL de tampon BigDye® Terminator 5X Sequencing
Buffer AB (Applied Biosystems), de 5 pL de produits de PCR purifiés et de 2 pL de BigDye®
X Terminator (Applied Biosystems). Le volume réactionnel est fixé a 10 pL mais peut étre
doublé pour les amplifications de faible intensité en gel d’agarose. Au contraire, si I’intensité
est forte, la prise d’essai est ramenée a 2 puL. et complétée de 3 uL d’eau stérile.

Une fois ’amplification réalisée, les réactions de séquence sont purifiées a 1’aide de colonnes
NucleoSEQ (MACHEREY-NAGEL EURL, Hoerd Cedex, France) puis concentrées avec le
SpeedVac Concentrator (SAVANT). Aprés concentration, 20 uL. de formamide sont ajoutés
avant analyse sur le séquenceur ABI PRISM 3130x] Genetic Analyser (Applied Biosystems).
L’interprétation des résultats du séquenceur est effectuée a 1’aide du logiciel Sequencing
Analysis version 5.3.2.

Les électrophorégrammes sont ensuite convertis en séquences au format FASTA avec le

logiciel Chromas 1.45 (http://www.technelysium.com.au/chromas14x.html).

L’alignement nucléotidique est réalisé avec 1’application Blast disponible sur internet [120] en

utilisant comme référence la souche M. tuberculosis H37Rv.
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Extraction de I’ADN

\ 4

Préparation du mélange

réactionnel

Amplification sur

thermocycleur
A 4

Electrophorése en gel d’agarose a 0,8%

Signal
d’amplification

suffisant

PCR semi-
nichée

h 4

Electrophorése en gel d’agarose a 0,8%

h 4 A 4
Purification des produits de PCR
A 4
Electrophorése en gel d’agarose a 0,8%
h 4
Préparation du mélange réactionnel pour séquencage
h 4
Réaction de séquencage sur thermocycleur
\ 4
Purification des produits de séquengage
A 4

Conditionnement de I’échantillon pour analyse

\ 4

Analyse de I’échantillon sur le séquenceur ABI

PRISM 3130x1 Genetic Analyser

Interprétation des résultats a 1’aide du logiciel
Sequencing Analysis version 5.3.2
Electrophorégrammes convertis en séquences au
format FASTA

Alignement nucléotidique

Figure 21 — Protocole de séquengage du géne pncA.
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* Concentration minimale inhibitrice du pyrazinamide

Les souches témoins, M. tuberculosis H37Rv et M. bovis BCG CIP 105050, sont étudiées en
paralléle des souches cliniques résistantes au PZA.

Les subcultures disponibles sur Lowenstein-Jensen ou Coletsos des souches témoins et des
souches cliniques (B’, C et D) sont utilisées. Plusieurs colonies sont prélevées a 1’Gse,
dissociées a 1’aide de billes de verre stériles contenues dans un tube a bouchon vissé stérile
puis remises en suspension dans de I’eau stérile. Cette suspension est homogénéisée (vortex)
durant plusieurs minutes jusqu’a disparition des gros agrégats. Aprés décantation et dépot des
grosses particules, la suspension de mycobactéries est ensemencée dans le milieu de culture
Middlebrook 7H9 Broth avec glycérol (Becton Dickinson, Maryland, USA) supplémenté en
albumine, dextrose et catalase (ADC). L’incubation est prolongée jusqu’a ce que le trouble du
milieu atteigne une opacité équivalente a celle de 1’étalon BCG 1 mg/mL.

Les différentes étapes de la détermination des CMI en milieu liquide et en milieu gélosé sont

résumées sur la figure 24.

o CMI du pyrazinamide en milieu liquide

Pour cette étude, nous utilisons le bouillon Middlebrook 7H9 Broth avec glycérol
supplémenté en ADC. La préparation de 1’inoculum et du milieu de culture a été décrite par

Aono et al. [121]. Les étapes techniques sont résumées sur la figure 22.

=  Préparation de I’inoculum

Lorsque la culture en Middlebrook 7H9 supplémenté est suffisante, la suspension est
dissociée en tube a bouchon vissé. Apres sédimentation des particules de grande taille, la
turbidité est ajustée a un standard McFarland 1 (= 10® UFC/mL) en milieu Middlebrook 7H9.
Ce standard est préparé au laboratoire a 1’aide d’une culture de bacilles a Gram négatif dans
ce méme milieu de culture supplémenté. L’inoculation des tubes tests et témoins est effectuée
avec 100 pL de la dilution au 1/10°™ de la suspension de mycobactéries a 1 McFarland. La

dilution est réalisée en Middlebrook 7H9 supplémenté.
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= Préparation des solutions de pyrazinamide

Le médicament disponible en poudre est commercialis¢ par MP Biomedicals, Inc. (Illkirch,
France). Le PZA a une solubilité dans 1’eau de 15 g/L [60]. Les concentrations testées sont 25,
50, 100, 200, 300, 600, 900 et 1 200 mg/L. Cette gamme comprend la concentration critique
du PZA que nous fixons a 100 mg/L par analogie au test MGIT PZA formulé sur la base d’un
bouillon Middlebrook 7H9.

La solution mére de PZA est préparée en eau stérile a la concentration 12 g/L. Un volume
suffisant est élaboré pour qu’elle soit d’une part utilisée telle quelle (tubes tests a 1 200 mg/L)

et, d’autre part, diluée pour préparer la gamme de concentrations testées.

= Préparation des milieux de culture

La CMI en milieu liquide est réalisée dans des tubes en verre stériles a bouchon vissé. Le
volume total, PZA inclus, est fix¢ a 4 mL (3,6 mL de Middlebrook 7H9 supplémenté et
400 pL de solution de PZA).

Le PZA étant efficace a pH acide, le lyophilisat du milieu de culture des tubes tests est
reconstitu¢ non pas avec de I’eau mais avec du tampon phosphate préparé au laboratoire. Le

pH est ensuite ajusté a 6,0 a I’aide d’une solution d’acide phosphorique.

=  Témoins de I’étude en milieu liquide

La suspension a 1 McFarland de chaque souche est diluée au 1/100°™ dans le milieu de
culture et 100 puL de cette dilution sont inoculés dans un tube sans PZA a pH 6,0. Ce tube
constitue le témoin croissance 1% et sa positivité constitue la condition sine qua none pour
interpréter la CMI. Si la croissance obtenue dans le tube a 100 mg/L est supérieure a celle du
témoin 1%, la souche est considérée résistante [100]. Le tube sans PZA a pH 6,0 constitue un
second témoin.

En parallele, nous avons test¢ a pH 6,6 £ 0,2 le témoin croissance 1% et la suspension au
1/10°™ dans des tubes sans PZA. Le milieu de culture Middlebrook 7H9 a alors été
reconstitu¢ avec de 1’eau stérile puis supplémenté en glycérol et ADC. Ces témoins

permettent d’évaluer I’impact du pH acide sur la culture.
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=  noculation des milieux

Les concentrations testées pour la souche sensible de référence M. tuberculosis H37Rv sont
25, 50, 100 et 200 mg/L, celles testées pour la souche résistante M. bovis BCG CIP 105050
sont 300, 600, 900 et 1200 mg/L. En revanche, pour les souches cliniques disponibles en
subculture (B’, C et D), I’ensemble de la gamme de concentrations est testé. Cent microlitres
de la dilution au 1/10°™ de la suspension bactérienne a 1 McFarland sont inoculés dans les
tubes avec ou sans PZA : Iinoculum est d’environ 10° UFC. L’inoculum du témoin

croissance 1% est de ’ordre de 10° UFC.

| 8 Suspension ajustée a 1 McF _|_>
Dilution au 1/100°™ 8 Dilution au 1/10°™ 8
Inoculation 100 pL Inoculation 100 pL

pH6,0 pH6,6 pH6,0 pH6,6 25 50 100 200 300 600 900 1200 mg/L

Tubes témoins sans PZA Gamme de concentrations de PZA — pH 6,0

Figure 22 — Inoculation des tubes témoins et tests pour la détermination de la CMI du PZA en milieu liquide.

= [ncubation des cultures

Les tubes sont placés a I’étuve a 37°C en aérobiose. La croissance est vérifiée apres 14 jours
d’incubation pour les especes considérées. Les périodes d’incubation variant en fonction des
études, nous avons fait le choix d’effectuer une premicre lecture de la CMI a J14 et une
définitive a J28.

La CMI attendue de M. tuberculosis H37Rv est inférieure a 100 mg/L (variable en fonction
des études [87,122]). La CMI attendue de M. bovis est > 500 mg/L [89].
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o CMI du pyrazinamide en milieu solide

Le milieu utilisé pour cette étude est le Middlebrook 7H11 agar avec glycérol (Becton
Dickinson) supplémenté en OADC. La détermination des CMI du PZA est réalisée en boite de

Pétri sur un volume de 20 mL de gélose. Les étapes techniques sont illustrées sur la figure 23.

= Préparation de I’inoculum

Cette étape a été décrite par Sun et al. [89]. Les conditions de calibration de I’inoculum sont
différentes de celles utilisées pour la détermination des CMI en milieu liquide. L’inoculum
doit avoir une opacité équivalente a celle de 1’étalon BCG d’opacimétrie = 1 mg/mL. La
préparation de la suspension est identique a celle de I’étude en milieu liquide. Apres
sédimentation, les suspensions dépourvues de grosses particules sont diluées en Middlebrook
7H9 au 1/10°™ puis en progression géométrique de raison 10 afin d’obtenir les deux dilutions

testées : 102 et 10

= Préparation des solutions de pyrazinamide

La solution mére de PZA est préparée de fagon identique a celle de 1’étude en milieu liquide a

une concentration de 12 g/L.

= Préparation des milieux de culture

La solution de PZA est incorporée dans le milieu de base avant gélification, en méme temps
que ’OADC [123]. A 18 mL de Middlebrook 7H11 supplémenté en OADC, 2 mL de solution
de PZA sont ajoutés.

Le milieu de culture est reconstitu¢ avec du tampon phosphate comme précédemment puis le

pH est ajusté a 5,5 [89] a I’aide d’une solution d’acide phosphorique.

=  Témoins de I’étude en milieu solide
Le milieu de culture a pH 5,5 sans PZA constitue le témoin de I’étude.
Un milieu non acidifi¢ a pH 6,6 = 0,2 est inoculé pour évaluer I’impact de I’acidité sur la
culture. Pour cela, le milieu Middlebrook 7H11 agar supplémenté en OADC est reconstitué

d’apres les recommandations du fabricant avec de 1’eau stérile.
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=  noculation des milieux

Les concentrations testées sont ciblées en fonction des résultats obtenus en milieu liquide. La
concentration critique du PZA est fixée a 50 mg/L sur Middlebrook 7H11 agar [123]. Elle est
testée chez toutes les souches de I’étude (y compris M. bovis BCG CIP 105050). Les souches
sont inoculés en spots de 50 puL apres séchage de la gélose a 1’étuve. Les souches témoins et
les souches cliniques disponibles en subculture (B’, C et D) sont testées vis-a-vis des
concentrations 25, 50 et 100 mg/L pour les deux dilutions bactériennes (102 et 10*). La
souche M. bovis BCG CIP 105050 est, quant a elle, testée aux plus fortes concentrations :
600, 900 et 1 200 mg/L.

Les souches sont également ensemencées en spots de 50 pL sur la gélose témoin non

acidifiée.
Opacité équivalente a 1’étalon
BCG 1 mg/mL
Dilutions 8 ﬂ ﬂ ﬁ
1o 10* 10° 10"
Inoculation en spot de 50 uL des dilutions 107 et 10*
pH 6,6 pHS5,5
T 1 r 1
10? 10? 10* 10* 10°
10* 10 10 10 10*
== = == = =
— = = = =
~ I~ I~
Boites témoins sans PZA 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
=  — = Souche M. bovis
BCG CIP 105050
600 mg/L 900 mg/L 1200 mg/L
Milieux avec PZA — pH 5,5

Figure 23 — Inoculation des boites témoins et tests pour la détermination de la CMI en milieu solide.

» Incubation des cultures
Les boites sont placées a 1’é¢tuve a 37°C en atmosphére aérobie. Le premicre lecture est

effectuée a J21 et la lecture finale a J42.
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v
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Turbidité exigée
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Ensemencement des tubes
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v
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Figure 24 — Etude phénotypique : protocole de détermination des CMI du PZA en milieux liquide et solide.
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2.3 Résultats

2.3.1 Mise au point de la méthode d’amplification et de séquencage du géne pncA codant

pour la pyrazinamidase

* Amplification du géne pncA par PCR en point final

Le premier couple d’amorces testé : pncA PI’-pncA P2’ n’a pas permis d’obtenir
I’amplification de la souche clinique C (M. africanum). La taille attendue des produits de PCR

avec ce couple est de 722 pb.

Marqueur BCG Témoin
PM H37Rv A B B’ C D négatif

722 pb

123 pb

Figure 25 — Electrophorése en gel d’agarose a 0.8%. Détermination de I’amplification du géne pncA par le
couple d’amorces pncA P1’-pncA P2’.
PM, étalon poids moléculaires d’échelle 123 pb d’ADN (Invitrogen).

L’autre couple d’amorces testé : pncA 1589-pncA 796 nous a permis d’obtenir le fragment
d’intérét chez toutes les souches, y compris la souche clinique C. Le mélange réactionnel et le
programme d’amplification n’ont pas ét¢ modifiés. La taille attendue du fragment avec ce

couple est de 784 pb.
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Marqueur

PM

123 pb

BCG
H37Rv A B B’

Témoin

négatif

784 pb

Figure 26 — Electrophorése en gel d’agarose a 0.8%. Détermination de 1’amplification du géne pncA par le

couple d’amorces pncA 1589-pncA 796.

PM, étalon poids moléculaires d’échelle 123 pb d’ADN (Invitrogen).

Le signal d’amplification obtenu pour la souche C étant trop faible pour obtenir un

séquencage de qualité, nous avons eu recours a une PCR semi-nichée avec les amorces pncA

1589 et pncA P2’ sur 1 pL de produits de PCR. Etant donné le haut risque de contamination,

le témoin négatif de la premiére amplification a ét¢é manipulé en parallele de la souche C.

L’amplicon de la PCR semi-nichée a une taille de 666 pb.

Marqueur

PM

666 bp

123 bp

1 C 2 1

Figure 27 — Electrophorése en gel d’agarose a
0.8%. Détermination de I’amplification du geéne
pncA de la souche clinique C aprés PCR semi-
nichée avec les amorces pncA 1589 et pncA P2’
PM, étalon poids moléculaires d’échelle 123 pb
d’ADN (Invitrogen) ;

1, témoin négatif PCR semi-nichée ;

2, témoin négatif PCR initiale.

La PCR semi-nichée permet d’obtenir un signal d’amplification satisfaisant pour la souche C.
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Les différents produits de PCR ont ensuite été purifiés sur colonne.

Marqueur BCG

PM H37Rv A B B’ C D

784 bp
666 bp

123 bp

Figure 28 — Electrophorése en gel d’agarose a 0.8%. Détermination de la pureté des produits de PCR.
PM, étalon poids moléculaires d’échelle 123 pb d’ADN (Invitrogen).

* Séquengage du gene pncA codant pour la pyrazinamidase

Les amorces utilisées pour la réaction de séquence (pncA 1589 et pncA P2’) permettent 1’une
et I’autre d’obtenir la séquence du gene pncA dans sa totalité. L’amorce pncA 1589 couvre la
séquence du nucléotide -12 (en amont du codon d’initiation) au nucléotide +50 au moins (en
aval du codon stop). L’amorce pncA P2’ permet 1’analyse du nucléotide -45 au nucléotide
+20. L’analyse des séquences obtenues chez les souches témoins et cliniques permet
d’apprécier le caractére « sauvage » ou « muté » du gene pncA.

Le caractére sauvage du geéne pncA chez la souche témoin M. tuberculosis H37Rv et la dérive
génotypique de la souche M. bovis BCG CIP 105050 sont confirmées par cette technique. La
souche A présente la délétion d’une cytosine 116delC responsable d’un décalage du cadre de
lecture. La souche B porte une substitution nucléotidique 465G>T qui n’entraine pas de
modification de séquence en acides aminés V155V. Les autres souches cliniques étudiées : B’
de phénotype sensible, C et D présentent une séquence du geéne pncA identique a celle de M.
tuberculosis H37Rv. Les résultats de cette étude sont rapportés sur le tableau X en parall¢le

des résultats obtenus au laboratoire par la méthode phénotypique MGIT PZA.
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2.3.2 Etude de la sensibilité au pyrazinamide en milieu liquide

L’objectif de cette étude a été de déterminer la CMI du PZA sur bouillon Middlebrook 7H9.
La CMI permet de quantifier la bactériostase et correspond a la plus faible concentration
d’antibiotique pour laquelle il n’y a pas de croissance visible a I’ceil nu [48].

La concentration critique retenue pour cette étude est 100 mg/L. La CMI ne peut étre validée
que lorsqu’une croissance est détectée dans le tube témoin 1% [100].

La souche témoin M. tuberculosis H37Rv a une CMI <25 mg/L, elle est de phénotype
sensible. La souche témoin M. bovis BCG CIP 105050 a une CMI > 1200 mg/L, elle est
phénotypiquement résistante.

Une croissance des souches témoins et de la souche clinique B’ a été observée dés le 14°™
jour. La souche B’ a une CMI <25 mg/L. En revanche les souches C et D n’ont pas poussé
sur le tube témoin 1% a pH 6,0 et sur les tubes tests. Chez ces deux souches, une croissance a

pu étre observée sur les tubes a pH 6,6. Les résultats sont détaillés dans le tableau X.

2.3.3 Etude de la sensibilité au pyrazinamide en milieu solide

La méthode en milieu gélosé présente deux différences par rapport a la méthode en milieu
liquide : un inoculum plus lourd (dilutions 10* et 10* d’une densité équivalente a 1’étalon
BCG 1 mg/mL versus 10° UFC pour le milieu liquide) et un pH plus acide (5,5 versus 6,0
pour le milieu liquide). La concentration critique du PZA sur gélose 7H11 est fixée a 50 mg/L
[123] et la proportion critique pour cet antituberculeux a 10% [124].

Au cours de cette étude, nous avons rencontré un probléme de croissance de la souche témoin
sensible et des souches cliniques B’, C et D. En effet, seule la souche M. bovis BCG CIP
105050 s’est développée a pH 5,5 avec des résultats notables dés le 21°™ jour. La souche M.
tuberculosis H37Rv et la souche clinique B’ ont rapidement poussé sur la gélose témoin a pH
6,6 = 0,2. Lors de la lecture finale, a pH 5,5 sans PZA, on pouvait observer un début de
culture pour M. tuberculosis H37Rv a la dilution 102, Aucune croissance n’a pu étre détectée
a J42 pour les souches C et D quel que soit le pH. Les résultats sont détaillés dans le tableau
X.

Ces résultats et ceux obtenus avec la technique en milieu liquide confirment la difficulté de

croissance de ces souches.
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Tableau X — Synthése des résultats obtenus pour 1’ensemble des souches étudiées.

NR, non réalisé ; S, sensible ; R, résistant ; Ind, indéterminé par absence de croissance visible.

TESTS
SOUCHE ESPECE Etude en milieu liquide Etude en milieu gélosé
MGIT PZA Séquengage HO THIT
CMI Ph CMI -
énotype énotype
(mg/L) (mg/L)
H37Rv M. tuberculosis S Sauvage <25 S Ind Ind
BCG CIP 169C>G
M. bovis NR >1200 R >1200 R
105050 H57D
A M. tuberculosis R dell16C NR : absence de subculture
465G>T
B M. tuberculosis R NR : absence de subculture
V155V
B’ M. tuberculosis S Sauvage <25 S Ind Ind
C M. africanum R Sauvage Ind Ind Ind Ind
D M. tuberculosis R Sauvage Ind Ind Ind Ind
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2.4 Discussion

Des souches MDR et XDR ont émergé ces derniéres années en Asie (Inde, Chine), dans les
pays de I’Europe de I’Est et en Afrique du Sud. Les laboratoires de bactériologie équipés d’un
secteur mycobactéries doivent donc étre en mesure de tester la sensibilité des souches isolées
vis-a-vis des antituberculeux de 1°° ligne, d’une part dans un objectif d’adaptation
thérapeutique et, d’autre part, dans le cadre de la surveillance épidémiologique de la
tuberculose.

Le principal écueil de la détermination de la sensibilit¢ des mycobactéries du « complexe
tuberculosis » par les techniques de routine reste le délai de rendu des résultats. En effet,
méme si I’antibiogramme en milieu liquide permet de raccourcir ce délai par rapport a celui
en milieu solide, 5 a 13 jours sont nécessaires pour connaitre la sensibilit¢ d’une souche a la
SM, a I'INH, a la RMP et a ’EMB, et 5 a 21 jours pour le PZA. De plus, le risque de
contamination de I’inoculum est important du fait de la croissance trés lente des
mycobactéries comparativement a celle d’éventuels contaminants (bactéries, champignons,
levures). Une contrainte supplémentaire est rencontrée dans 1’étude de la sensibilité au PZA
puisque D’efficacité de cet antituberculeux est conditionnée par I’acidité du milieu. Cette
acidité limite la croissance bactérienne et notamment celle de M. tuberculosis. A pH 5,5, 10%
des isolats de M. tuberculosis ne poussent pas et 50% des colonies sont inhibées avec une
taille considérablement diminuée par rapport a celle a pH 6,8 [114].

Ces contraintes d’étude phénotypique justifient le développement d’une méthode génotypique
permettant 1’obtention rapide d’un résultat et non dépendante des conditions particulieres de
culture.

Au cours de cette étude, la premicre difficulté a été d’obtenir une subculture des souches
cliniques. En effet, deux des souches cliniques détectées résistantes au laboratoire (A et B)
n’ont pas pu €tre obtenues en subcultures et les deux autres (C et D) ont poussé difficilement.
Ce probleme met en exergue les difficultés de conservation des souches mycobactériennes.
Cette difficult¢ d’obtention de subcultures a partir d’aliquots congelés a -20°C étant
récurrente, la nouvelle pratique du laboratoire est une conservation a -80°C en glycérol. En
terme de réglementation, il n’existe pas d’obligation de conservation des souches isolées de
produits pathologiques. La conservation des mycobactéries de la tuberculose est cependant
souhaitable du fait de leur caractére épidémiologique important, et pour 1’évaluation de
méthode par exemple. De plus, il s’agit de bactéries pathogenes spécifiques impliquées dans

des infections graves et, de méme que le guide de bonne exécution des analyses impose le
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délai de conservation de un an pour les sérums, ce méme délai pourrait s’appliquer aux
mycobactéries de la tuberculose. Plusieurs conditions de conservation sont proposées dans le
référentiel Rémic édité par la SFM [125] : la lyophilisation (peu pratique), la technique de
subculture (consommatrice de temps technicien, dérives génétiques), la conservation des
milieux de culture initiaux (conservation a court terme), la conservation par piqiire en gélose
profonde (peu onéreuse, non adaptée aux bactéries fragiles ou d’exigences culturales
particuliéres), et la congélation. La méthode de congélation convient a toutes les souches
bactériennes et permet une conservation a long terme en limitant les dérives génétiques. Elle
doit étre pratiquée en milieu cryoprotecteur tel que le glycérol a 1,2 M a température < -80°C
avec un inoculum massif. La congélation a -20°C permet une bonne conservation pendant
environ un an.

Pour revenir a I’objectif principal de notre étude, qui était d’installer au laboratoire une
technique de séquencage du geéne pncA, la premiere difficulté rencontrée a ét¢ de déterminer
le couple d’amorces capable d’amplifier la séquence d’intérét chez les trois especes de
mycobactéries. En effet, ’amplification du géne pncA des souches témoins et cliniques était
possible quel que soit le couple d’amorces utilisé¢ a 1’exception de la souche clinique C (M.
africanum) qui n’était pas amplifiée avec le couple pncA P1’-pncA P2’.

L’absence d’amplification du géne pncA de la souche clinique C avec le couple pncA P1°-
pncA P2’ est vraisemblablement liée a I’impossibilité d’hybridation de ’amorce pncA P1°. La
souche C présente probablement une modification de séquence sur la zone d’hybridation de
cette amorce mais le séquencage ne nous a pas permis de I’affirmer. La détermination d’un
nouveau couple d’amorces pour ’amplification et le séquengage de cette région pourrait
permettre de lever cette incertitude. Toutefois, aucune mutation n’a été¢ décrite sur cette région
(environ 100 pb en amont du codon d’initiation) chez les souches résistantes au PZA
répertoriées dans la littérature.

Les mutations retrouvées chez les souches cliniques A (del116C) et B (mutation silencieuse
465G>T soit V155V) n’ont jamais été décrites. La mutation silencieuse de B n’étant pas
retrouvée chez B’ (isolée chez le méme patient un mois apres), un typage moléculaire par la
méthode MIRU VNTR (Mycobacterial Interspered Repetitive Units Variable Number
Tandem Repeat) a été réalis¢ afin de déterminer si ces deux souches sont différentes. A partir
des 5 loci évalués les plus discriminants (MIRUO4, ETRA, ETRB, ETRC et QUB26), les
résultats ont montré que les souches B et B’ présentaient des profils distincts pour 3 loci
(MIRUO4, ETRA et QUB26). Ces deux isolats sont différents. Le patient hébergeait donc

deux populations de M. tuberculosis.
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La difficulté principale de 1’étude génotypique réside dans son interprétation. En effet, seule
la présence d’une mutation responsable d’une modification de séquence en acides aminés
(modification de la structure protéique) permet de confirmer la résistance d’une souche. Or,
méme si les mutations du géne pncA représentent un mécanisme majeur dans la résistance au
PZA (72-98% [60]), d’autres hypothéses ont été démontrées ou formulées pour les souches
résistantes présentant une séquence sauvage du gene pncA (modification de la cible,
mécanisme d’efflux, imperméabilité, géne(s) régulateur(s)). Le séquencage n’est donc pas
exhaustif pour la détermination de la sensibilit¢ au pyrazinamide mais a une bonne valeur
prédictive puisque 1’on peut prédire, a partir des données de la littérature, que 3 souches
résistantes sur 4 présentent une mutation sur le géne pncA. Cependant, la présence et la nature
d’une modification de séquence du géne pncA sont relativement mal corrélées au niveau de
résistance. Concernant les mutations silencieuses, plusieurs études rapportent qu’elles ne sont
pas responsables de résistance au PZA chez M. tuberculosis [85,126]. Des études ont été
menées afin de montrer d’une part une corrélation entre le degré de perte d’activité
enzymatique et le niveau de résistance, et d’autre part, une corrélation entre la localisation des
mutations retrouvées et le niveau de résistance des bacilles. Toutes ces études ont retrouvé un
lien entre modification de séquence et diminution de I’activité PZase. Il a en effet été
démontré que les souches hautement résistantes au PZA (CMI =900 mg/L) présentaient une
mutation et perdaient leur activité PZase, alors que les souches de bas niveau de résistance
(CMI = 100-300 mg/L) ¢étaient de séquence sauvage et conservaient une activité enzymatique
[82,127,128]. Toutefois, lors d’une une étude menée par Clemente et al. [129], 60% des
souches mutées pour le geéne pncA conservaient une activité enzymatique ce qui va a
I’encontre de ce qu’ont mentionné les auteurs précédents. Etant donné la grande variabilité
dans la conservation ou la perte de 1’activité enzymatique, Sheen et a/ [130] ont suggéré que
le niveau de résistance était le fait d’accumulation de plusieurs mécanismes pour la plupart
des souches.

Le critere de sensibilité de la méthode n’a pas été abordé au cours de cette étude puisque nous
avons travaillé sur des extraits d’ADN génomiques de souches obtenues en culture. Si cette
technique venait a étre utilisée directement sur un prélévement (environnement complexe,
quantité de mycobactéries et donc de géne pncA plus faible), il serait nécessaire de disposer
d’une bonne sensibilité et de la réévaluer.

Le second axe de notre étude a consisté en 1’é¢tude phénotypique de la sensibilité au PZA en
milieux liquide et solide. L objectif de cette étude était de déterminer les CMI des souches

cliniques étudiées et d’en confronter les résultats a ceux de I’étude génotypique. Cependant,
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I’é¢tude phénotypique nous a uniquement permis d’obtenir des résultats pour les souches
témoins et la souche B’ en milieu liquide. Les CMI obtenues pour ces trois souches sont
corrélées a ceux du séquengage du géne pncA. Pour les souches témoins, les CMI sont
cohérentes avec celles mentionnées dans la littérature. Celle de la souche M. tuberculosis
H37Rv est <25 mg/L (attendue < 100 mg/L), celle de M. bovis BCG CIP 105050 >1 200
mg/L (attendue > 500 mg/L) soit un niveau de résistance trés élevé bien que la mutation
H57D n’intéresse pas une région hautement conservée de la protéine (codons 3-17, 61-79 et
132-142) [87,89].

La concentration critique du PZA retenue sur milieu liquide 7H9 semble judicieuse. Aucune
¢tude ne la précise. Nous avons retenu 100 mg/L par analogie au test MGIT PZA et a
plusieurs études [82,100]. En effet, au cours d’une étude impliquant 38 souches de M.
tuberculosis résistantes au PZA testées en Middlebrook 7H9, Scorpio et al. [82] avaient
utilisé cette concentration critique. Une étude menée par Syre et a/ [100] sur 75 souches de
M. tuberculosis a démontré qu’en utilisant 100 mg/L comme concentration critique, la
sensibilité était de 87.5% et la spécificité de 83.7 %.

Il aurait ét¢ intéressant de pouvoir investiguer en CMI les souches cliniques A et B présentant
une modification de séquence, mais le mode de conservation utilisé au laboratoire ne nous 1’a
pas permis. Le résultat du test MGIT PZA de la souche A est corrélé a I’étude génotypique.
La mutation silencieuse V155V de la souche B ne peut pas étre responsable de la résistance
phénotypique obtenue avec le test MGIT PZA.

En ce qui concerne 1’absence d’obtention de résultats pour les souches cliniques C et D en
milieu liquide, la période d’incubation retenue a 28 jours n’était peut étre pas suffisante.
Pourtant, le délai d’incubation utilisé par Aono et al. au cours de leur étude était de 14 jours
[121], celui utilisé par Syre et al. était plus long et fixé a 21 jours [100]. D aprées le fabricant,
le milieu Middlebrook 7H9 peut étre incubé pendant 8 semaines mais une croissance modérée
a importante doit étre obtenue dans les 21 jours qui suivent I’ensemencement.

Concernant I’étude phénotypique en milieu gélosé, le pH et la composition de la gélose
peuvent étre incriminés. Ce milieu Middlebrook 7H11 est pourtant préconisé pour la
croissance de souches de mycobactéries de culture difficile et de souches résistantes [131].
Les agents qui entrent dans sa composition pour réduire la croissance des contaminants sont
incriminés dans 1’inhibition de certaines souches de mycobactéries. Contrairement a Sun et al.
[89], le protocole utilis¢é ne nous a pas permis d’obtenir de résultats bien que les
recommandations tenant a 1’ajustement du pH et a la taille de I’inoculum aient été respectées.

Les délais de culture retenus semblent corrects puisque, d’aprés Gérome et al. [96], les
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souches résistantes doivent pousser sur ce milieu en 14-16 jours alors qu’il faut attendre 42
jours pour les souches sensibles. Les souches témoins et B’ ont poussé rapidement sur la
gélose témoin tandis que les souches C et D ne se sont pas développées aprés 42 jours
d’incubation quel que soit le pH.

Concernant les performances du test MGIT PZA, plusieurs études ont rapporté des résultats
corrélés a la méthode radiométrique et au séquengage [126,127,132]. En revanche, Chedore et
al. [133] ont retrouvé des souches faussement résistantes avec le test MGIT PZA par
comparaison a la méthode radiométrique, a la détermination de ’activité PZase et a I’étude
génotypique. D’aprés ces auteurs, plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces fausses
résistances. Tout d’abord, ils ont mis en cause la quantité de bacilles inoculés. En effet, un
inoculum trop lourd est responsable d’une élévation du pH, entrainant 1’inefficacité du PZA,
et augmente le risque de retrouver un mutant résistant par mutation spontanée. Ensuite, la
maniere de déposer I’inoculum a ét¢ mise en cause du fait de l’utilisation d’une pipette
responsable d’une mauvaise distribution des bacilles dans le milieu et entralnant une
croissance en amas. Les résistances observées avec la technique MGIT PZA chez les quatre
souches A, B, C et D sont critiquables. En effet, mise a part la souche A qui présente une
délétion responsable d’une modification de la séquence en acides aminés, I’étude génotypique
et le test MGIT PZA ne sont pas corrélés pour les souches B, C et D. La CMI de la souche B
n’ayant pas pu étre réalisée en raison de ’absence de subculture, et n’étant pas concluante
pour les souches C et D, nous ne pouvons pas €tre certains de la résistance de ces souches.
Etant donné le faible pourcentage de souches résistantes par un mécanisme autre qu’une
mutation sur le gene pncA, il est possible que ces souches catégorisées résistantes par le test

MGIT PZA soient de phénotype sensible.
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2.5 Conclusion

La technique génotypique de détection de mutation sur le gene pncA développée est
spécifique et permet d’apporter rapidement la confirmation de résistance au pyrazinamide
d’une souche de mycobactérie de la tuberculose. Elle ne peut cependant pas se substituer a
I’é¢tude phénotypique du fait du faible pourcentage de souches résistantes ayant une séquence
sauvage du gene pncA. Des investigations a venir chez le « complexe tuberculosis »
concernant [’identification d’autres cibles, la découverte d’un mécanisme d’efflux,
d’imperméabilité voire 1’identification de gene(s) régulateur(s) devraient permettre
d’augmenter la spécificité de la technique. En attendant, le séquencage du gene pncA a sa
place en complément de I’antibiogramme. Cette technique de biologie moléculaire reste
cependant coliteuse et nécessite un personnel formé et, de ce fait, est réservée a des
laboratoires référents.

L’¢étude phénotypique mise en place a le bénéfice d’apporter des résultats cohérents avec ceux
du séquencage lorsqu’une croissance est possible sur ces milieux Middlebrook 7H9 et 7H11 a
pH acide. Le mode de conservation par congélation a -20°C, utilisé pour ces souches, ne nous
a pas permis d’investiguer plus avant les mécanismes moléculaires de résistance des souches
phénotypiquement résistantes. Les problemes rencontrées viennent confirmer les difficultés
de culture des mycobactéries et d’étude de la sensibilité au pyrazinamide. L’étude en milieu
gélosé ne peut pas étre appliquée en routine du fait des difficultés de croissance rencontrées.
L’étude phénotypique de détermination des CMI en milieu liquide peut étre intéressante en

complément du test MGIT PZA chez des souches de phénotype résistant.
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