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INTRODUCTION




I’espéce humaine.

Le risque de contracter la tuberculose est encore présent, en raison des caractéres propres au
bacille tuberculeux, mais aussi du mode de transmission et de la physiopathologie bien
patticuliére de cette maladie.

Le traitement de la tuberculose et les mesures de prévention sont actuellement bien connus
mais posent certains problémes liés notamment a la durée de ce traitement et au risque de non
observance.

La connaissance de I’épidémiologie de la tuberculose contribue a prévenir sa transmission.
Deux grands axes y contribuent :

o d’une part les enquétes épidémiologiques classiques qui conservent tout leur
intérét : les enquétes réalisées autour d’un cas ont pour objectif de dépister le plus
rapidement possible des cas secondaires, afin de limiter la transmission de la
tuberculose

o d’autre part la découverte du génome de Mycobacterium tuberculosis a ouvert de
nouvelles perspectives, en permettant la mise au point de techniques de biologie

moléculaire a des fins diagnostiques et de typage épidémiologique.

Tous ces éléments permettent d’étudier plus précisément la transmission de cette maladie et
d’établir des liens entre les différents cas de tuberculose, notamment dans les situations de

micro épidémies.



1°"® Partie : LA TUBERCULOSE ET L’AGENT
RESPONSABLE




1. L’agent responsable : Mycobacterium tuberculosis
A. Le genre Mycobacterium

1. Nomenclature

Sur le plan taxonomique, les mycobactéries appartiennent a I’ordre des Actinomycétales et en
particulier a la famille des Mycobacteriaceae qui ne comprend qu’un seul genre : le genre
Mycobacterium. Celui-ci regroupe plus de 70 especes parmi lesquelles Mycobacterium
tuberculosis, agent de la tuberculose, auquel nous nous intéressons plus particulierement dans
cette étude. Le genre Mycobacterium présente une propriété tinctoriale essentielle : 1’acido-
alcoolo-résistance. Toutefois, cette propriété peut concerner également d’autres bactéries

comme certaines Corynebactéries et quelques Actinomycetes, parmi lesquels les Nocardia.

2. Définition

Le genre Mycobacterium est défini par 3 critéres (40) :

e [’acido-alcoolo-résistance
Cette propriété est liée a la richesse de la paroi bactérienne en lipides et entralne une
imperméabilité aux colorants usuels ainsi qu'une résistance a la décoloration par un traitement
acide/alcool. En revanche, la paroi fixe de fagon intense les colorants alcalins tels que la
fuchsine basique. La coloration de Ziehl-Neelsen, basée sur cette propriété, est utilisée pour la

réalisation de I’examen microscopique.

e La composition en acides mycoliques
Ces acides gras insaturés a longue chaine carbonée (C60 a C90) sont le support de I’acido-

alcoolo-résistance et constituent un critere taxonomique de choix car leur structure varie selon

les espéces bactériennes.

e Le contenu de I’ADN en Guanine et Cytosine
Le GC% des mycobactéries est compris entre 61 et 71%, a I’exception de Mycobacterium

leprae dont le GC% est compris entre 54 et 57%. Ce pourcentage élevé explique que les 2



brins d’ADN soient fortement liés et impose des conditions techniques particuliéres lorsqu’il

faut rompre les 3 liaisons Hydrogénes.

3. Classification

Le genre Mycobacterium rassemble plus de 80 espéces qui sont réparties en 3 groupes classés

en fonction de leur pouvoir pathogene:

» Le complexe tuberculosis rtegroupe les especes Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis et le BCG, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canetti et

Mycobacterium microti.

e Mycobacterium tuberculosis est responsable de la tuberculose humaine et son
pouvoir pathogéne sera détaillé plus tard.

o Mpycobacterium bovis provoque chez les bovins des Iésions tuberculeuses
pulmonaires, des 1ésions des glandes mammaires. Il peut étre pathogene pour tous
les mammiferes et également pour I’homme qui se contamine a partir du réservoir
animal par inhalation de particules infectées, notamment dans les étables.

e Mpycobacterium africanum est responsable de tuberculoses humaines en Afrique, il
est plus rare en Europe.

e Mycobacterium microti est une espéce trés peu pathogéne pour ’homme qui
infecte les rongeurs et les bovins (41).

o Mycobacterium canetti est rarement responsable de tuberculose, ces cas ont été

décrits en Afrique.

> Les mycobactéries atypiques. Cultivables in vitro, elles n’ont pas de pouvoir pathogéne
par injection sous-cutanée chez le cobaye. La plupart sont des espéces saprophytes.
Certaines, considérées comme des bactéries opportunistes, peuvent occasionnellement étre
a Porigine d’infections humaines appelées mycobactérioses. Elles ne manifestent un
pouvoir pathogene qu’a la faveur d’une défaillance des défenses de [I’hote
(immunodépression, VIH). C’est notamment le cas de  Mycobacterium avium

intracellulare, Mycobacterium kansasii ou Mycobacterium xenopi.



Certaines mycobactéries atypiques sont des espéces pathogeénes : Mycobacterium ulcerans est
la seule mycobactérie a posséder une toxine et Mycobacterium marinum présente un pouvoir

pathogene cutané.

Les mycobactéries atypiques ont €t€ classées en 4 groupes par Runyon en 1959 en fonction de

leur délai de croissance et de 1’aspect des colonies en culture.

» Les mycobactéries responsables de la Iépre de I’homme et du rat, Mycobacterium leprae

et Mycobacterium lepraemurium sont des especes non cultivables.

4. Habitat

Les mycobactéries du groupe tuberculeux se rencontrent chez des hotes animéux tandis que le
réservoir de Mycobacterium leprire est uniquement humain. Le réservoir de Mycobacterium
tuberculosis est représenté par I’homme atteint de tuberculose qui peut contaminer son
entourage par les crachats, I’émission de gouttelettes de Pfliigge. Les mycobactéries atypiques
quant a elles se trouvent dans I’environnement hydro-tellurique et contaminent ’homme de

fagon indirecte.
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B. Mycobacterium tuberculosis

1. Historique

L’ancienncté de la tuberculose est attestée par 1’existence de 1ésions osseuses caractéristiques,
découvertes sur des squelettes trés anciens dont certains dataient du Néolithique ou chez des
momies de I’Egypte ancienne. Cependant, certaines formes de la maladie n’ont été
individualisées que tardivement : ainsi la description de la méningite tuberculeuse ne remonte

qu’au milieu du XVIlIéme siecle.

La transmissibilité de la tuberculose a €t¢ démontrée en 1866 par Villemin qui, par méthode
expérimentale, a prouvé I’inoculabilité de produits tuberculeux a I’animal et donc la contagion
de la tuberculose.

La découverte de 1’agent bactérien de la tuberculose par Robert Koch date de 1882, d’ou le
nom de bacille de Koch ou BK donné au bacille tuberculeux.

En 1921, Calmette et Guérin mettent au point le BCG, un bacille rendu avirulent par
repiquages successifs et qui est a la base de la vaccination.

En 1944, Waksman découvre la Streptomycine qui s'avere efficace contre les bacilles
tuberculeux. D'autres antibiotiques apparaissent ensuite comme I'Isoniazide en 1952, le
Pyrazinamide en 1954, I'Ethambutol en 1962 et surtout la Rifampicine en 1968

Enfin, le séquencage complet du génome de Mycobacterium tuberculosis fut réalisé en 1998.

2. Caracteres bactériologiques

2.1.  Morphologie

Mycobacterium tuberculosis est un fin bacille de 2 4 5 um de long, 1égérement incurvé, aux
extrémités arrondies, non capsulé, non sporulé, immobile (69).

C’est une bactérie gram positif mais difficilement colorable par cette méthode. La méthode de
Ziehl-Neelsen révele son acido-alcoolo-résistance et les bacilles tuberculeux apparaissent

alors rouges sur fond bleu.
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2.2.  Caracteéres physiologiques

Mycobacterium tuberculosis est une bactérie exigeante qui nécessite de nombreux facteurs de
croissance pour son développement. Le temps moyen de division est d’environ 20 heures ce
qui explique 1’évolution lente de la maladie, la nécessité de prescrire des traitements longs et
les délais de réponse des cultures.

Mycobacterium tuberculosis est une bactérie aérobie qui se localisera préférentiellement dans

les tissus bien oxygénés ce qui explique la prépondérance des tuberculoses pulmonaires.

2.3, Sensibilité aux agents physiques et chimiques

Mycobacterium tuberculosis peut survivre au froid et a la dessiccation, ce qui explique que
I’on puisse I’isoler de fagon transitoire dans I’environnement.

Mycobacterium tuberculosis est sensible aux agents physiques tels que les rayonnements
ionisants, les rayons X, les UV dans certaines conditions, la lumiére et la chaleur.

Sa sensibilit¢ aux agents chimiques est variable : détruit par I’alcool a 70°, il résiste a de

nombreux antiseptiques, aux bases et aux acides dilués.

II. La tuberculose

A. Physiopathologie

Elle permet de mieux comprendre quels sont les facteurs de risque et pourquoi certaines

populations sont plus exposées au risque de tuberculose

1. Contamination par le bacille tuberculeux

Mycobacterium tuberculosis est un agent pathogéne strictement humain ; la forme pulmonaire
est la plus fréquente et assure principalement la transmission interhumaine du bacille. La

transmission de Mycobacterium tuberculosis se fait par voie aérienne, la contamination se
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produit par inhalation d’un aérosol pulmonaire provenant d’un patient bacillifére lors de toux,

de paroles, d’émission de gouttelettes de Pfliigge...

2. Lésions induites par le bacille

Chez un sujet non immunisé, le bacille tuberculeux pénétre au niveau de I’alvéole pulmonaire
ou il provoque I’apparition d’un chancre d’inoculation. Cette premiére phase locale aboutit a
une Iésion aspécifique : le chancre se présente sous forme d’un foyer exsudatif, les bacilles
tuberculeux sont phagocytés par les macrophages, ils se multiplient activement dans ces
cellules. Les bacilles atteignent également le ou les ganglions qui drainent le territoire atteint,
ce qui entraine une adénopathie satellite. On observe une multiplication active des bacilles et
a ce stade, les bacilles peuvent éventuellement disséminer par voie lymphatique ou sanguine a
partir du ganglion médiastinal pour atteindre divers organes : poumon, ganglion périphérique,

séreuses, appareil urogénital, os.

Six semaines plus tard environ, les moyens de défense de ’organisme entrent en jeu et la
réaction immunitaire spécifique se met en place, les lymphocytes affluent a proximité des
macrophages activés. Cette phase conduit a une limitation stricte des Iésions au point
d’inoculation et parallélement au développement d’une hypersensibilité retardée qui se
manifeste par une lésion spécifique. Celle-ci se présente sous forme d’un granulome
tuberculeux avec le plus souvent une nécrose caséeuse centrale solide.

Dans 90% des cas, la Iésion se stabilise, le caséum involue sur plusieurs mois et finit par se
résorber ou se calcifier. Cependant, des bacilles tuberculeux peuvent rester quiescents au sein
du granulome, pendant toute une vie, et constituent un réservoir potentiel de bacilles. Ils
peuvent &tre a I’origine de rechutes. Une réaction d’hypersensibilité retardée positive révele

cette primo infection.

Dans 10% des cas, le caséum se ramollit, la Iésion s’ouvre, les bacilles tuberculeux se
multiplient dans un milieu oxygéné et peuvent diffuser par voie lymphatique ou hématogéne.
On observe une extension de la Iésion. Le sujet entre alors dans la tuberculose maladie active.
A ce stade de la maladie, la réaction tuberculinique révélant 1’état d’hypersensibilité est

fortement positive.
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3. Contamination et transmission de 1’infection tuberculeuse

Si on observe 100 malades « cracheurs» c’est-a-dire éliminant des BK dans leurs
expectorations et pour lesquels I’examen microscopique est positif, aprés une période de 2
ans, en ’absence de traitement, la moitié de ces patients sont décédés, un quart est guéri et le
quart restant est tuberculeux chronique. Ces 100 malades au départ auront durant cette période
contaminé 1000 personnes; on estime en effet qu’un patient pour qui I’examen microscopique
est positif contamine 10 sujets. Parmi ces 1000 personnes, 100 développeront une tuberculose
maladie. Enfin, parmi ces 100 nouveaux malades, 55 environ élimineront des bacilles dans les
expectorations, disséminant ainsi le bacille. Ce schéma général peut étre plus ou moins
modifié en fonction de facteurs d’environnement, d’hygiéne, de confinement, de sensibilité
des individus (19).

Par ailleurs, il faut savoir qu’il existe des facteurs génétiques de susceptibilité a la maladie
tuberculeuse : en effet, il existe un lien épidémiologique entre tuberculose et déficit en

vitamine D, ainsi qu’entre tuberculose et polymorphisme du géne de I’interleukine 1f.

B. Situation actuelle

1. Situation dans le monde

La tuberculose est la principale maladie infectieuse affectant I’espéce humaine, plus fréquente
que le paludisme et le SIDA réunis. En effet, on compte dans le monde une nouvelle infection
par le bacille tuberculeux chaque seconde ; plus d’un tiers de la population mondiale a été en
contact avec le bacille et la prévalence de I’infection tuberculeuse est estimée en 2003 a plus
de 2,1 milliards d’individus. Il faut noter cependant que seul un petit nombre d’entre eux
développera une tuberculose maladie. L’incidence de la tuberculose dans le monde est
estimée a 8,8 millions de nouveaux cas par an selon les données de 2003 et la mortalité

s’éleve a 1,75 millions par an (127).

Le tableau A donne une estimation de P’incidence de la tuberculose, des cas a frottis positifs

ainsi que de la mortalité selon les régions du monde.



Nombre de cas (en Cas pour 100 000 Déces par tuberculose (y
milliers) habitants compris chez les VIH-
positifs)
Région de Toutes Frottis Toutes Frottis Nombre Pour 100
I’OMS formes positif formes positif (en 000
(%) milliers) habitants
Afrique 2372 (27) 1013 345 147 538 78
Amériques 370 (4) 165 43 19 54 6
Asie du Sud- | 3062 (35) 1370 190 85 617 38
Est
Europe 439 (5) 196 50 22 67 8
Méditerranée | 634 (7) 285 122 55 144 28
orientale
Pacifique 1933 (22) 868 112 50 327 19
occidental
Ensemble du | 8810 (100) 3897 140 62 1747 28
monde

Tableau A : Estimations de I’incidence de la tuberculose et de la mortalité par tuberculose lors

de ’année 2003 (127).
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On observe d’énormes disparités selon les pays :

- Dans les pays en voie de développement, la prévalence de I’infection tuberculeuse
est beaucoup plus élevée qu’ailleurs et I’épidémie de SIDA ne fait qu’aggraver la situation.
95% des cas de tuberculose sont situés dans ces pays. L’ Afrique (incidence 345/100 000 hab),
I’Asie du Sud-Est (190/100 000 hab) et I’Amérique latine (28,1/100 000 hab) sont
particulierement touchées.

C’est en Asie du Sud-Est que les cas sont les plus nombreux, ils représentent un tiers de
I’incidence mondiale. Toutefois, 1’incidence par habitant est presque 2 fois plus élevée en

Afrique qu’en Asie du Sud-Est, avec pres de 350 cas par an pour 100 000 habitants.

Dans ces pays en voie de développement, les cas de tuberculose ainsi que les déces
concernent principalement la tranche d’age la plus active, ¢’est-a-dire les 15-49 ans (59) ;

80% des tuberculeux ont moins de 50 ans.

- Dans les pays développés, la tuberculose était un probléme majeur de santé publique
au début du XX¢éme siecle avec un taux de mortalité de 300 cas pour 100 000 habitants. Son
incidence a ensuite diminué régulierement de fagon spectaculaire. Cette diminution de
I’incidence est attribuée a une meilleure politique de dépistage et de traitement précoce et a la
réduction du risque infectieux dans un environnement socio-économique plus favorable.
Cependant, au début des années 1990, une recrudescence de la tuberculose a été observée, elle
¢tait liée principalement a I’infection & VIH. Dans les pays industrialisés, la tuberculose
touche plutot des sujets de plus de 50 ans appartenant a des populations a risque (personnes
immigrées, immunodéprimées, vivant dans des conditions précaires...). Aux USA, le nombre
de cas de tuberculose a augmenté durant cette période, 1ié au VIH, avec notamment un taux
important de bacilles tuberculeux résistants aux antituberculeux dans les grandes villes, ce qui

a été a ’origine de micro épidémies.
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2. Situation en Europe

L’incidence globale en Europe est de 50 cas pour 100 000 mais on observe des disparités en
fonction des pays (58).

En Europe de I’ouest, I’incidence a progressivement diminué pour atteindre 12,9 cas pour
100 000 habitants, avec une répartition bimodale selon 1’age : dans la population immigrée, il
s’agit plutdt de sujets jeunes et les femmes sont plus nombreuses que les hommes. Dans la
population autochtone, les sujets infectés sont plutdt des hommes agés de plus de 65 ans. On
observe une répartition avec une concentration des cas dans la capitale dans de nombreux
pays européens (France, Belgique, Angleterre, Pays-Bas), comme cela a été observé aux
USA.

Dans les pays d’Europe centrale, I’incidence est de 40,4 cas pour 100 000 habitants.

Dans les pays d’Europe de I’Est, I’incidence est plus élevée, 90 cas pour 100 000 habitants, et
la situation est particuliérement inquiétante ; de nombreuses épidémies sont survenues dans
les prisons et le pourcentage de bacilles résistants aux traitements antituberculeux est

important.

Notons qu’en France métropolitaine, 1’incidence de la tuberculose est plutoét élevée par

rapport aux autres pays européens de I’ouest (36).

3. Situation en France

3.1. Incidence

A partir des relevés de déclaration obligatoire, le Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire a
publié en mars 2003 un bilan de la situation concernant la tuberculose. (14)

Entre 1972 et 1998, I’incidence de la tuberculose est passée de 60 cas a environ 10 cas pour
100 000 habitants, comme le montre la figure 1. Depuis 1997, celle-ci reste stable autour de
11 cas pour 100000 habitants avec cependant de fortes disparités régionales et
sociodémographiques (29,67). En 2001, 6465 cas ont été déclarés mais il faut tenir compte

d’une sous déclaration de cas (18).
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Figure 1 : Evolution de I'incidence de la tuberculose (cas déclarés)
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En France, on observe d’énormes disparités selon les régions, selon 1’4ge, selon le pays
d’origine des sujets. Il faut également tenir compte de tous les facteurs de risque de

tuberculose qui peuvent s’ajouter et compliquer la situation.

En France métropolitaine, le taux d’incidence relevé en lle- de France est quatre fois supérieur
a la moyenne nationale (27,2 cas pour 100 000 habitants contre 7 pour 100 000 habitants) et
46% des cas déclarés se situent dans cette région (24). Hormis la région Provence-Alpes-
Cote-d’Azur ou I’incidence reste élevée, les régions dans lesquelles I’incidence est la plus

élevée se situent dans le Nord de la France.

En Lorraine, ’incidence des cas de tuberculose déclarés était de 6,5 cas pour 100 000
habitants en 1992, 8,1 en 1995 et 5,6 en 2001. Parmi les cas déclarés, I’incidence des cas de
tuberculose pendant la période 1993-95 était dans cette région de 7,1 cas pour 100 000
habitants chez les personnes frangaises et 22,2 cas pour 100 000 habitants chez les personnes

étrangeres (68). Durant cette méme période, les formes pulmonaires isolées représentaient
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74% des cas, les formes extra pulmonaires 20,6% et les formes mixtes 5,4%. Le pourcentage
de personnes atteintes par le VIH parmi les cas de tuberculose déclarés en 1995 était de 5,3%.
Par ailleurs, I’étude de la couverture vaccinale par le BCG, basée sur les certificats de santé
du 24éme mois révélait en 1994 un taux de 95%, le plus élevé avec I’lle-de-France, la

moyenne frangaise étant de 82%.

3.2, Facteurs de risque

3.2.1. L’dge

L’4ge est un paramétre important a considérer : le taux d’incidence augmente avec 1’dge et
atteint 22,1 pour 100 000 habitants chez les personnes de plus de 75 ans. L’age médian est de
44 ans et pres de 60% des cas sont de sexe masculin. Parallelement, 1’dge des sujets pour
lesquels les cas sont déclarés recule. Par ailleurs, parmi les cas déclarés, 278 cas de
tuberculose concernent des enfants de moins de 15 ans, parmi lesquels 77% vaccinés par le

BCG.

3.2.2. Le pays d’origine

D’énormes disparités sont observées selon le pays d’origine : alors que les personnes de
nationalité étrangére représentent moins de 7% de la population en France, elles constituent
35 % des cas de tuberculose déclarés (5). De plus, parmi les personnes de nationalité
étrangere, la tranche d’dge 25-39 ans ¢tait la plus touchée (87 cas pour 100 000),
contrairement aux personnes de nationalité francaise. Les personnes étrangeres proviennent
souvent de pays ou I’incidence de la tuberculose est beaucoup plus élevée qu’en France, et
elles ont souvent des conditions de vie et de logement plus défavorables, ce qui accroit le
risque de transmission de tuberculose. Et tandis que I’incidence diminuait de 6% chez les
personnes de nationalité francaise entre 1997 et 2001, elle augmentait de 7% durant cette
méme période chez les personnes de nationalité étrangére. En France, dans les populations
étrangeres issues de pays a forte endémie, I’incidence, environ 10 fois supérieure a celle des
populations autochtones, est en augmentation (de prés de 20% par an pour la population des
15-24 ans). En lle-de-France, la proportion d’étrangers est de 13%, la proportion de cas

diagnostiqués chez les étrangers est de 45%. Par ailleurs, dans cette région, la population
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exposée est plus variée et plus jeune, la tranche d’4ge 25-39 ans est la plus touchée et on y

trouve un tiers des cas de tuberculose a bacilles multi résistants.

3.2.3. La promiscuité

La résidence en collectivité s’accompagne d’un risque accru de tuberculose, qu’il s’agisse
d’une résidence pour personnes dgées, d’un foyer de travailleurs (5), d’un centre social ou

dans une moindre mesure d’une prison (21,57). Elle concerne 14,7% des cas renseignés.

3.2.4. La forme clinique

Concernant la présentation clinique de la maladie, les formes pulmonaires isolées ou associées
qui constituent la forme la plus contagicuse représentent pratiquement % des cas tandis que
les méningites tuberculeuses constituent 1,5% des cas (100 cas en 2001).

Parmi les cas déclarés et renseignés, 1’examen microscopique était positif dans 62% des cas,

la culture dans 71,5% des cas.

3.2.5. Autres facteurs de risque

Certaines situations sont considérées comme des facteurs de risque de développer une
tuberculose. C’est le cas de la malnutrition, d’un traitement immunosuppresseur
(corticothérapie, chimiothérapie), d’une transplantation récente ou encore d’une maladie
concomitante (diabete, éthylisme, toxicomanie, syndromes lymphoprolifératifs, cancers,
insuffisance rénale chronique, gastrectomie, silicose ou VIH). Par ailleurs, des cas de

contamination de tuberculose liés a I’utilisation d’endoscopes ou de matériel de dialyse ont

ét¢ décrits (22).

Les sujets immigrés provenant de pays ou la prévalence de la tuberculose est élevée, les
personnes en situation précaire, vivant dans des conditions socio-économiques défavorables,
au contact de tuberculeux (risque multipli€ par 5), les sujets non vaccinés par le BCG (risque

multiplié par 5) ou encore ceux chez lesquels une primo-infection récente n’a pas ét¢ traitée

21



(risque multiplié par 50) sont des sujets présentant un risque accru de développer une

tuberculose.

Parmi les facteurs de risque, un antécédent de tuberculose traitée était retrouvé dans 9% des
cas, constituant un risque de résistance au traitement. Concernant la co-infection

VIH/tuberculose, clle représente 5,6% de ’ensemble des cas de tuberculose.

Enfin, le taux de souches multi résistantes, c¢’est-a-dire résistantes a I’isoniazide et a la

rifampicine est de 0,7% et reste stable depuis plusieurs années (101).

3.3.  Mortalité

En ce qui concerne la mortalité par tuberculose, le nombre annuel moyen de décés est passé
de 1000 en 1988-1990 (soit 1,9 pour 100 000 habitants) a 695 en 1999 (1,2 pour 100 000
habitants), soit une baisse de 30% environ. Ces taux de décés varient selon I’age : proche de
zéro chez les sujets les plus jeunes et méme nul chez les 0-14 ans, il augmente de fagon

sensible avec I’4ge et atteint 7,8 cas pour 100 000 habitants chez les sujets de plus de 65 ans.

C. Diagnostic

1. Diagnostic clinique et radiologique

La tuberculose est une maladie connue depuis I’époque préhistorique et tire son nom de
Iaspect des lésions qui évoque de petits tubercules. Elle est due principalement a

Mycobacterium tuberculosis.

1.1.  Formes pulmonaires

La localisation pulmonaire est de loin la plus fréquente et représente environ 80% des formes

de tuberculose maladie (13).
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Compte tenu de la physiopathologie de la tuberculose, il convient dans un premier temps de

distinguer la primo-infection tuberculeuse de la tuberculose maladie (6,90).

1.1.1. Primo-infection tuberculeuse

La primo-infection tuberculeuse se définit comme le premier contact infectant avec le
bacille tuberculeux. Son diagnostic repose essenticllement sur le virage récent des tests
tuberculiniques car les symptomes sont généralement nuls et la radiographie pulmonaire n’est
souvent pas faite. Ces tests tuberculiniques mettent en évidence la réponse de I’immunité
cellulaire @ un mélange protéique standardis¢ de fragments de mycobactéries: la
« tuberculine ». Dans les pays ou la vaccination par le BCG est obligatoire, ce test perd a la
fois sa valeur pour la mesure épidémiologique du risque annuel d’infection et sa valeur
diagnostique. Désormais, la revaccination est supprimée en France, ce qui facilitera
Pinterprétation de I’Intra-Dermo-Réaction (IDR) : une réaction positive chez un adulte qui n’a

pas été revacciné peut avoir une valeur significative plus grande.

L’IDR & la tuberculine se pratique par injection de tuberculine (Tubertest®) par voie
intradermique sur la face antérieure de I’avant- bras (70). La lecture se fait aprés 72 heures par
la mesure du diameétre d’induration. L’interprétation doit tenir compte de 1’¢tat antérieur des
réactions et des informations concernant une éventuelle vaccination par le BCG. Une réaction
positive marquée par I’apparition d’un phlycténe, d’une induration, traduit le plus souvent une
infection tuberculeuse récente. Le Monotest® qui était trés utilis€é par les médecins,

notamment chez le nourrisson car facile d’utilisation, a été supprimé en novembre 2004, seul

le Tubertest® reste utilisé.

La radiographie thoracique peut montrer une image typique de nodule pulmonaire
correspondant au chancre d’inoculation, associé a une adénopathie satellite
Parmi les examens complémentaires, I’absence de bacilles dans 1’expectoration et de signes

de tuberculose maladie doit étre vérifiée.

1.1.2. Tuberculose maladie

Parfois la primo-infection tuberculeuse peut étre symptomatique et aboutir & une tuberculose

maladie ; elle peut se manifester par des signes respiratoires sous forme d’une atteinte
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gangliopulmonaire a la radiographie avec toux et syndrome fébrile, éventuellement une
altération de 1’état général. Les symptomes observés sont beaucoup plus rarement digestifs

(diarrhée fébrile), cutanés (érythéme noueux) ou oculaires (kératoconjonctivite)...

Le diagnostic de présomption de tuberculose maladie se base sur la clinique et la radiologie.
La tuberculose maladie ou tuberculose pulmonaire commune se manifeste le plus souvent par
des signes généraux, pulmonaires ou extra pulmonaires, elle est plus rarement découverte de
fagon fortuite.

A TP’examen clinique, on observe classiquement des signes généraux : altération de 1’état
général avec asthénie, anorexie, perte de poids, fievre élevée ou fébricule, sueurs nocturnes.
On observe également des symptdmes respiratoires notamment une toux persistante, avec ou
sans expectoration ; celle-ci conduit généralement & pratiquer une radiographie thoracique.
Les hémoptysies sont moins fréquentes mais considérées comme plus graves et de ce fait
elles sont plus rarement négligées. Une dyspnée peut étre observée dans les formes trés
étendues.

L’IDR peut étre utilisée comme dépistage, a la recherche d’une réaction phlycténulaire, mais
il existe des formes graves de tuberculose avec une IDR négative.

La radiographie du thorax est presque toujours anormale : le cliché typique se présente sous
forme d’images nodulaires associées a des images cavitaires, au niveau des lobes supérieurs
ou dans le segment apical du lobe inférieur. Des images excavées a parois épaisses traduisent
en général une tuberculose active et contagicuse.

La tomodensitométrie thoracique peut étre utile pour préciser des images difficiles a
interpréter.

Une conjonction d’arguments épidémiologiques (terrain, contage), mais surtout des examens
bactériologiques et plus rarement histopathologiques viennent confirmer le diagnostic de
présomption.

Ainsi, la mise en évidence de bacilles tuberculeux a I’examen microscopique, par la culture
ou par amplification génique est utilisée dans le cadre d’une suspicion de tuberculose. Un
traitement est souvent débuté de facon concomitante, méme en ’absence de certitude
bactériologique.

Sur le plan histologique, la découverte d’un granulome tuberculoide, surtout en présence de

nécrose caséeuse et dans un contexte évocateur, peut suffire au diagnostic.
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1.1.3. Miliaire tuberculeuse

La miliaire tuberculeuse est une forme rare mais sévere, caractérisée par une dissémination
hématogéne rapide du bacille.

Le diagnostic s’appuie essentiellement sur la clinique et les clichés thoraciques.

Dans un premier temps, on observe une fiévre isolée puis les signes respiratoires tels que toux

séche et dyspnée apparaissent.

A la radiographie et au scanner, une distribution « hématogene » des micronodules est

hautement évocatrice de miliaire tuberculeuse.

Par ailleurs, la réalisation de biopsies bronchiques peut révéler la présence de granulomes

tuberculoides.

La recherche de bacilles tuberculeux dans les expectorations est souvent négative a I’examen

microscopique et méme en culture.
Un bilan d’extension est impératif, a la recherche de localisations extra pulmonaires

consécutives a la dissémination hématogeéne des bacilles.

1.2.  Formes extra pulmonaires de la tuberculose

Les localisations extra pulmonaires de la tuberculose représentent une minorité de cas ; par

ordre de fréquence, on peut distinguer :

les localisations séreuses : 1’atteinte de la plévre est la plus fréquente et représente 10 a 15%
des tuberculoses. Les signes pleuraux sont au premier plan et la radiographie montre une
opacité pleurale. La ponction pleurale raméne un liquide sérofibrineux renfermant une faible
quantité¢ de bacilles. La biopsie pleurale, examen clé du diagnostic, révele la présence de

lésions granulomateuses.

La tuberculose ganglionnaire se caractérise par des adénopathies chroniques associées ou non

a une altération de 1’état général. Les réactions cutanées a la tuberculine sont trés positives.
Les formes osseuses et ostéoarticulaires ne sont pas exceptionnelles.

De nombreux organes peuvent étre touchés et des formes rénales, urogénitales, méningées,

hépatiques, ainsi qu’une péricardite tuberculeuse ou un pyothorax sont possibles.
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Chez les sujets immunodéprimés, les manifestations extra pulmonaires sont plus fréquentes

que chez les autres malades

1.3.  Tuberculose et VIH

Lorsque le nombre de lymphocytes T CD4 n’est que modérément diminué, la radiographie
typique montre des images infiltratives et parfois cavitaires au niveau du lobe supérieur, les
localisations extra pulmonaires sont rares et I’IDR a la tuberculine est positive dans 2/3 des
cas.

En revanche, lorsque le nombre de CD4 a fortement chuté, I’'IDR n’est positive que dans 30%
des cas et les images pulmonaires sont volontiers atypiques. Les localisations extra
pulmonaires, en particulier ganglionnaires, sont plus fréquentes.

La durée du traitement est allongée a 9 mois afin d’éviter les rechutes.

L’ INSERM et le Groupe d’Epidémiologie Clinique des CISIH ont publié dans un tableau les
taux de lymphocytes CD4 observés lors de P’apparition d’une tuberculose, pulmonaire ou

extra pulmonaire.

Tuberculose
Pulmonaire Extra pulmonaire
Nombre de cas (1992-1998) 1213 890
CD4 (par mm3) <50 39,3% 36,7%
Valeurs Normales : 500- 1400 [50-99 15% 18,4%
100-199 18,6% 21,9%
200-349 14,4% 14,6%
> 350 12,6% 8,3%

Tableau B : Statistiques des cas de tuberculose selon le taux de lymphocytes CD4
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2. Diagnostic bactériologique

Le diagnostic bactériologique de tuberculose repose sur la mise en évidence des bacilles de la
tuberculose, c’est-a-dire Mycobacterium tuberculosis, M. bovis ou M. africanum. Le
diagnostic bactériologique permet de dépister 80% des tuberculoses pulmonaires suspectées
cliniquement et radiologiquement (39).

I.’examen microscopique est un outil de premiere ligne, simple et rapide, mais sa sensibilité
est faible, le prélévement doit contenir au moins 10 000 bacilles /ml. Il est toujours complété
par une mise en culture. Les techniques d’amplification génomique rapides contribuent

¢galement au diagnostic.

Le diagnostic bactériologique comporte 3 étapes: I’isolement, [’identification et la
détermination de la sensibilité aux antituberculeux de la souche

Dans certains cas, il est trés utile de soumettre cette souche a des comparaisons
épidémiologiques.

Pendant de nombreuses années, I’inoculation au cobaye fut I’élément clé du diagnostic ; elle
n’est désormais plus utilisée.

Dans le cadre de la recherche et de I’enseignement, selon 'arrété du 18 Juillet 1994,
Mycobacterium tuberculosis appartient aux microorganismes de classe 3 ; les manipulations a
haut risque doivent donc étre effectuées dans un laboratoire sécurisé P3, afin d’éviter la

dissémination d’agents infectiecux dans D’environnement, en particulier les bacilles multi

résistants.

2.1. Prélevements

La qualité des prélévements est primordiale pour optimiser le diagnostic. L’émission des
bacilles étant souvent discontinue, les examens bactériologiques sont réalisés 3 jours
consécutifs avant la mise en route d’un traitement antituberculeux, ou aprés un arrét de 3 jours
du traitement. Par ailleurs, les prélevements seront répétés s’ils se révelent négatifs alors que
la symptomatologie est évocatrice de tuberculose. Les prélévements ne nécessitent pas de
conditions particuliéres notamment de transport ou de température car les bacilles

tuberculeux sont des germes résistants.
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2.1.1. Les prélévements d’origine pulmonaire

La symptomatologie de la tuberculose étant domin€e par les formes pulmonaires, il est
logique que la majorité des prélévements parvenant au laboratoire soient d’origine

pulmonaire.

Les crachats

On recueille les crachats émis spontanément dans des flacons stériles, de préférence le matin
au réveil, 3 jours de suite. Il est important d’obtenir des crachats d’origine bronchique et non
salivaire. On peut au besoin avoir recours a 1’expectoration provoquée par un aérosol de

solutés salins ou apres une séance de kinésithérapie.

Les tubages gastriques

Réalisés en particulier chez les enfants ou les sujets dgés, ils sont réalisés au réveil, chez des
sujets alités depuis la veille. Ils permettent de recueillir les séerétions bronchiques dégluties

pendant le sommeil et seront traités comme des crachats.

Les prélévements sous fibroscopie bronchique

I1s sont réalisés lorsque les crachats ou tubages gastriques ne permettent pas le diagnostic. Ce
sont des aspirations bronchiques, des brossages bronchiques ou encore des liquides de lavage

broncho alvéolaire.

2.1.2. Les prélévements extra pulmonaires

Les urines
Les premiéres urines du matin sont recueillies 3 jours consécutifs, en général dans un contexte
de leucocyturie sans bactériurie apparente, mais également lors d’un bilan d’extension a la

recherche des différentes localisations tuberculeuses.

Les liquides d’épanchement

Les liquides pleuraux, liquides céphalo rachidiens, liquides d’ascite et liquides articulaires
peuvent étre prélevés pour étre analysés. Si ces prélévements sont hémorragiques, ils peuvent

étre additionnés d’un anticoagulant comme I"héparine.
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Les biopsies
Ces prélévements peuvent étre réalisés au niveau de la plévre, du péritoine, des bronches, des

os, des séreuses, du foie, des ganglions, et méme du cerveau , des reins en post-mortem chez

les sujets HIV positifs...

Le sang et la moelle osseuse

Des hémocultures sont réalisées en cas de suspicion de forme disséminée, le plus souvent
chez I’immunodéprimé. Le sang est recueilli dans un tube de type Isolator TM 10 contenant

de la saponine afin de libérer les mycobactéries des leucocytes sanguins.

2.2.  Traitement des échantillons : décontamination et

Sfluidification

Il faut distinguer deux catégories de prélévements :

e les prélévements réalisés au niveau de sites stériles tels que les liquides d’¢panchement
sont supposés ne pas renfermer d’autres germes, ils sont ensemencés directement ou apres

une étape de centrifugation pour concentrer les bacilles.

¢ les prélevements susceptibles d’étre contaminés par d’autres germes, c’est-a-dire effectués
au niveau de sites non stériles, nécessitent une étape préalable de décontamination afin
d’¢éliminer la flore tout en respectant les mycobactéries. On utilise pour cela les propriétés
de résistance des mycobactéries a certains agents antiseptiques, aux bases et aux acides.
Cette étape s’accompagne d’une fluidification des prélévements destinée a optimiser

I’action des décontaminants.

Apres action d’un agent fluidifiant et décontaminant, le milieu est neutralisé¢ puis le
prélévement est centrifugé. Le culot de centrifugation servira a la réalisation de 1’examen
microscopique et a la mise en culture. Cependant, le plus souvent, ’examen microscopique

s’effectue directement sur le prélevement, avant cette étape de décontamination.
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Différentes méthodes sont utilisées :

» La méthode a la soude 4% est la technique la plus ancienne, simple mais pratiquement

plus utilisée car elle est agressive pour les mycobactéries.

> La méthode a la soude a donc été complétée par I’utilisation d’antiseptiques fluidifiants:
La méthode la plus utilisée est celle au laurylsulfate de sodium. Elle est utilisée pour
I’ensemencement des milieux a I’ceuf. Cependant elle ne convient pas pour la culture en
milieu liquide ni pour la biologie moléculaire car le laurylsulfate de sodium est un
inhibiteur de la réaction d’amplification d’ADN et que 1’on ne parvient pas a neutraliser

complétement son action.

La méthode utilisant la N acétylcystéine sodique, agent fluidifiant et décontaminant,
est compatible avec tous les milieux de culture, elle est recommandée pour les milieux
liquides et les techniques de biologie moléculaire. Elle est de ce fait de plus en plus

utilisée.

L’acide oxalique peut &tre utilisé conjointement a de la N acétylcystéine sodique pour

des prélevements trés contaminés tels que ceux des patients atteints de mucoviscidose.

» Les acides peuvent étre utilisés pour le traitement des prélévements trés contaminés :

acide sulfurique a 4%, acide oxalique.

> Le chlorure de benzalkonium est parfois utilisé.

» La méthode au Chlorure de Cétyl Pyridinium (CPC) est utile lorsque le délai de

transport est long.

2.3.  Examen microscopique

Cette premiere étape du diagnostic est primordiale. Simple et rapide, c’est parfois la seule

méthode de diagnostic disponible dans les pays en voie de développement.
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Les étalements sont réalisés soit directement a partir d’une fraction purulente (expectoration),
soit le plus souvent sur le culot de centrifugation du prélévement apres fluidification et
décontamination. Les frottis sont séchés sur une plaque chauffante, fixés par 1 alcool
méthylique puis colorés par la technique de Ziehl-Neelsen, mettant a profit les propriétés
d’acido-alcoolo-résistance des mycobactéries : les BAAR apparaissent rouges sur fond bleu.
Mycobacterium tuberculosis se présente sous forme de bacilles de 5 pm de long souvent

disposés en cordes.

La technique de fluorescence de Degommier a ’auramine est trés utilisée pour le dépistage
car la lecture est plus aisée: les bacilles apparaissent jaunes fluorescents sur fond rouge. Une

confirmation est ensuite effectuée par la méthode de Ziehl-Neelsen.

Un examen microscopique positif révele la présence de BAAR mais ne permet pas de
déterminer ’espéce mycobactérienne. Dans la forme pulmonaire, il signe la plus grande

contagiosité de la maladie.

Les résultats sont exprimés quantitativement :
10 bacilles pour 100 champs : rares BAAR
10 bacilles pour 10 champs : quelques BAAR
> 10 bacilles par champ : nombreux BAAR

Trés utile, I’examen microscopique permet un diagnostic d’orientation, il est généralement
bien corrélé aux résultats de la culture mais manque de sensibilité (40-50%). Il faut au moins
10* bacilles par millilitre de prélévement pour que 1’examen microscopique soit positif. I1 est

donc complété par d’autres examens, techniques de biologie moléculaire et mise en culture

(101).

31



2.4.  Techniques d’amplification génomique a partir des

échantillons biologiques

En terme de délai de réponse, ces méthodes se situent entre 1’examen microscopique et la
culture. Les techniques commercialisées sont validées pour les échantillons pulmonaires. Leur
sensibilité est supéricure a celle de I’examen microscopique mais inférieure a celle de la
culture qui sera toujours effectuée en parallele. Par ailleurs, leur spécificité est bonne. Ces
techniques concernent d’une part les mycobactéries du groupe tuberculeux et d’autre part les

mycobactéries non tuberculeuses.

2.4.1. Amplicor Roche Diagnostics- PCR

Le principe de la PCR (Polymerase Chain Reaction) est d’amplifier un fragment du génome
jusqu’a atteindre le seuil de détection. Cette méthode a pour cible ’ARN 168, elle est
pratiquée a partir des culots de décontamination des échantillons ; en présence d’amorces, de
nucléotides et de la Taq Polymérase, on réalise un certain nombre de cycles d’amplification
comportant une étape de séparation des brins, une étape de fixation des amorces puis une
¢longation de celles-ci. Les amplicons dénaturés sont ensuite détectés grace a des sondes
spécifiques du complexe MTB. Des controles positifs et négatifs sont ajoutés aux séries. Cette
méthode commercialisée en kit est standardisée, automatisable et permet de détecter les
inhibiteurs. En revanche, elle nécessite de travailler dans différentes zones pour ne pas
entrainer de contamination et requiert du matériel spécifique (bain-marie, amplificateur,
laveur, lecteur de plaques). La sensibilité¢ de cette technique est de ’ordre de 60 a 70% des
prélévements positifs a la culture, c’est-a-dire un peu supérieure a celle de I’examen

microscopique.

2.4.2. Technique TMA de Gen-Probe Bio Mérieux

La TMA (Transcription Mediated Amplification) est une amplification de I’ARN
ribosomal. Elle se pratique a partir des culots de décontamination des échantillons
pulmonaires. Aprés amplification, les amplicons d’ARN ribosomal sont hybridés avec une

sonde ADN chimiluminescente. Cette méthode commercialisée en kit est standardisée, ne
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nécessite pas de travailler dans des zones différentes ni de transfert des amplicons. Mais elle

présente I’inconvénient de ne pas détecter les inhibiteurs.

2.4.3. Technique NASBA

Le test GenoType Mycobacteria Direct utilise cette technique. Aprés extraction des acides
nucléiques, ’ARN est fixé sur des billes magnétiques puis amplifié. La détection se fait sur
une bandelette & P’aide de sondes spécifiques de Mycobacterium avium intracellulare,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense et du complexe Mycobacterium
tuberculosis.

Ce test est validé pour des échantillons respiratoires décontaminés, il est utilisé pour des
patients suspectés de tuberculose jamais traités ou n’ayant pas ¢té traités par des
antituberculeux plus de 7 jours dans les 12 derniers mois. Cette technique n’est pas validée
chez les enfants ni chez les sujets séropositifs HIV.

Cette technique rapide présente I’avantage de détecter les mycobactéries tuberculeuses et
certaines mycobactéries atypiques. Ses principaux inconvénients sont son colt ¢levé,

J’utilisation d’ARN plus labile et la nécessité d’un matériel spécifique.

2.4.4. Stratégie

Les techniques d’amplification génomique sont utiles lorsque 1’examen microscopique est
positif pour identifier le complexe tuberculosis, lorsque celui-ci est négatif mais que la
clinique est fortement évocatrice ou éventuellement pour I’identification précoce d’une

culture positive.
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2.5, Culture

Différents milieux de culture peuvent étre utilisés :

> Milieux solides

o Milieu a Pceuf de Lowenstein-Jensen (LJ) et Coletsos

Ce sont les milieux les plus utilisés en France. Ils renferment de I’ceuf ou des extraits d’ceuf,
du glycérol, de I’amidon, des sels minéraux et du vert malachite, antiseptique et indicateur de
pH. Le milieu de Coletsos contient du pyruvate de sodium et une plus faible concentration en
glycérol que le milieu de Lowenstein-Jensen, favorisant ainsi le développement des
.mycobactéries déficientes ou microaérophiles telles que Mycobacterium bovis ou africanum.
Quatre tubes de milicux de culture sont ensemencés, 2 Lowenstein-Jensen et 2 Coletsos,
incubés inclinés et légérement ouverts dans une atmospheére humide, a 37 °C et également a
40°C pour les patients immunodéprimés a la recherche de mycobactéries atypiques. Les
prélévements d’origine cutanée sont ensemencés et incubés a 37°C et 30°C.

La croissance des mycobactéries étant lente, les tubes sont incubés pendant 8 semaines. Ils
sont examinés quotidiennement au cours de la premiere semaine afin de détecter d’éventuelles
contaminations ou de mettre en évidence des mycobactéries a croissance rapide. Les tubes
sont ensuite examinés une fois par semaine.

Sur ces milieux solides a I’ceuf, les colonies de Mycobacterium tuberculosis sont rugueuses,
de couleur créme et apparaissent sous ’aspect de « « chou-fleur » ou de « verrues », en 3

semaines a 37°C.

o Milieux semi synthétiques de Middlebrook
Ces milieux gélosés transparents ne sont pas utilisés en routine en France en raison de leur

moindre conservation et de leur cotit plus élevé que celui des autres milieux.

» Milieux liquides

Le recours aux milieux liquides permet une détection plus rapide de la croissance des
mycobactéries, et donc un diagnostic plus rapide. Selon les systémes, la détection de la
croissance des mycobactéries repose soit sur la consommation d’oxygéne, soit sur le
dégagement de CO,. Le délai de détection des mycobactéries est alors de 8 a 30 jours, en

général entre 2 et 3 semaines. La lecture se fait grace a des techniques de fluorescence (Tubes
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MGIT, systeme Bactec) ou de colorimétrie (systtme MB Redox, Bact/Alert). Lorsque la
culture apparait positive, il convient de vérifier qu’il s’agit de mycobactéries par I’examen
d’un frottis coloré par la méthode de Ziehl-Neelsen. Par ailleurs, selon la législation, une

culture sur milieu solide effectuée en paralléle est obligatoire.

Les délais de culture, de 15 jours a 3 semaines environ, expliquent que la biologie moléculaire

se soit développée.

2.6. Identification des espéces mycobactériennes

Apreés avoir vérifié le caractere acido-alcoolo-résistant des bacilles, I’identification des
especes peut étre effectuée par des méthodes traditionnelles (mise en évidence des caractéres
biochimiques) ou par biologie moléculaire, par des techniques mettant en ceuvre des réactions

d’hybridation avec des sondes spécifiques, précédées ou non d’une réaction d’amplification.

2.6.1. Caracteéres biochimiques

Ces différents caractéres sont traditionnellement utilisés pour I’identification d’une espéce
mycobactérienne a partitr d’une culture positive, ils permettent de différencier les
mycobactéries du complexe tuberculeux des mycobactéries atypiques et d’identifier les

espéces du groupe tuberculeux.

Catalase
L’activité catalasique des mycobactéries est mise en évidence a 22 et a 68°C. La catalase est
positive pour toutes les mycobactéries a 22°C. A 68°C, elle est positive pour Mycobacterium

kansasii. Mycobacterium tuberculosis, africanum et bovis ont une catalase thermosensible.

Test a la niacine = acide nicotinigue

L’acide nicotinique est excrété dans le milieu de culture par quelques mycobactéries, elle est
recherchée sur une culture abondante. Mycobacterium tuberculosis est, avec Mycobacterium

microti, la seule souche qui produit de I’acide nicotinique.
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Réduction des nitrates en nitrites

Une colonie, mise en suspension dans de I’eau distillée, est incubée en présence de nitrate de
sodium pendant 2 heures a 37°C. Apres addition d’acide chlorhydrique, de sulfanilamide et
d’éthylene diamine, une coloration rose ou rouge apparait en cas de réaction positive, ¢’est-a-

dire en présence de nitrites.

Sensibilité au TCH

On observe la croissance bactérienne en présence d’hydroxyde de 1’acide thiophéne-2-

carboxylique sur un milieu de Loewenstein-Jensen, a une concentration de 2 pg/ml. La
souche est considérée comme résistante si la croissance sur milieu TCH est supérieure a 1%
par rapport a une culture témoin sans TCH. Il est a noter que la résistance a 1’isoniazide

entraine celle au TCH.

Les résultats de ces tests et ’aspect des cultures permettent de différencier les espéces du
complexe tuberculeux des mycobactéries atypiques.
L’ensemble des caractéres culturaux et biochimiques destinés a 1’identification des

mycobactéries tuberculeuses est résumé dans le tableau C.
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Mycobacterium | Mycobacterium | Mycobacterium | BCG
tuberculosis africanum bovis
Culture sur | Chou-fleur Plates Bombées Chou-fleur
Loewenstein- Grosses colonies | Petites colonies | Petites colonies | Grosses colonies
Jensen. Aspect | Rugueuses Rugueuses Lisses Rugueuses
des colonies
Délai de culture | 15 a 30 jours 30 4 60 jours 30 a 60 jours 15 a 30 jours
Type Aérobie Microaérophile | Microaérophile | Aérobie
respiratoire
Catalase + + + +
thermolabile
Niacine + +/- - -
Nitrate + +/- - -
TCH 2 pg/ml R R/S S S
D- Cyclosérine | S S S R

30 pg/ml

Tableau C : Caracteres culturaux et biochimiques des mycobactéries du groupe tuberculeux

I.’identification des mycobactéries atypiques ne sera pas envisagée dans ce travail.

2.6.2. Techniques de biologie moléculaire

Actuellement, les techniques biochimiques tendent a étre remplacées par des techniques de

biologie moléculaire pour permettre un diagnostic d’espéce rapide. Cependant, pour ce qui

concerne les espéces du complexe tuberculeux, la différenciation est difficile du fait du

pourcentage d’homologie élevé.

Les nouveaux kits de biologie moléculaire permettent a partir de la culture d’identifier les

principales especes mycobactériennes.
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e Le test Accuprobe® de GenProbe permet a partir d’une colonie I’identification des
mycobactéries du complexe tuberculosis : Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium canetti et du
BCG. 11 permet également d’identifier Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium gordonae et Mycobacterium kansasii. Les mycobactéries
renferment de I’ARN ribosomal qui est détecté par hybridation avec des sondes
spécifiques d’ADN monocaténaire, ces sondes étant pourvues d’un marqueur
chimiluminescent. Cette technique rapide, réalisable en 2 heures, constitue un bon test de
screening pour différencier les mycobactéries tuberculeuses des mycobactéries atypiques.
Elle présente I’inconvénient de devoir choisir la sonde appropriée en fonction de la
morphologie des BAAR; par ailleurs, elle ne permet pas d’identifier toutes les

mycobactéries atypiques.

e Le test GenoType® MTBC, est un test génétique de différenciation du complexe
tuberculosis a partir de la culture, il permet en 4 heures I’identification de Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium bovis
ssp bovis, Mycobacterium bovis ssp caprae et du BCG (89). Cette méthode comprend une
extraction de ’ADN suivie d’une amplification par PCR et d’une hybridation avec des

sondes spécifiques. Sa sensibilité est un peu supérieure a celle du test Accuprobe® (90).

e Selon le méme principe, le test GenoType® Mycobacterium est un test génétique qui
permet en 3 heures l'identification des 13 principales espéces de mycobactéries atypiques

a partir d'une culture.

e Le test INNO-LiPA MYCOBACTERIA® est un test d’hybridation moléculaire sur
bandelette pour la détection et l'identification simultanée de 16 espéces du genre
Mycobacterium, a partir de cultures sur milieux solides ou liquides. Ce test, basé sur les
différences nucléotidiques dans I’inter-espace 16S-23S de I’ARN ribosomal, permet
d’identifier :le complexe Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium  xenopi, Mpycobacterium  gordonae, Mycobacterium  genavense,
Mycobacterium  simiae,  Mycobacterium  marinum,  Mycobacterium  ulcerans,

Mycobacterium  celatum, Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare,
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Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium haemophilum,

Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum et Mycobacterium smegmatis.

Non seculement les kits de biologie moléculaire permettent d’identifier les especes

mycobactériennes, mais il existe des kits de détection de la résistance a certains

antituberculeux :

e Le test Genotype® MTBDR de Biocentric permet la détection des résistances de
Mycobacterium tuberculosis a la rifampicine et a 1’isoniazide, sur la base des
principales mutations rencontrées au niveau des génes rpoB (84) et katG. Le test est
basé sur une amplification de type PCR suivie d’une hybridation inverse sur une
bandelette de nitrocellulose supportant les sondes adéquates. Cette technique
disponible depuis janvier 2005 est réalisée en 4 heures a partir de cultures sur milieux
solides ou liquides. Le géne rpoB code pour la sous-unité  de I’ARN polymérase,
cible de la rifampicine, tandis que le géne katG code pour la peroxydase- catalase,

cible de I’isoniazide.

e Le test INNO-LIPA Rif TB® permet I’identification du complexe Mycobacterium
tuberculosis et la détection simultanée d’une résistance a la rifampicine. Il consiste a
extraire I’ADN mycobactérien a partir de cultures solides ou liquides puis a amplifier
la région rpoB décrite précédemment. L’ADN ainsi généré est alors hybridé sur une
bandelette contenant 10 sondes, parmi lesquelles une sonde spécifigue du complexe

tuberculosis et 4 sondes de détection des mutations les plus fréquemment observées.

2.7.Démarche globale

Le traitement appliqué aux prélévements qui parviennent au laboratoire est résumé ci-dessous

(19).
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Figure 2 : Traitement d’un prélevement pour la recherche des mycobactéries.

Les techniques de biologie moléculaire permettent d’obtenir des résultats rapides. Ces
techniques qui sont en perpétuelle évolution ont beaucoup progressé en ce qui concerne
Pidentification des mycobactéries. Cependant, elles ne peuvent fournir d’antibiogramme
complet et jusqu’a présent il est indispensable d’effectuer en plus un antibiogramme par la

méthode des proportions.

2.8.  Sensibilité aux antibiotiques

La détermination de la sensibilité des souches aux antituberculeux majeurs nécessite qu’un
antiblogramme soit systématiquement entrepris dés P’'isolement et I’identification de la
souche. Les cinq antituberculeux majeurs seront toujours testés : Isoniazide, Rifampicine,
Ethambutol, Streptomycine et Pyrazinamide.

Quand il existe des résistances aux antituberculeux, elles sont dues a des mutations
chromosomiques, la résistance a la Rifampicine étant la plus fréquente et souvent associée a

une résistance a 1’Isoniazide.
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L’antibiogramme s’effectue selon la méthode des proportions et consiste a détecter le
pourcentage de mutants résistants dans la population de bacilles isolés chez le patient par
comparaison a une culture témoin sans antibiotique. Si on observe plus de 1% de mutants
résistants, on considére qu’il existe un risque d’échec du traitement. Cette méthode est
classiquement pratiquée en milieu solide, sur des milieux de Loewenstein-Jensen, mais elle a

également été adaptée aux milieux liquides.

D. Traitement

La tuberculose étant une maladie transmise directement d’homme a homme, le traitement des
malades conditionne a la fois leur devenir a titre individuel (guérison, rechute), mais
¢galement celui de leur entourage (personnes contaminées a partir d’un cas). Un traitement
bien suivi permet d’éviter I’apparition de souches multirésistantes ainsi que des conséquences
facheuses telles que rechute, prolongation du traitement, allongement de la période de

contagiosité, risque de déceés multiplié par 4.

1. Qui traiter ?

Tous les cas de tuberculose maladie doivent bénéficier d’un traitement adapté (15).

La primo-infection tuberculeuse peut ¢voluer vers une tuberculose maladie dans 1 cas sur 10.
Chez I’enfant et I’adolescent, une primo-infection tuberculeuse latente est traitée pendant 6
mois par isoniazide afin de diminuer le risque de tuberculose maladie. Chez les sujets
immunodéprimés, la primo-infection se traite comme une tuberculose maladie. Chez I’adulte
immunocompétent enfin, le traitement n’est pas obligatoire.

En revanche, toute primo-infection tuberculeuse symptomatique ou s’accompagnant

d’anomalies radiologiques doit étre traitée comme une tuberculose maladic.

Aprés un traitement adapté, 1’évolution des miliaires tuberculeuses est le plus souvent

favorable.
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2. Principes

Les cavernes tuberculeuses renferment plusieurs populations bacillaires. Le traitement
antituberculeux doit étre bactéricide sur toutes ces populations bacillaires, qu’elles soient
extracellulaires ou intra- cavitaires, intra-macrophagiques ou que les bacilles  soient
quiescents intra-caséeux, ce qui nécessite 1’association de plusieurs antibiotiques, certains
agissant sur les bacilles intracellulaires, d’autres sur les bacilles extracellulaires.

Par ailleurs, une part des bacilles tuberculeux est spontanément résistante aux antituberculeux;
cette résistance primaire est faible. Mais il existe €également une résistance secondaire
correspondant & des mutants résistants, le traitement doit donc réduire rapidement la
population de bacilles afin de diminuer le risque d’apparition de ces mutants résistants.

La résistance acquise de Mycobacterium tuberculosis aux antituberculeux est un mécanisme
chromosomique, donc non transmissible par des plasmides; aussi la multirésistance de
Mycobacterium tuberculosis reste un probleme marginal en France, a condition de respecter
les modalités du traitement, ce dernier doit étre suffisamment long pour permettre de détruire

tous les bacilles tuberculeux et éviter les rechutes.

3. Médicaments antituberculeux

Les principaux médicaments antituberculeux sont décrits ci- dessous (77) :

3.1. Isoniazide

Cet hydrazide de ’acide nicotinique est un antituberculeux de premiére intention, il inhibe la
synthése des acides mycoliques, entrainant une déformation de la cellule bactérienne chez
Mycobacterium tuberculosis. Par ailleurs, il se manifeste par des altérations du métabolisme
des protéines, des acides nucléiques, des glucides et des lipides. Il favorise également la

formation de radicaux libres oxygénés.
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3.2.  Rifampicine

Cet antibiotique bactéricide, dérivé semi synthétique de la rifamycine B, a pour cible ’ARN
Polymérase ADN dépendante. Les résistances observées sont dues a des mutations a 1’origine

d’altérations de la cible.

3.3.  Ethambutol

Il inhibe d’une part le transfert des acides mycoliques dans la paroi et entraine d’autre part
I’accumulation de mono et di-mycolates de tréhalose, provoquant des changements du
métabolisme lipidique. Il a une activité principalement bactériostatique et agit sur les bacilles

intra et extracellulaires en phase de multiplication.

3.4.  Pyrazinamide

Son mécanisme d’action n’est pas connu. Il agit en milieu acide et donc sur les bacilles

intracellulaires.

3.5. Streptomycine

C’est le premier antibiotique antituberculeux utilisé, il a permis de lutter efficacement contre
les méningites tuberculeuses. Cet antibiotique de la famille des aminoglycosides a une action
bactériostatique et bactéricide par fixation sur les unités 30S des ribosomes bactériens,
provoquant des erreurs de lecture du code génétique et I’élaboration de protéines non
fonctionnelles. Il n’est plus trés utilisé en premiere intention a cause de sa toxicité et du taux
élevé de résistances primaires et secondaires; il reste cependant trés utile en tant

qu’antibiotique relais.

Il existe d’autres antituberculeux de seconde intention comme par exemple les
fluoroquinolones (Moxifloxacine), leur utilisation reste limitée notamment aux cas de

tuberculose résistants aux principaux antituberculeux.
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4. Bilan pré thérapeutique

Un bilan pré thérapeutique est réalis¢ avant de débuter un traitement antituberculeux ; il
convient de vérifier différents éléments :

- effectuer un bilan d’extension a la recherche d’autres localisations tuberculeuses sans
pour autant retarder la mise en route du traitement

- d’éventuels antécédents de tuberculose qui augmentent les risques de résistance aux
antituberculeux

- une notion de traitement spécifique antérieur ou de résistance aux antituberculeux

- la provenance éventuelle de pays ou I’incidence de tuberculose est €levée et ou les
bacilles multirésistants sont plus fréquents

- d’éventuels facteurs prédisposants : immunodépression, diabete, insuffisance rénale,
éthylisme, gastrectomie, VIH

- rechercher les contre-indications et précautions d’emploi avant traitement, grace a un

bilan hépatique, rénal et ophtalmologique.

5. Choix du traitement

La durée du traitement ne doit jamais €tre inférieure a 6 mois, celui-ci doit comporter au
moins 3 antibiotiques en traitement d’attaque, en disposant si possible des données de
I’antibiogramme (99).
Le schéma de traitement habituel est le suivant :
¢ Quadrithérapie pendant 2 mois
Rifampicine
Isoniazide
Pyrazinamide
Ethambutol (dans les cas graves)
puis
¢ Bithérapie pendant 4 mois
Rifampicine

Isoniazide
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6. Surveillance du traitement

Une surveillance a la fois clinique et biologique est réalisée et comprend notamment :
- un examen clinique régulier
- des radiographies du thorax
- un bilan hépatique mensuel
- un bilan de la fonction rénale
- un examen ophtalmologique pendant la durée du traitement par éthambutol

- un examen bactériologique

L’observance, critére essentiel de succés du traitement, peut €tre surveillée grice a la
coloration orangée des urines par la rifampicine.

La bonne tolérance au traitement sera jugée sur l’interrogatoire du patient et le suivi
biologique et clinique régulier.

Quant a DPefficacité du traitement, elle sera mesurée par la décroissance de la fievre, la
régression de la toux, I’amélioration de [’état général et la négativation des cultures des

prélévements bactériologiques (101).

E. Prévention
1. Vaccination par le BCG

Les premiers essais de vaccination par le Bacille de Calmette et Guérin (BCG) datent de

1921.

Le BCG est une souche de Mycobacterium bovis rendue avirulente par un grand nombre de
repiquages sur milieu bilié et glycériné. En France, la vaccination par le BCG est obligatoire
pour les enfants avant leur entrée en collectivité (23).

Le BCG confére une immunité cellulaire relative. De nombreuses études ont été réalisées afin

de déterminer I’efficacité de cette vaccination (15) :

- Le BCG protége surtout les enfants contre les méningites tuberculeuses. Deux méta-analyses
ont repris 1’essentiel des résultats publiés concernant les nourrissons et les enfants : il ressort

que la protection apportée par le BCG est légeérement supérieure chez le nourrisson que chez
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I’enfant, de I’ordre de 80% pour les formes graves (miliaires et méningites) et de 55% pour
les formes pulmonaires. Par ailleurs, le vaccin semble également efficace contre les
mycobactéries environnementales puisque des observations faites en Europe du Nord
montrent qu’il y a eu, depuis 'arrét de la vaccination par le BCG, davantage de

mycobactérioses, notamment ganglionnaires chez ’enfant.

- Chez I’adulte, la vaccination par le BCG réduit de 50% le risque de tuberculose pulmonaire
et extra- pulmonaire, avec cependant des disparités puisque la protection conférée par le BCG

varie énormément selon les études et les populations concernées par ces €tudes.

Globalement, le vaccin protége pendant au moins 10 a 15 ans avec une efficacité variant de 50
a 60% contre les formes pulmonaires.

Par ailleurs, ces études montrent que le BCG est un vaccin qui ne confére pas une immunité
totale mais qui présente une spécificité certaine puisqu’un arrét de la vaccination se traduit par

une augmentation des cas de tuberculose (23).

La place de la vaccination dans la maitrise de la maladie est en cours de réévaluation a
I’échelle mondiale et ’attitude adoptée par chaque pays varie en fonction des données
épidémiologiques, des différents facteurs de risque et donc du rapport bénéfice/risque que

présente la vaccination.

L’analyse des avantages et inconvénients de la vaccination par le BCG demande au préalable
de disposer d’estimations fiables concernant I’incidence de la maladie tuberculeuse et des
mycobactérioses non tuberculeuses, I’efficacité du vaccin, la durée de protection conférée par
la vaccination, la fréquence et la gravité des effets indésirables du vaccin, le cotlit du vaccin ou
encore le colit du traitement d’un cas de tuberculose. Par ailleurs, la vaccination des
populations dites a risque suppose une identification correcte de ces populations : s’il est
impossible d’identifier correctement des populations dont I’incidence est 30 a 50 fois plus
élevée que celle du reste de la population, une stratégie de vaccination sélective risque d’étre
inefficace.

Le changement de politique vaccinale n’est donc pas une décision facile.
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Pour I’ UICTMR (Union Internationale Contre la Tuberculose et les Maladies Respiratoires),
I’arrét de la vaccination systématique par le BCG est justifié¢e lorsque :

- Le taux annuel des cas de tuberculoses pulmonaires a expectorations positives a I’examen
microscopique est inférieur a 5 pour 100 000

ou

- Le taux des méningites tuberculeuses chez les enfants de moins de 5 ans est inférieur a 1
pour 10 millions

ou

- Le risque annuel d’infection tuberculeuse est inférieur a 0,1%.
L’ OMS a également défini ces 3 critéres comme critéres de décision de vaccination ou non.

Dans les pays industrialisés, les politiques vaccinales différent énormément d’un pays a
autre. Aux Etats-Unis (incidence 6/10°), la vaccination par le BCG n’a jamais été
recommandée, la stratégie de lutte contre la tuberculose reposant sur la détection précoce et le
traitement des cas contagieux, ainsi que sur la thérapie préventive des personnes infectées. Au
Japon (incidence 26/10°), les tests tuberculiniques aprés BCG et la revaccination BCG ont été
récemment abandonnés ; la poursuite de la vaccination généralisée des enfants est en
discussion. En Nouvelle-Zélande (incidence 9/10°), la politique de vaccination généralisée des
adolescents a été remplacée ces derni¢res années par une approche sélective, c’est-a-dire une

vaccination des nouveaux-nés dans les régions a haut risque.

En Europe occidentale, les politiques vaccinales restent trés variables. Dans certain pays
comme I’ Allemagne et I’ Autriche la vaccination n’est pas recommandée. Une dizaine de pays
(Belgique, Danemark, Espagne, Italie, Suede...) recommandent une vaccination pour les
groupes a risque. Quelques pays dont la France pratiquent encore une vaccination généralisée.
Depuis les années 1970, on assiste, en Europe occidentale, & un abandon progressif de la
vaccination généralisée des jeunes enfants décidé par les tendances épidémiologiques de la
maladie tuberculeuse, les effets secondaires du BCG, la faible efficacité de la vaccination et
des considérations de colit-bénéfice mais les études montrent que I’arrét de la vaccination

généralisée entraine une augmentation de 1’incidence de la tuberculose et des mycobactérioses

pédiatriques.
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La France est I’un des rares pays européens a maintenir la vaccination BCG généralisée avant
I’age de 6 ans (70). Un décret du 30 juin 2004 supprime les revaccinations des sujets, méme
ceux pour lesquels le résultat de ’IDR est négatif, et I’arrété du 13 juillet 2004 a mis fin a la
pratique des tests tuberculiniques de contrdle aprés la vaccination. A 6 ans, 95% des enfants
ont regu le BCG.

On peut estimer le nombre de cas de tuberculose évités en France grace a la vaccination : il

varie selon les études entre 318 et 802 cas annuels.

2. Investigations autour d’un cas de tuberculose

Les personnes de I’entourage proche des malades contagieux sont les plus exposées au risque
de tuberculose et, lorsdu’elles ont été infectées, c’est dans la période qui suit immédiatement
I’infection qu’elles ont le plus grand risque de développer une tuberculose maladie. Il est donc
impératif de dépister rapidement les cas de tuberculose. En France ou I’incidence de la
tuberculose est devenue relativement basse, un dépistage « ciblé » est trés important. Le
dépistage doit se dérouler au sein de la famille bien sGr mais également au sein de

collectivités, en particulier d’enfants, de personnes dgées ou de sujets immunodéprimés.

Les investigations autour d’un cas sont menées selon la technique des cercles concentriques :
d’abord la famille, puis I’environnement proche et de plus en plus €loigné, les résidences en

collectivité, les études dans les établissements de santé et aupres du personnel soignant (107).

Les investigations menées ont deux objectifs :

- D’une part identifier puis traiter les personnes malades pouvant elles-mémes contaminer leur
entourage et donc arréter le cycle de transmission de la tuberculose.

- D’autre part dépister les cas de primo infection tuberculeuse et au besoin les traiter, et ainsi

empécher I’évolution vers une tuberculose maladie.
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Pour connaitre le risque de transmission, il faut évaluer :

o Le cas index et ses caractéristiques

I1 est important de connaitre le degré de contagiosité de ce cas en étudiant ses caractéristiques
bactériologiques ( un examen microscopique positif est un signe de plus grande contagiosit¢),
radiologiques (la présence de cavernes est associée a un risque accru de transmission),
cliniques (le risque de transmission est accru dans les formes pulmonaires, les laryngites
tuberculeuses, selon Pintensité et le durée de la toux...) ainsi que la sensibilité de la souche
tuberculeuse au traitement car la multirésistance, ¢’est-a-dire la résistance a I’isoniazide et a la
rifampicine, allonge la période de contagiosité et donc de transmission potentielle.

En général, la contagiosité diminue rapidement jusqu’a devenir négligeable en 1 4 3 semaines,

lorsque le patient, sous traitement, ne tousse plus et n’a plus de fievre.

o Le type de contact avec I’entourage
La durée d’exposition influence le risque de transmission car la moitié des gouttelettes
infectantes reste dans I’air 30 minutes aprés une toux.
On distingue 3 catégories de contacts :

e Le contact étroit concerne les personnes habitant sous le méme toit ou
partageant la méme piéce pendant de nombreuses heures par jour, en
particulier Ia famille.

e Le contact régulier concerne les personnes partageant réguliérement le
méme lieu fermé (école, entreprise, prison).

e Le contact occasionnel concerne des personnes partageant

occasionnellement le méme lieu fermé.

o Les conditions environnementales du lieu de transmission
La transmission du bacille tuberculeux s’effectuant par voie aérienne, par des aérosols
renfermant des bacilles, les conditions susceptibles d’accroitre le risque de transmission sont
importantes a considérer : le volume du lieu, la circulation de I’air, les systémes de

ventilation. ..

Dans un second temps, il convient d’évaluer les facteurs influengant 1’évolution vers une

tuberculose maladie des personnes infectées: I’Age, les pathologies ou les traitements
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induisant une immunodépression, les pathologies associées ainsi que la susceptibilité
individuelle des sujets contacts. A I’inverse, une vaccination par le BCG (qui confére une
protection estimée a 50%, diminuant au fil du temps) et une infection tuberculeuse antérieure
(développement d’une immunité partielle) constituent des facteurs susceptibles de diminuer la

réceptivité des personnes exposées.

Devant tout cas de tuberculose nouvellement diagnostiqué, il faut entreprendre une recherche
des cas de tuberculose (maladie ou infection) dans I’entourage afin de dépister les cas
secondaires et de mettre en place un traitement adapté. Ce dépistage se pratique grice a I’IDR,

a la radiographie thoracique, aux consultations médicales

Un cas particulier d’investigation concerne les sujets-ayant voyagé avec une personne atteinte
de tuberculose ; dans ce cas, les mesures sont prises en fonction du caractére effectivement
contagieux ou non de la personne, de la durée du trajet, de I’intervalle de temps écoulé entre
le voyage et la déclaration du cas et selon la proximité des personnes exposées avec le

malade...

3. Prévention et surveillance de la tuberculose parmi les

personnels exposés

La tuberculose est reconnue comme maladie professionnelle pour les personnels de soins et
de laboratoires (maladie n°40 inscrite au tableau des maladies professionnelles). Entre 30 et
50 cas sont déclarés chaque année par les services de médecine du travail, dont 90% de
formes pleuro pulmonaires. Si la nature de I’activité professionnelle expose les personnes au
risque de tuberculose, une surveillance particuliére est mise en place. Tout d’abord a
I’embauche, la médecine du travail prévoit une radiographie pulmonaire, en complément de la
visite médicale, puis un examen clinique annuel. Dans le secteur privé, la radiographie
pulmonaire n’est plus obligatoire, seule la primo vaccination par le BCG I’est. Par contre, les
mesures de prévention primaire demeurent essentielles : limiter 1’exposition du personnel et
appliquer rigoureusement les mesures d’isolement respiratoire des patients (107).

En cas de tuberculose professionnelle, une enquéte est réalisée par le médecin du travail, en
collaboration avec le Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales (CLIN) et le Comité

d’Hygiene, de Sécurité et des Conditions de Travail (CHSCT), afin de repérer et corriger
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d’éventuels dysfonctionnements, de dépister d’autres contaminations et de réaliser une

enquéte autour de ce cas.

4. Prévention de la transmission de la tuberculose dans les

établissements de santé

Le regroupement dans les mémes services hospitaliers de patients immunodéprimés et de
patients tuberculeux crée les conditions favorables a la survenue d’infections nosocomiales, et
le risque est accru lorsque le bacille est multi résistant car la période de contagiosité est alors
plus longue (107). 11 est donc préférable, dans la mesure du possible, d’éloigner ces patients.

Les analyses par typage moléculaire peuvent démontrer les cas de transmission nosocomiale.

Il convient, dans un premier temps, de prendre des mesures de protection respiratoire ou
d’isolement respiratoire ; en effet, les sujets contagieux sont ceux qui ont une tuberculose
pulmonaire ou laryngée. Cet isolement doit €tre maintenu durant toute la période de
contagiosité, c’est-a-dire au moins jusqu’a ce que 1’examen microscopique des expectorations
soit négatif, ce qui peut dans certains cas prendre plusieurs mois. Le patient est placé dans une
chambre seule, la chambre d’isolement doit €tre en pression négative, aérée réguliérement,
exposée a la lumicre du jour et aux UV ; la porte reste fermée et I’isolement est signalé sur la
porte ; le patient porte un masque de soin pour les déplacements hors de sa chambre qui
doivent étre limités et les examens comportant un risque €levé d’exposition tels que les
examens endoscopiques doivent étre évités. De plus, les surfaces doivent étre nettoyées et
désinfectées avec un produit efficace sur le bacille tuberculeux (sols, parois, mobilier,
objets...). Le matériel de soins, les instrumerits, les fibroscopes doivent étre stérilisés.
L’isolement est instauré en cas de suspicion de tuberculose pulmonaire contagieuse, en cas de
tuberculose active contagieuse, c¢’est-a-dire lorsque 1’examen microscopique des crachats est
positif ou lors de procédures a risque susceptibles de déclencher la toux et la production
d’aérosols.

Les UV sont utilisés pour leur pouvoir germicide en complément de la ventilation des locaux
mais leur effet est limité.

Les personnes au contact du patient doivent porter un masque de protection respiratoire pour
minimiser les risques de contamination; les gouttelettes formant I’aérosol vecteur de

Mycobacterium tuberculosis ont une taille de 1 a 5 pm et le masque doit permettre de protéger
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celui qui le porte. Des études ont montré qu’il n’y a pas de réaérosolisation possible des

bactéries piégées dans le filtre du masque.

F. Législation de la tuberculose

La tuberculose est une maladie a déclaration obligatoire depuis 1964. Le critére de la DO est
basé sur la présence d’une tuberculose maladie ayant conduit a la mise en route d’un
traitement antituberculeux (au moins trois antituberculeux). En revanche, un cas de
tuberculose infection, ¢’est-a-dire une primo-infection sans localisation patente ou un simple
virage des tests tuberculiniques, ainsi que les infections a mycobactéries atypiques ne sont pas
déclarés. “

La découverte d’un cas de tuberculose est signalée a la DDASS qui transmet les informations
au Conseil Général. Celui-ci est chargé des investigations autour d’un cas pour dépister
d’¢éventuels cas secondaires et procede a la mise en place des mesures pour contrdler la
transmission de la maladie.

Une fiche de notification est remplie a des fins épidémiologiques, I’objectif étant de suivre les
tendances de la maladie et I’évolution des groupes dits « a risque ». Un fichier anonymisé est
transmis de la DDASS a I’ Institut National de Veille Sanitaire (InVS).

Depuis 2003, certaines données ont été ajoutées sur la fiche de déclaration telles que : sans
domicile fixe, refus de traitement, diagnostic post-mortem, antibiogramme, cicatrice vaccinale
pour les enfants ou encore profession a caractére sanitaire, afin de mieux connaitre les

caractéristiques des cas déclarés.
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Médecin ou biologiste déclarant (tampon)

Nom :
Hopital/service
Adresse
Téléphone
Télécopie

Signature

Si notification par un biologiste

Nom du clinicien :

Hopital/service

Adresse

Téléphone

Télécopis

D

Tuberculose 12216401

Important : cette malaclie justifi: une intervention
urgante locale. nationale ou intemationale. Vous devez
fa signaler par tout moyen approprié (1éléphone,
télécopie,...}aumedscininspecteur de laDDASS avant
méme confirmation par le CNR ou envoi de cette fiche.,

Initiale du nom : |_, Prénom ;

Code postal du domicile du patient :

I N A A A

Pays de naissance :
Profession cle caractére sanitaire ou social ©
Qui

Résidence en collectivité : i Non

Si oui, laguelle :

Centre d’hébergement collectif (foyer social, de travailleur...}

Ne sait pas

" Etablissement d’hébergement polr personnes agées

Sexe : M F Date de naissance fj/nim/aaaa) : I A N N B T |
Date de la notification :
_| Nationalité :
si né(e) & I'étranger, année d’arrivée en France : 1
Oui Non " Ne sait pas si oui, précisez :

" | Etablissement pénitentiaire

| Autre, préciser

Sans domicile fixe : Oui . i Non Ne sait pas
Date de mise en route du traitement : (I O T S R
Tuberculose
sf diagnostic post-mortem, date du décés: I T S O N I |
| ) | . | | | | Criteres de notification : cochez une dles cases
si refus de traitement, date du diagnostic : ] | I Tuberculose maladie
Cas confirné : maladie dus & une mycobactérie du complexe
Antécédents tuberculosis prouvés par la culture
o . . . i able ; 1) signes clinkques st/ouradiolegiques compatibles
Vaccination BCG chez les enfants <15 ans : Oui Non Ne sait pas avec une tuberculose. et 2) décision de traiter e patient avec
. . . : traitement antituberculeux stanclard
'une cicatrice vaccinale : Oui Non u . . M .
Présence d'u ) . - Infection tuberculeuse {primo-infection) chez un
Antécédents de tuberculose traitée par antibiotiques : Oui Non Ne sait pas enfant de moins de 15 ans :

Si oui, année du demnier traitement : L1

IDR & 10U positive sans signes cliniques ni para cliniques
{induration > 15mm si BCG ou auginentation de 10nmim par
rappoit Auns IDR datant cle moins de 2 ans) ou IDR phlyctitwdaire,

Localisation(s} de la tuberculose (si plusieurs localisations, cocher toutes fes cases correspondantes)
Pulmonaire Méningée Ganglionnaire hilaire B Ganglionnaire autre
Pleurale Ostéo-articulaire Génito-urinaire " Autre, préciser :
.%
(_‘g Traitement immunosuppresseur thérapeutique : Qui Non si oui, lequel (corticoides, anti-TNF,..)
E i
o | Bactériologie
_”c_; Prélevements respiratoires : Oui Non préciser le type de prélévement : ! crachat, tubage, aspiration bronchique
§ Exarmen microscopicue (BAAR) : Positif B Négatif ’ - lnconnu - Non fait
2 Culture : Positive . Négative En cours Non faite
vz Autre technique : " Positive  Négative . Encours préciser
T:; Prélgvements d’autres ofiglines : Oui Non préciser le type de prélévement:
g Examen microscopique (BAAR): . - Positif . Négatif i Inconnu " Non fait
% Culture : " Positive _ Négative . Encours . Non taite
£ Autre technigue : Positive . . Négative En cours préciser
£ Antibiogramme en début de trajtement :
< Résistance a 'lsoniazide : Oui Non Inconnu a la Rifampicine : Oui Non ! Inconnu
Histologie
Histologie évocatrice : ! Oui " Non En cours Non faite

Dépistage dans I'entourage
Dépistage réalisé :

Demande d’intervention du Service de Lutte Anti-Tuberculeuse du Conseil Général :

Si oui : veuillez contacter ce service au numéro suivant :

(=

Oui
Oui

Maladle & décfaration obligatoire (Art L 37731, R11-1, R11-2, R11-4, D11-1 du Code de Jz santé publique)
Information individuelie des personnes - Droit d°acces et de rectification par fe médacin déclarant (fof du 6 janvier 1978) - Centrafisation des informations & I'institut de veille sanitaire

Fiche de déclaration d’un cas de tuberculose
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2°™ partie : EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE
APPLIQUEE A LA TUBERCULOSE
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I. Rappels

A. Le génome de Mycobacterium tuberculosis

Le séquencage du génome de Mycobacterium tuberculosis, 1’étude des différents génes de la
bactérie et notamment de la souche de référence H37Rv a débuté en 1992 dans le but
d'améliorer la compréhension de la biologie de la bactérie et de favoriser la mise au point de
nouveaux traitements et vaccins contre la tuberculose (25). En effet, malgré les médicaments
existants et la vaccination par le BCG, la tuberculose demeure un probléme majeur de santé

publique.

Avec 4 411 529 paires de bases et 4 000 génes, le génome de Mycobacterium tuberculosis est
le deuxieme génome bactérien par la taille s€équencé aprés celui d'Escherichia coli (4 639 221
paires de bases). L'analyse du génome a mis en évidence des particularités de Mycobacterium
tuberculosis: le génome a un contenu tres important (65%) en régions riches en 2 bases
seulement : Guanine G et Cytosine C. A la différence des autres bactéries, une trés grande
partie de ses capacités codantes est destinée a la production d'enzymes impliquées dans la
synthese et la dégradation de toutes sortes de lipides. En effet, le bacille tuberculeux pourrait
certainement utiliser les lipides composant les membranes des cellules hdtes comme source
d'énergie et de carbone. De plus, le bacille tuberculeux peut synthétiser tous les acides aminés
essentiels, vitamines, cofacteurs d’enzymes... Il peut également grice aux enzymes qu’il
synthétise métaboliser des hydrates de carbone, des alcools, des cétones et des acides

carboxyliques.

Le séquengage des genes conservés comme celut de ’ARN 16S ou le géne hsp65, codant
pour une protéine de choc thermique, révele des régions trés conservées pour ’ensemble du
genre Mycobacterium et des régions de polymorphisme ¢levé.

Par ailleurs, cinquante genes codant pour de I’ARN fonctionnel ont été découverts et le
génome comporte 3924 cadres de lecture ouverts représentant environ 91% des capacités de
codage.

Parmi les séquences d’insertion, seize copies d’IS6/70 et six copies d’IS1081 ont été

dénombrées pour la souche de référence H37Rv. La distribution de ces séquences n’est pas
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aléatoire ; la plupart de ces séquences d’insertion sont situées au niveau de régions inter génes
ou de régions non codantes, souvent a proximité des génes codant pour les ARN.

De plus, au moins deux prophages ont été détectés lors du séquencage du génome et leur
présence pourrait expliquer que Mycobacterium tuberculosis puisse survivre en culture et se

multiplier.

Un résultat inattendu de I’étude des geénes a été la découverte de deux nouvelles familles de
protéines (PE et PPE), sources potentielles de variations antigéniques, au sein d'une bactérie
qui par ailleurs est génétiquement extrémement homogene. Ces protéines semblent capables
d'interférer avec la réponse immunitaire. Si une variabilité¢ antigénique étendue ou une
perturbation de la présentation de l'antigéne sont confirmées par des études ultérieures, ces
données seront essentielles pour la conception de vaccins, pour la compréhension des
mécanismes immunitaires protecteurs et peut-&tre pour expliquer les réponses variées
observées dans différents programmes de vaccination par le BCG.
Mycobacterium tuberculosis est naturellement résistante a de nombreux antibiotiques, en
grande partie parce que son enveloppe cellulaire agit comme une barri¢re. Mais le séquengage
a clairement montré que le génome bactérien contient plusieurs déterminants potentiels de
résistance (béta-lactamases, acétyltransférases, pompes a efflux...) La connaissance de ces
mécanismes suppos€¢s de résistance devrait permettre d'améliorer [l'utilisation des
médicaments existants et de faciliter la conception de nouveaux traitements.
La connaissance du génome peut permettre de mieux comprendre les caractéristiques
biologiques particulieres de Mycobacterium tuberculosis:

- la croissance lente de la bactérie contribue a la chronicité de la maladie et impose un
traitement de longue durée

- la capacité¢ de latence et de réactivation du bacille des dizaines d'années aprés
I'infection est vraisemblablement programmée génétiquement.
Peu d'informations sont disponibles sur les bases moléculaires de la virulence
mycobactérienne, malgré de nombreuses recherches. Avant que soit connu le génome, seuls
trois facteurs de virulence avaient été décrits :

- le systéme catalase-peroxydase qui protege le bacille des radicaux oxygénés produits
par les phagocytes.

- les génes mce qui codent pour un facteur de colonisation des macrophages.

- le géne sigma factor sigA dont les mutations peuvent conduire a une résistance aux

antituberculeux.
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Depuis, toute une série de geénes codant pour des protéines ont été identifiés, notamment
I'homologue d'un gene impliqué dans la survie intracellulaire de Salmonella typhimurium.
Toutes ces données devraient accélérer I'étude de la pathogenese de Mycobacterium
tuberculosis.

En 2002, une équipe a séquencé et comparé le génome d’une autre souche de Mycobacterium
tuberculosis, la souche CDC1551, par rapport a la souche H37Rv (38). 1l s’agit d’une souche
rencontrée en clinique et récemment impliquée dans des cas de tuberculose. Elle est connue
pour étre transmissible et virulente chez ’homme, tandis que la souche de référence est une
souche de laboratoire. Les génomes des deux souches ont €t€¢ comparés en terme de
polymorphisme sur de larges séquences, supérieures a 10 paires de bases (LSP pour Large
Sequence Polymorphism) et également de polymorphisme limité & un nucléotide (SNP pour
Single Nucleotide Polymorphism). Cette étude a révélé de grandes variations d’un génome a
Pautre : 74 LSP et plus de 1000 SNP. Ces différences constituent des marqueurs potentiels
susceptibles d’étre utilisés dans 1’étude de la phylogénétique des bacilles tuberculeux. Par
ailleurs, 4 copies de la séquence d’insertion IS6/ /0, principal marqueur épidémiologique, ont
été identifiées pour la souche CDC1551. Enfin, il est probable qu’une partie de ces s€équences

polymorphes code des génes impliqués dans la pathogénicité et les interactions avec 1’hote.

B. Les techniques actuelles de typage moléculaire et leurs

applications

L’analyse épidémiologique des cas de tuberculose a longtemps été basée sur leur description,
I’appréciation de leur contagiosité et le dépistage de nouvelles infections dans I’entourage de

cas déclarés, en particulier par des tests tuberculiniques.

Des méthodes d’étude complémentaires se sont développées: différents marqueurs
phénotypiques ont été utilisés tels que les profils de résistance aux antituberculeux ou la
lysotypie c’est-a-dire la sensibilit¢ des souches a différents phages mais cette derniére
méthode est laborieuse, peu discriminante et mal standardisée. Les inconvénients de ces
techniques phénotypiqueé ont motivé la mise au point de plusieurs techniques génotypiques

qui ont donné de meilleurs résultats (116,17).
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L’analyse du génome de Mycobacterium tuberculosis a permis la mise au point de différentes
techniques de typage moléculaire, celles-ci permettent de comparer les souches de
Mycobacterium tuberculosis, elles sont plus ou moins rapides, simples d’exécution, et
discriminantes. D’un point de vue de santé publique, I’objectif des analyses moléculaires est
d’étudier les relations entre les différents cas de tuberculose, afin de mieux connaitre la
transmission de la maladie et d’identifier des facteurs de risque de transmission active non
détectés par les méthodes épidémiologiques conventionnelles (51,16,33). Ces méthodes sont
utilisées en complément des enquétes épidémiologiques classiques qui conservent tout leur

intérét (32,34).

1. Latechnique IS6710-RFLP

La technique de polymorphisme de longueur des fragments de restriction (de I’anglais
Restriction Fragment Length Polymorphism : RFLP) est basée la présence de séquences

d’insertions IS6710.

1.1. Laséquence d’insertion IS67/10

Les séquences d’insertion IS sont des ¢léments transposables simples, trés répandus
chez les bactéries Gram négatif (Entérobactéries). Plusieurs copies de ces séquences sont
intégrées dans le génome, chromosome ou plasmide. Leur taille varie entre 700 et 5700 paires
de bases. Elles sont flanquées de 2 séquences inversées répétées plus ou moins parfaites (IR),
indispensables pour la transposition, elles mémes situées a coté de séquences Direct Repeat

(DR) (71).
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L’IS6110 est une séquence d’insertion spécifique des bacilles du complexe
Mycobacterium tuberculosis et qui n’cst pas retrouvée chez les autres mycobactéries (45). 11
s’agit d’un ¢lément de 1361 paires de bases, appartenant a la famille IS3, qui posséde des
extrémités inversées et deux phases ouvertes de lecture qui pourraient coder des transposases
(110). L’intérét de IS6710 comme outil de typage réside dans son polymorphisme de position
ct le nombre variable de copies d’une souche a 'autre. En effet, la distribution des séquences
d’insertion n’cst pas uniforme sur I’ensemble du génome et se concentre dans certains
endroits appelés « points chauds » (72,55,43). Sclon une hypothése, I’ancétre des bacilles de
la tuberculose actuels ne possédait qu’une seule copie de IS67170 localisée dans la région DR
et aurait évolué par transposition de proche en proche. Ainsi, les copies d’IS6770 sont en
nombre et en localisations variables selon les souches. Il est important de noter que
Mycobacterium bovis ne posséde qu’une seule copie d’IS67/0 en position connue, ce qui
permet de différencier Mycobacterium tuberculosis de Mycobacterium bovis (117).

Bien que IS6710 soit un ¢lément transposable, la fréquence de transposition est suffisamment
faible pour permettre la stabilit¢ des profils génomiques, critére indispensable pour
I"utilisation de cette séquence a des fins épidémiologiques. En effet, des expériences ont été
réalisées in vitro pour ¢évaluer la stabilité des profils de restriction suite a des repiquages ou a
des passages sur macrophages ct clles se sont révélées concluantes. Chez des patients, des
profils de souches isolées lors de rechutes ou dans des chaines de transmission étaient
généralement identiques ou ne présentaient que des variations d’une ou deux bandes, lides a

des transpositions (121).
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1.2.  Principe de la RFLP

La technique de RFLP permet de révéler des marqueurs génétiques le long du génome. Cette
technique appliquée aux bacilles tuberculeux permet pour chaque souche de mettre en
évidence les séquences IS6110. Elle s’effectue en plusieurs étapes: apres extraction de
I’ADN bactérien, celui-ci est digéré par une enzyme de restriction qui a pour but de couper
I’ADN en un site particulier. Chaque enzyme reconnait spécifiquement une séquence d’ADN.
C’est I’extréme spécificité de ces enzymes qui permet la mise en évidence du polymorphisme.
La digestion d’ADN différents, par une méme enzyme, produit des fragments de longueurs
différentes et en nombres différents. Les fragments de restriction sont séparés selon leur taille
par électrophorése en gel d’agarose. Ces fragments d”’ADN sont ensuite transférés sous forme
dénaturée sur une membrane de nitrocellulose, la position relative des fragments d’ADN est
préservée durant le transfert. Les séquences correspondantes a I’'IS6/7/0 sont révélées par
hybridation avec une sonde spécifique. Des profils électrophorétiques différents seront ainsi

observés chaque fois que des sites de restriction différeront dans la zone reconnue par la

sonde.

1.3. IS6110-RFLP

L’IS6110-RFLP consiste a déterminer le nombre et la taille donc la position des fragments de
restriction obtenus a partir de ’ADN chromosomique des souches de Mycobacterium
tuberculosis (60). Elle utilise une enzyme de restriction qui clive le génome au niveau des
séquences 1S6710 et permet donc d’étudier la distribution de cette séquence au sein du
génome (83,97).

De nombreuses et larges études épidémiologiques menées dans le monde avec cette technique
permettent d’en évaluer les performances. La stabilit¢ des profils génomiques, critére
indispensables pour un bon outil épidémiologique, a ainsi ét¢ démontrée. Cependant, la limite
au polymorphisme de position de I’IS67/0 a ét€ confirmée par la mise en évidence de patients
sans lien épidémiologique porteurs de souches a profils identiques et par la description de
souches a faible nombre de copies (127,109,124,125).

La RFLP basée sur I’IS6710 est la technique la plus discriminante et elle est actuellement la
méthode de référence, standardisée par Van Embden (114). Cependant, la lourdeur de cette
technique peut constituer un obstacle a sa mise en place ; il s’agit d’une technique longue,

sans amplification et nécessitant de nombreuses étapes, ce qui a conduit au développement
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d’autres méthodes plus rapides (53,76) basées sur la PCR (82,128,100), utilisées surtout pour
un dépistage, comme tests de screening (99). Il existe également d’autres techniques de RFLP

dont les cibles sont des éléments répétitifs de I’ADN différents de I’ IS6710 (92,63,108,88).

2. Spoligotyping : Spacer Oligotyping

Cette méthode de typage rapide repose sur la détection du polymorphisme des s€équences
situées entre les éléments répétés identiques de la région DR (Direct Repeat). Cette région DR
est une région unique qui contient des répétitions directes de 36 paires de bases séparées par
des séquences variables de 35 a 41 paires de bases (49). Elle n’est présente que chez les
mycobactéries tuberculeuses (46). Ces séquences inter-DR varient d’une souche a 1’autre par
leur longueur, leur séquence et leur nombre. La technique consiste a amplifier la région DR
puis a I’hybrider a une membrane sur laquelle sont fixées de fagon covalente les 43 séquences
inter-DR les plus fréquents. Le spoligotyping est une technique facile, rapide et comprend une
amplification, cette technique ne nécessite donc pas une culture abondante, contrairement a la
RFLP (35,48). De plus, elle est reproductible et la membrane peut étre réutilisée. En revanche,
certaines séquences peuvent manquer et perturber la phase de révélation. Par ailleurs, le
résultat obtenu n’est pas toujours de trés bonne qualité et dépend des conditions techniques
(lavages, témoin a vérifier, région mal amplifiée, phase de révélation tributaire du
fabricant...). Le spoligotyping a un pouvoir discriminant plus élevé que la RFLP 1S6710 pour
les souches a faible nombre de copies de IS6770 (87), mais la méthode de référence RFLP
1S6110 est plus performante pour les souches a plus de 5 copies, ce qui représente la majorité
des cas (128).

Le pouvoir discriminant trop faible du spoligotyping qui regroupe des cas non li€s entre eux
en fait plutdt une technique de screening, complétée ensuite par une RFLP dés lors que les

spoligotypes sont identiques (46) ou €ventuellement par une autre technique (101).

3. MIRU-VNTR

Les MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-Variable-Number Tandem
Repeat) constituent un puissant outil épidémiologique. Ces séquences hypervariables de 10 a
100 paires de bases sont souvent trouvées en réplication en tandem et dispersées dans des

régions intergéniques du génome de Mycobacterium tuberculosis (61). L’étude du génome de
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la souche de référence H37Rv a mis en évidence 41 loci MIRU et 12 ont été retenus pour la
réalisation de la technique mais parmi ces 12 loci, tous n’ont pas le méme pouvoir
discriminant. Le polymorphisme porte a la fois sur le nombre de copies et sur les séquences.

Les séquences MIRU sont parfaitement stables dans les conditions de culture habituelles (94).

Cette méthode génotypique est basée sur I’amplification par PCR des éléments flanquants des
MIRU. La technique consiste en une amplification par PCR multiplex des loci suivie d’une

analyse des amplicons par séquengage (105,1006).

Cette technique, grace a la PCR, ne nécessite pas une grande quantité de colonies mais utilise
un thermocycleur. Elle est par ailleurs rapide, reproductible et permet d’identifier rapidement
des contaminations de laboratoire (42). Il s’agit d’un systéme discriminant, adéquat pour
I’analyse des liens épidémiologiques sur une période d’au moins 5 ans. Par ailleurs, c’est une
méthode simple, peu cotiteuse ; elle permet de comparer des profils de différents pays griace a
la création d’une banque de données internationales sur le web. Elle posséde un pouvoir
discriminant proche de celui de la RFLP IS6/170 (52,103,62), d’autant plus que le nombre de
copies d’IS6110 est faible (7), mais toutes les publications préconisent I’emploi simultané de
plusieurs méthodes pour obtenir une spécificité maximale (26,65). Une étude portant sur le
groupe Beijing a été réalisée par la technique MIRU-VNTR : ce groupe serait responsable de
25% des cas de tuberculose et il est fréquemment associ¢ & des résistances aux
antituberculeux, d’ou I’intérét de son étude (112). De nombreuses méthodes ne permettent pas
de typer cette souche. La technique MIRU le permet mais certains loci ont un pouvoir
discriminant médiocre et un certain nombre de souches ayant le méme profil MIRU ont des
profils différents par IS6110-RFLP (62) ; cette derniere technique est la plus performante pour
comprendre I’épidémiologie des sous-types (74).

Par contre, la stratégiec MIRU a porté sur 6 puis 12 loci et des liens épidémiologiques récents
établis ont ensuite été infirmés (94). La confirmation par RFLP montre que si le lien
¢pidémiologique est ¢galement trouvé en RFLP le pouvoir discriminant de la technique est de

99,9 % ; si les profils RFLP sont différents, il s’agit de liens anciens (7).
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4. Autres méthodes

Les séquences PGRS (Polymorphic GC Rich Repetitive Sequence) sont de longueur et
de séquence variables, représentées en 30 copies, qui présentent une homologie de
70% entre elles. 11 s’agit d’un outil épidémiologique intéressant mais dont le pouvoir
discriminant est inférieur a celui de la RFLP, cette technique peut étre utilisé comme

complément d’une autre méthode de typage (110)

La DRE PCR (Double Repetitive Element PCR) est une technique qui utilise une
amorce correspondant a IS6/70 et une correspondant a PGRS (75).Cette technique
n’est pas suffisamment discriminante a elle seule, elle peut-étre utilisée en
complément d’une autre technique rapide telle que le spoligotyping. (100), permettant
d’obtenir de bons résultats, de facon plus précoce que la RFLP. Cependant certaines
souches ne parviennent pas a étre typées et doivent étre étudiées par la méthode de

référence.

La méthode de LM PCR (ligation-mediated PCR) consiste a amplifier les séquences
comprises entre IS6//0 et un site de restriction (85). Elle est comparable au
spoligotyping en termes de faisabilité et de production d’images pour une base de
données. La LM PCR groupe un peu moins de souches que le spoligotyping et
posséde donc un pouvoir discriminant supérieur (12). Elle peut étre utilisée comme
test de screening et est notamment utile pour typer les souches qui possédent peu de
copies d’IS6110. Mais dans tous les cas, la RFLP qui est plus discriminante sera

effectuée apres.

[>¢électrophorése en champ pulsé (PFGE pour Pulsed Field Gel Electrophoresis) est
une technique discriminante, utilisée pour 1’é¢tude des mycobactéries atypiques (56),
notamment Mycobacterium avium (30), Mycobacterium abscessus (130),
Mycobacterium mageritense (44). Elle est également utile a I’étude de souches de
Mycobacterium bovis (37) En revanche, peu d’études concernent 1’électrophorése en
champ pulsé et Mycobacterium tuberculosis (129); les protocoles qui existaient étaient
complexes, difficiles a reproduire, le manque d’une technique standardisée a limité
son utilisation. En 1999, Singh ef al (97) ont publié une technique reproductible
consistant a utiliser 4 enzymes et ils ’ont comparée a 1’IS67/0-RFLP. La PFGE est
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une discriminante, permettant d’étudier une grande partie des souches, elle est plus
performante que la RFLP pour les souches possédant moins de 5 copies d’IS6110 ; au-
dela de 5 copies, la RFLP donne de meilleurs résultats et la PFGE a tendance a

regrouper des cas non apparentes.

e La FAFLP (Fluorescent Amplified Fragment Length Polymorphism) correspond au
polymorphisme de longueur des fragments amplifiés sous sa forme fluorescente. Cette
réaction basée sur une PCR comprend une digestion de I’ADN par une combinaison
d’enzymes de restriction suivie d’une amplification sélective. Les fragments sont
visualisés sur un gel a I’aide de marqueurs fluorescents (91,2). Cette technique est
précise, reproductible, plus performante que ’IS6110-RFLP pour les souches qui n’en
possédent qu’une copie mais moins discriminante si le nombre de copies d’IS6110

augmente (47).

5. Applications du typage moléculaire (122,121,120)

Elles sont nombreuses et permettent notamment d’établir le tracé d’épidémies (102,11) et
d’étudier la transmission de la tuberculose (113) dans des communautés fermées, la famille,
I’environnement proche ou dans la population générale, de distinguer réinfection et rechute
lorsque des souches de bacilles tuberculeux sont successivement isolées chez un méme
malade faisant plusieurs épisodes de tuberculose (31), de déterminer la nature nosocomiale
d’une ¢épidémie (54) liée notamment a [utilisation de matériel tel qu’un endoscope,
d’identifier des contaminations de laboratoire (8,95), d’étudier les liens phylogéniques entre
les souches (92)... Ces techniques de typage moléculaire contribuent a améliorer la
compréhension de la tuberculose et de sa transmission (79). Elles permettent également de
suivre I’évolution des cas de tuberculoses résistantes aux antibiotiques (86).

Ces méthodes d’épidémiologie moléculaire sont devenues les compléments indispensables
des enquétes ¢pidémiologiques classiques (50) et occupent une place essentielle dans la lutte
contre la tuberculose (73).

Toutes ces techniques permettent de disposer de bases de données et ainsi de comparer des

souches isolées dans le monde entier.
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6. Choix de la technique

En 1993, Van Soolingen et al. ont comparé différents marqueurs génomiques permettant
I’étude des souches de Mycobacterium tuberculosis (119) : 1S6110, 1S1081, PGRS et DR.
L’IS1081 posséde un pouvoir discriminant plus faible que DR et PGRS, 1S6/70 est le

marqueur le plus performant.

En 1999, Kremer et al. ont comparé différentes techniques de typage moléculaire, ils ont
évalué leur reproductibilité, leur pouvoir discriminant et leur spécificité (63). Huit techniques
de RFLP avec différentes cibles ainsi que 7 techniques basées sur une PCR ont été testées.
Toutes les techniques utilisant la RFLP se sont avérées hautement reproductibles. Parmi les
techniques PCR, la plus reproductible est la LM PCR, suivie des MIRU-VNTR et du
spoligotyping. En revanche, la DRE PCR, I'lS61] 0-inverse PCR, I’'IS6110-Amplprinting et
I’APPCR (Arbitrarily Primed PCR) sont peu reproductibles. Un classement a été établi selon
les performances de la technique et place I’'IS-6110 RFLP en premiére position, suivie de la
LM PCR, de ’APPCR, de la RFLP-PGRS, de la DRE-PCR du spoligotyping et des VNTR.
Les méthodes de choix sont I'[S67/0-RFLP et la LM PCR.

Bifani et al. ont testé différentes techniques destinées a permettre de reconnaitre les variants
de la souche de référence de Mycobacterium tuberculosis H37Rv/Ra, afin d’identifier cette
souche et de mettre en évidence des cas de contaminations de laboratoire (10). L.” IS6110-

RFLP est alors la méthode la plus discriminante.

Ces techniques fournissent de nombreux renseignements mais ne révelent pas de profils
caractéristiques pour les souches résistantes aux antibiotiques (1) ; des études concernant de
nouveaux marqueurs sont en cours. Par ailleurs, concernant la résistance aux antituberculeux,
une étude menée par Alito ef al. consistait a étudier des souches MDR (Multi Drug Resistant)
par IS67710-RFLP : pour environ 1/3 de ces souches, I’évolution des profils RFLP s’est avérée
trop rapide pour pouvoir interpréter les résultats du typage sur une période de plusieurs années
(4). Hormis ces cas, les profils obtenus par 1S6/70-RFLP sont stables et permettent des

comparaisons entre les souches (115,119,80,81,123).

IS6110-RFLP, spoligotyping et MIRU-VNTR sont les 3 méthodes de typage les plus utilisées

(111,78). En 2005, Scott et al. ont déterminé la sensibilité et la spécificité de ces deux
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dernieres techniques (96). En effet, le développement de techniques rapides offre de nouvelles
perspectives, mais 1’utilit¢ de ces méthodes dépend de leur capacité a classer les souches de
fagon appropri¢e. La sensibilité de la technique est définie par le pourcentage de souches
RFLP identiques qui ont des spoligotypes ou des profils MIRU identiques. La spécificité est
définie par le pourcentage de souches avec un profil RFLP unique qui ont des profils uniques

en spoligotyping ou MIRU. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau I.

Spoligotyping MIRU-VNTR
Sensibilité 83% 52%
Spécificité 40% 56%

Tableau I : Sensibilité et spécificité des techniques de spoligotyping et MIRU-VNTR

Les résultats de cette étude indiquent que ces 2 techniques rapides sont insuffisantes si elles
sont utilisées seules. Elles constituent de bons tests de screening mais sont ensuite complétées

par une IS6710-RFLP.
La technique RFLP basée sur I'IS6/7/0 étant la méthode de référence et par ailleurs la

technique la plus discriminante, standardisée, nous avons décidé de la mettre en place au

laboratoire.
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II. Travail expérimental : Application de I’IS6110- RFLP au

laboratoire

Nous avons choisi d’appliquer la technique d’IS67/0-RFLP au laboratoire afin de pouvoir
typer les souches isolées au laboratoire et de les comparer. L’objectif de ce typage
moléculaire est de mieux comprendre les chaines de transmission de la tuberculose et les liens

qui unissent certains cas.

A. Matériels et Méthodes

1. Souches bactériennes étudiées

Trente-cing souches de Mycobacterium tuberculosis d’origine clinique, isolées au laboratoire
de Bactériologie du CHU de Nancy, et la souche de référence Mt14323 ont été étudiées, elles
sont répertoriées dans le tableau D ci-dessous.

La souche Mt14323 est une souche de référence de Mycobacterium tuberculosis car elle

possede un nombre importantde copies d’IS6/10, élément capital de notre technique.
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Numéro de la souche Patients Nature du prélévement
1 RP Expectoration
2 SJ Expectoration
3 KC Expectoration
4 JN Expectoration
5 GK Expectoration
6 HE Expectoration
7 VIM Expectoration
8 MG Expectoration
9 LF Expectoration
10 BP Expectoration
11 LM Expectoration
12 MA Expectoration
13 MM 2000 Expectoration
14 MM 2002 Expectoration
15 JB Expectoration
16 IC Expectoration
17 M Expectoration
18 IMC Expectoration
19 SH Expectoration
20 SA Expectoration
21 BJ Expectoration
22 BY Expectoration
23 Mt14323 Souche de référence
24 RY Expectoration
25 ML Expectoration
26 ML Biopsie (Abceés)
27 CN 2003 Expectoration
28 CN 2004 Expectoration
29 BB 2002 Expectoration
30 BB 2003 Expectoration
31 BT Expectoration
32 MO Expectoration
33 RA Urine

34 RA Expectoration
35 L) Expectoration
36 KK Expectoration

Tableau D: Souches étudiées et nature des prélevements
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2. Matériels

= Dans la piece P3 :

- PSM : Poste de Sécurité Microbiologique

- Bain-marie 80°C

- Etuve 37°C

- Micropipettes et embouts stériles munis de filtres

- Vortex

» Autres pieces :

- Balance

- Bain-marie (37 et 65°C)

- Centrifugeuse 12000 tours/min

- Vortex

- Evaporateur Speed Vac

- Générateur et cuve pour électrophorese
Petit format pour les électrophoreses de controle
Grand format pour la migration avant transfert

- Rampe UV

- Appareil photo

- Agitateur

- Four a hybridation GFL 7061

- Thermocycleur Perkin Elmer 2400

- Plaque chauffante

- Hypercassette Kodak

- Micropipettes et embouts stériles munis de filtres

- Feuilles Whatman 3MM

- Membrane Hybond-N+

- Films Kodak Biomax MR Film

- Kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN)
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3. Réactifs

> TE10:1
Solutions meres : TRIS HCI (pH 8) 0,5 M
EDTA (pH 8)0,5M
TE10:1 TRIS2mL
EDTA 200 uL
H,0 gsp 100 mL

Autoclaver

» SDS 10% (Sodium Dodecyl Sulfate)
2,5g SDS
H,0 distillée qsp 25 mL
Chauffer a 37°C pour solubiliser.

Ne pas autoclaver.

» NaCl 5SM
29,22 g NaCl
H,0 gsp 100 mL

Autoclaver

» CTAB/NaCl (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
1,025 g NaCl
2,5g CTAB
H,0 gsp 25 mL
Dissoudre a 65°C. Ajuster le volume a 25 mL avec H,O tant que la solution est encore
chaude.

Ne pas autoclaver.

> Ethanol a 70°
100 mL Ethanol 95°
39,18 mL H,O
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> TBE 10X
108 g TRIS Base
55 g Acide Borique
40 mL EDTA 0,5 M (pH 8)
H,OqgsplL

Autoclaver

> Lysozyme (Sigma)
Conservation a -20°C.
Préparation extemporanée.
20 mg Lysozyme
1 mL H,O

> Protéinase K
10 mg Protéinase K (Boehringer)
H,O gsp 1 mL

Aliquoter et congeler.

» Chloroforme/ Alcool isoamylique 24V/1V (Normapur)

» Isopropanol (Sigma)

» 20 SSC (Sodium Saline Citrate)
175,3 g NaCl
88,2 g Citrate de Sodium
H,0 gsp 800 mL
Ajuster a pH 7
Compléter avec HO qsp 1 L

Autoclaver

» Solution de dépurination : HCI 0,25M
86,2 ml HCI 37%
H,OqsplL
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> Solution de dénaturation
175,3 g NaCl
40 g NaOH
H,Oqsp2 L

» Solution de neutralisation
175,3 g NaCl
2422 g TRIS
110 mL HCI 37% fumant
H,Oqsp2L
Ajuster a pH 8

» Tampon d’hybridation
14,61 g NaCl
25 g Blocking Reagent (kit)
500 mL tampon (kit)
Dissoudre le NaCl dans le tampon, chauffer a 60-65°C et ajouter petit & petit le réactif

bloquant pour bien le dissoudre. Aliquoter et conserver a -20°C.

» Solution de lavage
360 g Urée
4 g SDS ou 40 mL SDS 10%
25 mL 20SSC
H,Oqsp 1L

> Agarose

> Solution de Bleu de Bromophénol

> Témoin de poids moléculaire Promega DNA Ladder 100-1500 pb
» Bromure d’ethidium BET

Cet agent intercalant est mutagéne et nécessite le port de 2 paires de gants pour sa

manipulation. Il se conserve a 1’abri de la lumiére.
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» Enzyme Pvull et son tampon (Invitrogen)

» Taq polymérase et son tampon

> kit ECL Amersham : Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System
DNA Labelling Reagent
Glutaraldehyde
Detection Reagent 1 (H,0,)

Detection Reagent 2 (ILuminol)

> Révélateur Kodak Cmax

Diluer au ¥ avant utilisation

> Fixateur Kodak CMax

Diluer au ¥ avant utilisation

4. Mode opératoire

4.1.  Extraction et quantification de I’ADN

4.1.1. Principe

Lyse bactérienne

L’ADN génomique des mycobactéries est obtenu par lyse bactérienne, sous I’action de la
chaleur, a partir d’une culture jeune et abondante obtenue sur milieu de Loewenstein- Jensen.
La lyse bactérienne est facilitée par I’action du lysozyme qui hydrolyse le muropeptide,
couche rigide de la paroi assurant la protection osmotique de la cellule.

La dissociation des protéines est obtenue en utilisant un détergent comme le SDS qui permet
de désenrouler les chalnes protéiques et/ou en faisant agir une protéase comme la protéinase
K qui est active jusqu’a 65°C méme en présence de SDS.

L’ajout de NaCl permet d’éliminer des protéines par précipitation a concentration ionique

importante.
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Le CTAB permet d’éliminer par complexation les débris cellulaires, les protéines dénaturées

et certains polysaccharides, tout en maintenant les acides nucléiques en solution.

Extraction de I’ADN (66)

L’élimination des protéines et des lipides est réalisée par extraction sélective au chloroforme

qui dénature les protéines. Le chloroforme est non miscible a I’eau et a une densité supérieure
a ’eau. L’alcool isoamylique est un agent antimousse qui stabilise la séparation des phases.
Le mélange chloroforme / alcool isoamylique est ajouté au lysat bactérien. Les acides
nucléiques ne sont pas solubles dans le chloroforme et aprés agitation, I’ADN est extrait et se
trouve exclusivement dans la phase aqueuse supérieure.

La précipitation de I’ ADN est effectuée par I’isopropanol, le froid (-20° C) permet d’accélérer

cette précipitation. A ce stade il est possible d’observer le filament d’ADN.

Purification de ’ADN

L’ADN précipité peut étre purifié par lavage par de ’éthanol a 95° qui permet I’élimination

des sels.

Quantification de ’ADN

Une quantification de I’ADN est nécessaire.

La méthode de choix est I’absorptiométric UV. La mesure s’effectue a 260 nm,
longueur d’onde spécifique d’absorption. Une unité d’absorbance correspond a 50 pg/ml. La
concentration en ADN est calculée selon la relation : [ADN] en pug/mL = A260 nm X 50 X
facteur de dilution. La présence de protéines peut conduire & une erreur par exces.
L’absorbance a 320 nm peut étre soustraite de 1’absorbance & 260 nm ce qui permet
d’éliminer en partie 1’erreur due aux contaminants. Cette méthode a ’inconvénient d’étre peu
sensible aussi pour les concentrations <250 ng/mL.

Une autre méthode consiste a évaluer la concentration d’ADN par fluorescence en
présence de bromure d’ethidium (BET). La fluorescence d’un spot ou d’une bande d’ADN en
présence de BET émise lors d’une exposition aux UV peut étre imprimée sur une image
photographique. L’intensité de fluorescence est proportionnelle a la masse d’ADN dans le
dépdt, par unité de masse la quantité de BET incorporé est identique. Le principe est de
comparer apres photographie des bandes sur gel, ’intensité de la lumiére émise par I’ADN.

Cette méthode est relativement sensible, elle permet de détecter moins de 5 ng d’ADN.
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L’ADN purifié peut-étre conservé a +4°C. Pour une conservation longue il est nécessaire de
procéder a la congélation ; cependant, les congélations et décongélations qui favorisent les
cassures des ADN longs sont a proscrire.

4.1.2. Protocole

Lyse bactérienne

La premiére étape, consistant & manipuler les souches encore virulentes, se pratique dans un
local de type P3 (9). Les colonies prélevées a 1’6se sur un milieu de Loewenstein-Jensen sont
mises en suspension dans 500 pl de tampon TE 10 :1 puis placées 30 minutes au bain-marie
a 80°C afin de détruire les bactéries par la chaleur.

Aprés retour & température ambiante, on ajoute 50 pl d’une solution de lysozyme a 20 mg/mL
et on laisse incuber les tubes apres les avoir agités 1 heure a 37°C.

A partir de ce stade, les bactéries sont lysées et ne présentent plus le méme risque infectieux.
Une culture du lysat sur milieu de Loewenstein-Jensen a permis de vérifier ’absence de
bacille viable.

La suite des manipulations est donc réalisée dans un laboratoire extérieur au P3. On ajoute
alors 70 pulL de SDS 10% et Sul. de Protéinase K 10 mg/mL dans chaque tube. L’ensemble est
vortex€ et incubé au bain-marie 10 minutes a 65°C. Puis 100 pL de NaCl 5M et 100 pL de
CTAB préchauffé a 65°C sont ajoutés, les tubes sont vortexés jusqu’a ce que le mélange

devienne laiteux puis ils sont placés 10 minutes au bain-marie a 65°C.

Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN est alors réalisée par addition de 750 pl. d’un mélange Chloroforme/

Alcool isoamylique 24V/1V préalablement incubé dans un bécher ayant séjourné au
congélateur.

Les tubes sont vortexés pendant 1 minute puis centrifugés 10 minutes a 12 000 tours/min et le
surnageant aqueux est récupéré. L’ ADN contenu dans cette derniere phase est alors précipité
avec 500 pLL d’isopropanol et maintenu a -20°C pendant 30 minutes minimum.

C’est a ce moment que 1’on observe le filament d’ADN se constituer progressivement, par

retournements successifs du tube. (Photo 1)
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Photo 1 : Filament d’ADN obtenu aprés extraction ct préeipitation

Purification de I’ADN

L’ADN extrait est ensuite purifié¢ : aprés centrifugation 15 minutes a 12000 tours/min, lc

surnagceant est ¢liminé et le culot est repris dans 1 mL d’éthanol a 95° conservé a -20°C.

Les tubes sont centrifugés 10 minutes a 12000 tours/minute, le surnageant est éliminé ct le
culot est séché grice a un évaporateur, sous une lampe ou a I’air libre.

Ce culot est repris dans du tampon TE 10 :1 dont le volume varie sclon la quantité¢ d’ADN, en
général 50 uL ; I’ADN se trouve dissous dans ce tampon.

Sous cette forme, I’ADN peut étre conservé pendant un an a -20°C.

Quantification de I’ADN

Dans un premicr temps, nous avons rcalisé une quantification de I’ADN par

spectrophotométric UV sur le spectrophotométre Pharmacia Gene Quant II; différentes
dilutions d’un méme déchantillon ont été utilisées ; 1’objectif était d’cffectuer une sorte
d’étalonnage permettant par la suite d’évaluer I’intensité des spots ct donc la quantité d’ADN
a I’ceil. Nous avons dos¢ I’ADN extrait d’une souche et avons obtenu unc concentration de
200pg/mL.

En pratique, I’habitude nous a permis d’évaluer la quantité d’ADN simplement en visualisant
I’intensité des spots sur le gel d’électrophorése ; cette précicion s’est avérée suffisante pour la

suite des manipulations.
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En cffet, le dosage par spectrophotométrie est une technique plus précise mais qui consomme
unc quantité non négligeable d’échantillon (75 pL) et notre technique requiert elle aussi unc
quantit¢ importante d’ADN.

Pratiquement 4 pl de la solution d’ADN sont additionnés d’unc goutte de bleu de
bromophénol et déposés dans les puits d’un gel d’agarose a 1%, la migration se déroule
ensuite pendant 1 heure a 100 V.

La quantit¢ d’ADN extrait est estimée de fagon semi quantitative par observation de

I’intensité des spots obtenus, sous une lampe a UV.

Photo 2 : Electrophorese de controle de I’extraction

4.1.3. Remarques

Il est conseillé de préchauffer le mélange CTAB/NaCl au bain-marie a 65°C afin de le rendre
moins visqueux et de faciliter le pipetage.
Concernant la quantification de I’ADN, le BET ne doit pas étre incorporé a I’agarose tant que

la température n’est pas inféricure a 65°C, ct le gel ne doit comporter aucune bulle.
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4.2. Digestion de |’ADN

4.2.1. Principe

Les enzymes de restrictions sont des endonucléases qui sc lient spécifiquement a une courte
séquence (4 ou 6 nucléotides) : le site de restriction. Elles catalysent une coupure double brin
par hydrolyse d’une liaison phosphodiester spéeifique au niveau du site de restriction. Dans lc
cas des bacilles tuberculeux, ’endonucléase Pvull produite par Proteus vulgaris clive le

génome au niveau de séquences de reconnaissance : CAG/ CTG
GTC/GAC

L’IS6110 comprend un site de coupure pour Pvull (118). Les sites de restriction sont souvent
de type palindrome, c'est a dire qu'ils sont identiques sur les deux brins de 'ADN (mais
antiparall¢les sur l'autre brin). Lorsque I'hydrolyse des liaisons phosphodicster se fait au
centre de symétric du palindrome toutes les paires de nucléotides restent apparices : les

fragments qui en résultent sont dits « a bouts francs ».

Pvu II
(enzyme de restriction)

My
Méthylation & g
2 H,0
NNNNCAGETGNNNN N\ ; NNNCAG 3 CTGNNNN
NNNNGTCLACNNNN NNNGTC GACNNNN
ADN a 2 brins ADN "digére"

Figure 4: Hydrolyse par Pvull.

Pour obtenir une hydrolyse maximale certaines conditions techniques doivent étre respectées.
La quantité d’enzyme a utiliser doit étre évaluée en fonction de la masse d’ADN a digérer.

Une unité d’enzyme de restriction est la quantité théorique d’enzyme capable d’hydrolyser
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complétement 1pg d’ADN en une heure dans des conditions définies de salinité, de pH et de
température, dans un volume de 50 pL. En pratique il est recommandé de tester chaque
préparation enzymatique avec sa propre préparation d’ADN. On travaille toujours en exces
d’enzyme et le rapport 2 a 5 U/pug d’ADN est couramment utilisé.

L’enzyme est fournie avec son propre tampon d’hydrolyse (concentré 10X), dilué au 1/10 il
permet d’obtenir les conditions de salinité et pH optimales pour la réaction.

Les enzymes de restriction sont des produits fragiles qui doivent étre manipulées avec
attention. Conservées au congélateur a -20° C dans un tampon contenant 50% de glycérol,
elles ne doivent étre sorties du congélateur qu’au dernier moment, placées dans la glace et
replacées au congélateur immédiatement apres usage. Le prélevement doit étre fait avec des
embouts neufs et stériles ; a chaque prélévement changer d’embout.

La digestion s’effectue pendant une durée déterminée a la température optimale de I’enzyme.
Le controle de la digestion est effectué en pratiquant une électrophorése en gel d’agarose.
Celle-ci permet de visualiser les fragments d’ADN obtenus par hydrolyse. En cas de bonne
digestion, les différents fragments d’ADN forment une bande, a I'inverse si la digestion n’a
pas été compléte I’ADN non fragmenté ne migre pas.

Une digestion incompléte ou nulle peut s’expliquer par un manque d’enzyme soit par
concentration inadaptée soit par dégradation lors de la conservation.

Des mauvaises conditions d’extraction d’ADN peuvent également empécher la digestion
enzymatique. Le plus souvent il s’agit d’un exceés de sel ; dans ce cas on réalise une dialyse
sur filtre 0,45 uM. La totalité de 1’échantillon est déposée sur le filtre mise a la surface d’une
boite de Pétri remplie d’eau distillée stérile. Apres ¥4 d’heure de contact on récupére I’ADN
dialysé et on procéde a une nouvelle digestion.

L’¢électrophorése permet également d’évaluer les concentrations en ADN. Selon I’intensité
des bandes, il est alors possible d’évaluer les dilutions a effectuer afin d’obtenir des quantités
comparables d’ADN d’une souche a I’autre. Il est important d’avoir une concentration d’ADN
a peu prés égale dans chaque bande, une différence trop importante perturbe la phase de

révélation.
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4.2.2. Protocole

Volume par tube (pL)
Eau pour biologic moléculaire 39
Tampon de I’enzyme 6
Enzyme Pvull 10 U/puL 3
ADN (200pg/mL) 12

Tablcau E : Mode opératoire de la digestion d’ADN

Volume réactionnel : 60 pL

Les tubes sont incubés une nuit au bain-maric a 37°C pour optimiser 'action de Pvull, en
présence du tampon approprié¢. Nous nous situons dans un rapport de 5 U d’enzyme pour | pg

d’ADN environ, ce qui correspond aux données de la littérature (63).

On réalise ensuite une ¢lectrophorése de controle en gel d’agarose. Celle-ci permet de
visualiser les fragments d’ADN digéré. Sclon I'intensité des bandes, il est alors possible
d’¢évaluer les dilutions a cffectuer afin d’obtenir des quantités comparables d’ADN d’unc

souche a |’autre.

o eyt e G S o 2 i B el i O o e .. Y. 2

Photo 3 : Electrophorése de contréle de la digestion
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4.2.3. Remarques

Le volume de I’enzyme de restriction ne doit pas excéder 10% du volume final, sinon le
glycérol contenu dans le tampon perturbe la digestion. On choisit donc toujours I’enzyme la

plus concentrée possible.

4.3.  Séparation des fragments d’ADN

4.3.1. Principe

Les fragments d’ADN produits par I’hydrolyse enzymatique sont séparés et analysés par
électrophorese sur gel d’agarose a 1%. La migratibn des molécules d’ADN est inversement
proportionnelle au log du nombre de paire de bases. Le pouvoir de séparation des ADN sur le
gel d’agarose est plus important si le voltage est plus faible. Pour obtenir une séparation
optimale il est préférable de procéder a une électrophorése toute la nuit a un voltage faible
0.8V/cm.

L’utilisation d’un marqueur de poids moléculaires permet une estimation précise de la taille

des fragments de restriction.

4.3.2. Protocole

Vingt microlitres d’ADN digéré sont séparés par électrophorése en gel d’agarose a 1%. La
migration s’effectue a 100 V pendant 15 minutes afin de faire sortir I’ADN des puits puis a 40
V pendant 24 heures environ. La souche de référence sert de souche témoin lorsqu’on veut
comparer différents gels entre eux. Une fois I’électrophorése terminée, une photographie est

réalisée afin de visualiser les fragments séparés.
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Photo 4 : Electrophorése des fragments d’ADN digérés

Le gel est alors expos¢ 5 minutes aux UV afin de faciliter Ie transfert ultéricur des fragments

de haut poids moléculaire.

4.4.  Transfert par Southern Blot

4.4.1. Principe

Afin de faciliter le transfert des ADN, le gel doit étre traité. Un traitement par [’acide
chlorhydrique (dépurination) permet de couper les morceaux d’ADN de poids moléculaire
¢levé. Le temps doit étre limité car un traitement prolongé peut hydrolyser ’ADN de maniére
trop excessive et générer des morccaux d’ADN trop petits qui se fixeront mal sur la
membrane.

La dénaturation des ADN est obtenuc par passage du gel dans une solution de dénaturation
contenant de la soude.

La méthode de transfert capillaire est utilisée, les fragments d’ADN sont transférés du gel sur
la surface d’une membrane par un flux liquide. Le liquide (tampon 20SSC) est aspiré a travers
le gel par une action capillaire qui est établie et maintenue par un paquet de papier absorbant.
Dans un tel systéme de transfert (cf. schéma) le gel est placé en contact avec la membrane, le

tampon ¢élue les acides nucléiques du gel ct les dépose sur la membrane (63).



Apres le transfert, la membrane est rincée et les ADN sont fixés par passage aux UV. A ce

stade la membrane peut étre hybridée immédiatement ou conservée a +4° C.

4.4.2. Protocole

Le gel est placé 10 minutes dans un bain d’HCI 0,25M sous agitation, rincé a I’eau distillée
puis lavé 2 fois 15 minutes dans la solution de dénaturation. Apres ringage dans I’eau distillée,
on réalise 2 lavages de 15 minutes dans la solution de neutralisation avant de rincer a nouveau
le gel dans I’eau distillée. Le gel est ensuite placé dans le dispositif de transfert, mis en
contact avec la membrane en nylon Hybond N+ préalablement humidifiée. Ce transfert passif
s’effectue pendant une nuit, a I’aide de papier Whatman 3MM. Lorsque le transfert est
terminé, la membrane est rincée puis exposée aux UV afin de fixer I’ADN. On contréle alors

que le transfert s’est bien passé en plagant le gel sous les UV : il ne doit plus rester de bande

visible.
iy plaque de verre
papiers
. absorbants
papier
Whatman
épais *\
3MM
( ) Jl‘llt!ll““wh.w..-b.\-wu.\rh.\.-.qr-.\-ﬂ.n-"uh-vm".wn““‘-hwh'\!lf“n-lo membrane
R R gel courant
liquidien
tampon ascendant

Figure 5: Dispositif de transfert par capillarité
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Figure 6: Principe du Southern Blot (66)

4.4.3. Remarques

La manipulation du gel nécessite d’extrémes précautions afin de ne pas le casser.

Il est impératif de vérifier I’absence de bulles d’air dans le montage car elles empéchent le

transfert correct des fragments d’ADN.

Un repere est inscrit dans un coin de la membrane afin de savoir de quel c6té se trouve I’ADN

au moment de la révélation.

4.5. Préparation de la sonde

4.5.1. Principe

Apres I’hydrolyse enzymatique, de nombreux fragments d’ADN ont été produits, les seuls qui
dans cette étude ont un intérét sont ceux qui contiennent le fragment droit S2 de la séquence

IS6110 et qui pourront étre reconnus par la sonde préparée a partir de I’'1S6770. (Figure 7)
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Figure 7 : Action de Pvull sur ’ADN

La sonde utilisée pour la révélation est préparée a partir de la souche de référence
Mycobacterium tuberculosis Mt 14323. Cette souche a I’avantage de posséder de nombreuses
copies IS6110 (11 copies). L’utilisation des primers INS-1 et INS2 permet d’amplifier par
PCR une séquence de 245 pb appartenant a la fraction S2 de I'IS6//0. Le produit
d’amplification est controlé par électrophorese sur gel d’agarose en présence d’un marqueur
de poids moléculaire. L’ADN amplifié est purifié¢ sur une colonne qui retient les fragments
constituant la sonde puis ces derniers sont ¢lués.

La sonde ainsi obtenue peut étre aliquotée et congelée afin d’étre conservée.

4.5.2. Protocole

La sonde est obtenue a partir de la souche de référence Mt 14323. L’ ADN de cette souche est
extrait selon la technique décrite précédemment puis on réalise une amplification par PCR

(Polymerase Chain Reaction) d’une séquence de 245 paires de bases appartenant a 1’IS67170.
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Préparation du mélange réactionnel (Tableau F)

Concentration Volume par tube | Concentration finale
initiale (1L)
Amorce INS-1 10 pM 5 1 pM
Amorce INS-2 10 pM 5 1 uM
Tampon PCR 10 X 3 1 X
MgClI2 50 mM 1,5 1,5 mM
TAQ polymerase 5 U/tube 0,2 1 U/tube
dNTP A 10 mM 1 200 uM
T
G
C
DMSO 5
Eau pour BM 22,3
ADN 5

Tableau F : Préparation du mélange destiné a la PCR

Volume réactionnel : 50 pL

Les amorces utilisées présentent les séquences suivantes :

INS-1 :

INS-2 :

ADN :

5" CGTGAGGGCATCGAGGTGGC 3’

5" GCGTAGGCGTCGGTGACAAA 3’

I1 s’agit d’ADN extrait de la souche de référence Mt 14323, purifié et repris dans du TE, dilué

au 1/100 avant de réaliser la PCR, ce qui correspond a 10 ng d’ADN environ.
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Conditions d’amplification

L’amplification est réalisée dans un Thermocycleur 2400 Perkin Elmer. Les cycles se

déroulent de la fagon décrite dans le tableau G :

94 °C 7 min

94 °C Imin

TG Imin 40 cycles
72 °C Imin

4°C o

Tableau G : Conditions de la PCR

Controle de la PCR

On réalise unc électrophorése en gel d’agarose a 1%, en présence de témoins de poids
moléculaire.

L’ADN amplifié est cnsuite purifié sur un systéme de colonne Qiagen®.

Une fois préparée, la sonde sc conserve aliquotée ct congelée a -20 °C pendant 6 mois, au-

dela le signal obtenu s’affaiblit ct ne permet plus de travailler dans de bonnes conditions.

Photo 5: Electrophorése de contrdle de la sonde purifiée
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4.6. Hybridation de la membrane et révélation de la

réaction
4.6.1. Principe

La sonde purifiée est marquée extemporanément avec une peroxydase (HRP : Horseradish
peroxidase) ce qui permettra de révéler les produits d hybridation par chimiluminescence. La
peroxydase catalyse 1’oxydation d’un substrat luminol qui en présence d’un réactif de
détection, entraine une émission de lumiére qui est directement détectée sur un film

photographique. Chaque bande contenant I’'IS67 /0 est ainsi révélée.

4.6.2. Protocole

Marquage de la sonde

Il est réalisé a I'aide du kit ECL. Amersham : Direct Nucleic Acid Labelling and Detection
System. La sonde aliquotée et congelée est diluée au 1/5 dans de I’eau pour biologie
moléculaire (4 pul. de sonde + 16 plL d’eau) puis marquée par la peroxydase. Les réactifs
fournis par le kit pour le marquage de la sonde sont le DNA Labelling Reagent (20 pL)
contenant la peroxydase et le glutaraldéhyde (20 pL) qui assure des liaisons covalentes entre

la sonde et la peroxydase.

Préhybridation de la membrane

Dans un tube approprié, la membrane est mise en contact avec le tampon d’hybridation dans
un four & hybridation 4 42°C, pendant 30 minutes, 4 raison de 0,125 ml de tampon par cm” de

membrane.

Hybridation
[La sonde marquée (volume total de 60 pL) est ajoutée dans le tube et I’hybridation se déroule

pendant une nuit a 42°C, dans un mouvement de rotation. (Photo 6)

La température ne doit pas excéder 42°C pour ne pas inactiver la peroxydase.
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Photo 6: Four a hybridation

Révélation/ Détection

Aprés hybridation, la membrane est lavée 2 fois 20 minutes dans une solution d’urée a raison
de 2 mL/cm” de membrane puis 2 fois 5 minutes dans du tampon 2 SSC.

La phase de révélation sc déroule en chambre noire. La solution de révélation (Kit
Amersham) cst préparée extemporanément en mélangeant volume a volume les 2 réactifs
fournis (volume total de cette solution : 0,125 mL/cm® de membrance). Le premicr réactif
contient le peroxyde d’hydrogeéne, substrat de la peroxydase, tandis que le second contient du
luminol qui une fois oxydé permet ’émission de lumicre. La membrane cst alors misc cn
contact avec cette solution pendant 1 minute a 1 minute 30, sous agitation. La membrane cst
ensuite essuyée entre deux papiers Whatmann puis placée dans une cassctte (Hypercassette
Neutral 18x24 cm- Amersham Pharmacia Biotech) et laissée au contact d’un film (Kodak
Biomax MR Film) pendant une durée variable. Nous avons laissé la membrane et le film en
contact pendant une heure, cette durée s’est révélée étre la meilleure pour obtenir des bandes
bicn visibles et pouvoir ensuite comparer les profils de restriction. Le film est alors révélé
jusqu’a I’observation de bandes, soit pendant 10 minutes, rincé a I’cau puis fixé pendant

quelques minutes et séché.
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La membrane peut étre réhybridée avec la méme sonde (ou une autre) en cas de probléme, ce

qui évite de recommencer la technique depuis le début.

4.7.  Comparaison des profils

A I’observation du film, il est facile de noter pour chaque souche le nombre de bandes obtenu
correspondant aux copies d’IS6/70 ainsi que leur position et de les comparer les unes aux
autres. Cette comparaison des profils par simple observation est suffisamment discriminante
pour distinguer facilement les souches apparentées

Si les empreintes sont différentes, cela signifie qu’il s’agit de souches différentes et on peut
exclure un lien épidémiologique entre les cas. Si les empreintes sont identiques, c’est-a-dire si
les souches comportent le méme nombre de bandes et que celles-ci sont positionnées aux
mémes endroits, , cela signifie qu’il s’agit de souches non différentes mais pas forcément
identiques ; il reste a démontrer 1’existence d’un lien épidémiologique entre les cas. Un lien
familial, géographique ou autre permet souvent de relier ces cas.

Les souches de Mycobacterium tuberculosis isolées chez des patients présentant des liens
¢pidémiologiques montrent fréquemment des profils identiques. Les cas sont également
considérés comme apparentés lorsqu’ils présentent une bande de différence. En présence de 2
bandes de différences, la meilleure attitude a adopter est de recourir a une autre technique de
typage pour confirmer les suspicions de liens, spoligotyping, MIRU-VNTR ou PGRS (20).
En vue de réaliser une base de données, il est possible de lire les profils grace au logiciel Gel
Compar et de les archiver. Dans ce cas, la souche de référence Mt 14323 sert d’étalon interne,

elle est intégrée dans chaque série.
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B. Résultats

1. Résultats observés
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Photo 7: Film n°1
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Photo 9: Film n°3
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2. Interprétation

Dans le cadre de la mise au point de la technique de RFLP au laboratoire de Bactériologie,
nous avons testé 35 souches de Mycobacterium tuberculosis. Différentes séries ont été
réalisées selon le mode opératoire décrit précédemment.

Les souches sont comparées en fonction

* du nombre de bandes

» de leurs positions respectives

Chacune de ces bandes correspond a une copie de la séquence IS6/10. Le nombre de bandes

observé pour chacune des souches est répertorié dans le tableau H.
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Numéro de la souche

Nombre de bandes

Comparaison des souches

1 12

2 8

3 9

4 8

5 13

6 8

7 9

8 7

9 16

10 8

11 11

12 11

13 10 Méme nombre de bandes
14 10 Mémes positions

15 9 Méme nombre de bandes
16 9 Mémes positions

17 12 Méme nombre de bandes
18 12 Mémes positions

19 9 Méme nombre de bandes
20 9 Mémes positions

21 8 Différentes

22 13

23 11

24 12

25 7 Méme nombre de bandes
26 7 Mémes positions

27 9 Différence : 1 bande
28 10 Mémes positions

29 14 Méme nombre de bandes
30 14 Mémes positions

31 10

32 12

33 8 Différence : | bande
34 9 Mémes positions

35 12

36 11

Tableau H : Nombre de bandes observé pour chacune des souches étudiées
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C. Discussion. Analyse des résultats

La technique RFLP basée sur I’'IS6710 pour I’étude épidémiologique de la tuberculose est
connue depuis plusieurs années. Van Embden a publié en 1993 un protocole pour standardiser
cette méthode afin qu’elle puisse Etre utilisée par un plus grand nombre de laboratoires.
Actuellement, elle sert de méthode de référence mais elle reste longue et délicate a pratiquer.
Elle nécessite des étapes successives ou chaque ¢lément a son importance et conditionne la
qualité du résultat final. Avant de démarrer la technique au laboratoire nous avons ét€ nous
former a sa pratique au laboratoire de bactériologic du CHU de Bordeaux. Malgré cela une
adaptation nécessitant plusicurs semaines a été utile pour avoir une bonne maitrise de la
technique et obtenir des résultats reproductifs. Cette méthode peut actuellement étre pratiquée
régulie¢rement au laboratoire. A chaque étape de la technique nous avons revu les éléments
importants qui conditionnent les résultats.

La technique 1S6//0-RFLP utilise un transfert par Southern Blot et se pratique sans
amplification. La quantit¢ d’ADN nécessaire est donc particulierement importante.
Mycobacterium tuberculosis est comme nous ’avons vu précédemment une bactérie a
croissance lente, le délai nécessaire pour obtenir une culture suffisante est donc long, de 3 a6
semaines. De plus, les colonies sont incrustées dans le milieu et peuvent étre difficiles a
prélever. Par ailleurs, nous avons eu recours au mélange chloroforme/alcool isoamylique
traditionnellement utilisé pour I’extraction des acides nucléiques. Nous avons essayé de
réaliser cette extraction de fagon automatisée sur un appareil Magna Pure®, afin d’éviter la
manipulation de solvants organiques ; la quantit¢ d’ADN obtenue était insuffisante et nous
avons donc abandonné cette éventualité.

L’hydrolyse enzymatique de ’ADN par Pvull doit se dérouler dans les conditions optimales
de température comme cela a été décrit mais il faut s’assurer que la conservation de I’enzyme
a été faite dans de bonnes conditions. A température ambiante 1’activité d’une enzyme de
restriction diminue rapidement, sa conservation sera meilleure sous forme la plus concentrée.
La quantit¢ d’enzyme est en rapport avec la quantit¢ d’ADN a hydrolyser. Dans cette
technique, I’ADN n’est pas quantifi¢ précisément mais sa concentration doit étre évaluée sur
gel d’électrophorése apres 1’extraction. Le dosage d’ADN que nous avions effectué lors des
premieres manipulations nous indique que le rapport enzyme/ADN est de 'ordre de 5 u
d’enzyme/l pg d’ADN, ce qui correspond aux quantités préconisées dans la littérature. Le

conirble de la digestion par électrophorése doit aussi permettre de visualiser la charge en
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ADN. Dans I’étape ultéricure de migration des ADN fragmentés il est important de pouvoir

déposer des quantités d’ADN similaires afin de faciliter I’interprétation.

La migration des fragments d’ADN lors de 1’électrophor¢se doit se dérouler de fagon
réguliére, éviter les effets de bord, le faible voltage utilisé permet une bonne séparation des
fragments.

Il est important de ne pas étudier trop de souches simultanément ; en effet la manipulation du
gel lors des différentes étapes de lavages est délicate et un gel de taille trop importante risque
plus facilement de se casser.

Lors du transfert, le contact entre le gel et la membrane doit &tre uniforme, il faut vérifier

I’absence de bulles d’air ou de plis qui pourraient géner ce transfert.

La préparation de la sonde par PCR est une étape au cours de laquelle nous avons rencontré
quelques difficultés. Aprés avoir vérifié la séquence des amorces synthétisées, les
concentrations de Taq polymérase, de MgCl,, nous ne parvenions toujours pas a amplifier le
fragment d’ADN. Nous avons alors ajouté¢ du Diméthyl Sulfoxyde au milieu réactionnel. Le
DMSO est un adjuvant de la PCR qui facilite la rupture des liaisons hydrogénes reliant les 2
brins de la molécule d’ADN. Or le GC% ¢levé de Mycobacterium tuberculosis rend 1’ADN
plus difficile a dénaturer. Ce solvant nous a permis de préparer la sonde avec succes.

Aprés purification, la sonde se conserve a -20°C, aliquotée afin d’éviter les
congélations/décongélations, et non marquée, ce qui augmente sa stabilité. Nous avons pu
observer que dans ces conditions la sonde se conserve 6 mois. Le marquage de la sonde se fait
extemporanément.

Apres transfert des fragments d’ADN, la membrane est préhybridée avec du tampon
d’hybridation afin de la saturer et d’éviter les hybridations non spécifiques. L hybridation se
déroule ensuite dans un four, a une température n’excédant pas 42°C pour ne pas dégrader la
sonde, dans un mouvement de rotation régulier assurant un bon contact entre la membrane et

le tampon contenant la sonde.

La phase de révélation se pratique dans le noir complet car les films sont trés sensibles, ce qui
nécessite une certaine organisation. En effet, nous nous sommes apergus qu’une ampoule
inactinique ou le moindre voyant lumineux présent dans la piéce (étuve, congélateur...)
suffisait a voiler le film. Nous utilisons simplement une ampoule inactinique rouge au

moment de la préparation du réactif de révélation, afin de mesurer les volumes dans une
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éprouvette. Ensuite, il est important que ce réactif de révélation recouvre toute la membrane,
nous optimisons ce contact par une agitation lente. Avant de se placer dans le noir, il faut
repérer le c6té marqué de la membrane pour la disposer correctement dans la cassette, au
contact du film. En ce qui concerne la durée du contact, nous laissons un premier film pendant
une heure et nous en plagons un deuxieme immédiatement apres, pendant la révélation du
premier ; nous pouvons ainsi adapter la durée de contact pour avoir un film le plus lisible

possible.

Les résultats sont considérés comme valides lorsque chacune des étapes s’est déroulée avec
succes et que sur le film obtenu nous pouvons observer des bandes distinctes et bien visibles
(28). L’IS67110-RFLP est une technique peu discriminante lorsque les souches de
Mycobacterium tuberculosis possédent peu de copies d’IS61710, en pratique moins de 5 copies
(27). Dans ce cas, une technique complémentaire de typage est nécessaire (123). Parmi les
souches que nous avons étudiées, aucune n’entrait dans cette catégorie et nous avons donc pu
typer toutes les souches dont nous disposions. Lors des premiéres étapes, une électrophorese
de contrdle permet de vérifier que I’extraction de I’ ADN, sa purification ainsi que la digestion
enzymatique se sont bien déroulées. L’observation du bon déroulement des étapes suivantes a
lieu au moment de la révélation : en cas d’hybridation non homogeéne ou d’autres problémes,
il est possible de réhybrider la membrane. Nous avons d{i recourir & une réhybridation de
membrane suite a ’utilisation d’une sonde donnant un signal trop faible. En revanche, si les
profils ne sont pas lisibles parce que la quantit¢ d’ADN est trop faible, il faut reprendre
P’ensemble des étapes depuis la culture et ’extraction d’ADN, ce qui occasionne une perte de
temps considérable. Il est donc important d’avoir suffisamment d’ADN dés le début de la

manipulation.

Parmi les 35 souches cliniques étudiées, 26 clones ont été identifiés, chacun regroupant une
ou deux souches. Nous n’avons pas mis en évidence de clones de taille plus importante au
cours de notre étude. Le but de cette étude était de mettre au point la technique. Actuellement,

elle peut étre utilisée sur ’ensemble des souches de Mycobacterium tuberculosis au

laboratoire.

La premiére série de manipulations a été réalisée afin de mettre au point la technique, en

utilisant les souches de Mycobacterium tuberculosis disponibles, ¢’est-a-dire pour lesquelles
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la culture sur milieu de Loewenstein-Jensen était suffisamment abondante. Nous n’avons
donc effectué aucune sélection concernant les premieres souches & tester: il apparait
clairement que les souches n° 1 a 12 ont des bandes bien visibles mais que les profils observés
ne sont pas apparentés. Cette série nous a néanmoins permis de déterminer les conditions
opératoires optimales et d’effectuer quelques ajustements pas rapport aux données de la
littérature (108). Lors des séries suivantes, nous avons sélectionné des souches pour lesquelles
nous suspections un lien épidémiologique. Nous avons juxtaposé ces souches, ce qui facilite
la lecture et I’interprétation des résultats. Lorsque 2 souches situées sur des films différents
semblent apparentées, la meilleure solution consiste a les passer sur un méme gel, I’'une a coté

de Pautre.

La souche 23 correspond a la souche de référence Mt14323, elle est surtout utile en tant
qu’étalon interne lorsque 1’on veut comparer des souches sur différents films ou établir une
base de données. Nous I’avons intégrée dans une de nos séries.

Parmi les souches que nous avons étudiées, nous avons mis en évidence 3 contextes pour

lesquels le typage moléculaire en général et ’IS6110-RFLP ont une utilité incontestable :

1. Lien familial

La survenue de plusieurs cas de tuberculose dans une méme famille fait

immédiatement suspecter un lien entre les cas.

Les souches 15 et 16 ont été isolées chez un couple dont la femme est infirmicre. Les
deux profils sont rigoureusement identiques, ce qui confirme la contamination d’un des sujets
par son conjoint. De par sa profession, la femme était exposée a un risque de tuberculose plus
important et il est vraisemblable qu’elle se soit contaminée sur son lieu de travail avant de
transmettre la bactérie a son mari. Cependant, ce dernier a développé des symptémes de
tuberculose avant son épouse mais comme nous I’avons vu précédemment des facteurs
individuels entrent en ligne de compte. Nous pouvons donc en déduire que les 2 cas sont liés
mais nous ne pouvons pas affirmer qu’il s’agit d’une contamination professionnelle : d’une
part nous ne disposons pas de données concernant d’éventuels cas de tuberculose survenus
dans le service ou travaille cette personne, et d’autre part son conjoint a pu contracter la

maladie dans un espace confiné, les transports en commun...

99



Nous avons également comparé les souches 17 et 18 isolées chez une mére et sa fille

et les profils sont identiques.

Dans ces deux derniers cas, la RFLP vient confirmer une forte suspicion de relation entre les
cas du fait du lien familial et du contact étroit qui existe entre ces personnes. Ces cas
familiaux confirment le fait que vivre sous le méme toit augmente le risque de transmission de

tuberculose.

Les souches 19 et 20 concernent deux cousins et les profils observés sont également
identiques. Il s’agit ici d’un contact familial a priori moins étroit. Cependant, ces 2 cousins
sont des réfugiés politiques kosovars récemment arrivés en France et il est probable qu’ils

soient venus ensemble ou aient vécu sous le méme toit.

La souche 21 a été isolée chez un homme et la souche 22 a été isolée chez sa femme :
le nombre de bandes differe (8/13) et leurs positions sont radicalement différentes. Aucun lien
n’existe entre ces deux souches. Chacun de ces sujets a pu se contaminer de son coté ou il
peut également s’agir pour [’un et/ou ’autre d’une réactivation. Dans ce cas, la RFLP montre

I’absence de lien entre deux cas que I’on pensait apparentés.

2. Lien professionnel

La souche 32 correspond a une tuberculose observée chez un membre du personnel
soignant exercant son activité dans un service d’endoscopie, service considéré a haut risque
en ce qui concerne la transmission de la tuberculose. Il est donc plausible que ce membre du
personnel se soit contaminé a I’hdpital. Les souches 24, 25, 26, 31, 35 et 36 correspondent a
des patients qui sont passés dans le service d’endoscopie en question.

Il n’a pas été possible de prouver un lien entre ce membre du personnel et un patient, ni entre

les patients.
Cependant, cette liste de patients n’est pas exhaustive et ne concerne que les malades

diagnostiqués au CHU dans une période de quelques mois située au moment ou une

contamination semble pouvoir avoir eu lieu. Il se peut tout a fait que ce membre du personnel
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soignant se soit contaminé ailleurs qu’a I’hdpital ou surtout que la primo infection date de
plusieurs mois ou années. Il est difficile de connaitre la date de contamination, la tuberculose
maladie pouvant survenir lors d’une baisse de I’immunité.

Cette étude est faite a posteriori, ce qui ne permet pas d’élargir les recherches ; il aurait été
intéressant d’établir un screening plus large et de disposer de I’outil qu’est la RFLP au

moment ou se sont déroulés ces événements.

3. Chez un méme patient

Les souches 13 et 14 ont été isolées d’expectorations chez un méme patient,
respectivement en 2000 et 2002. Nous pouvons observer que chacune de ces souches possede
10 copies d’IS6110 et que les bandes sont positionnées au méme endroit ; ceci nous permet de
conclure a une réactivation d’une souche endogeéne chez ce malade, 2 ans aprés un premier

épisode, et non a une réinfection par une souche différente.

De méme, les souches 29 et 30 ont été isolées chez un méme patient deux années
successives. Les 2 profils sont identiques et correspondent a une réactivation endogéne.
Cependant, I’intensité des bandes correspondant au profil 29 est un peu faible et une ou deux

bandes sont moins visibles.

Les deux profils suivants correspondent a un méme patient, la souche 27 ayant été
isolée en 2003 et la souche 28 en 2004. Nous pouvons observer une bande supplémentaire
pour la souche 28 ; a part cette différence, les autres bandes sont situées aux mémes endroits.
Concernant ’interprétation des profils de RFLP dans la littérature, des profils rigoureusement
idéntiques ou ne différant que par une seule bande sont considérés apparentés, surtout si un
autre lien existe (20). C’est le cas ici puisqu’il s’agit du méme patient. Il a d@i se produire une
transposition affectant une copie de 1’'1S67/0 durant I’année qui s’est écoulée entre les deux

prélévements, ce qui est fort probable puisque les transpositions ne sont pas rares.

La souche 25 a été isolée d’une expectoration chez une patiente et la souche 26
provient d’un abces chez cette méme patiente 4 mois plus tard : les 2 profils correspondent
bien a une méme souche. Ce cas correspond a une tuberculose pulmonaire avec

dissémination, situation que nous avons décrite précédemment.
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La souche 33 a été isolée dans I’urine d’un patient et la souche 34 dans une
expectoration chez ce méme patient. On observe une bande surnuméraire pour la souche 34
mais les autres bandes sont identiques. Ce patient présente a la fois une tuberculose

pulmonaire et une tuberculose urinaire.

Parmi les souches étudiées, nous avons mis en évidence des cas de réactivation mais
pas de cas de réinfection. Nous sommes dans une zone géographique ou le taux de
transmission de tuberculose est plutdt faible, il est donc logique que les réactivations soient
plus fréquentes que les réinfections par des souches différentes. Ces données sont confirmées

dans la littérature (64).

L’utilisation de I'[S67//0-RFLP au laboratoire nous a permis de typer toutes les
souches que nous désirions étudier dans un premier temps, aucune ne possédait moins de 5
copies d’ IS6/170. Cette technique nous permet désormais de comparer un plus grand nombre

de souches de Mycobacterium tuberculosis
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CONCLUSION
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Mycobacterium tuberculosis est un agent pathogéne redoutable, responsable chaque année
d’un taux de morbibité et de mortalité €levés. Ses caractéres bactériologiques et de résistance
nécessitent des traitements longs. Il est donc important de pouvoir mieux connaitre cette
bactérie et le séquencage de son génome ouvre de nouvelles perspectives en terme de
compréhension de la maladie, de démarche diagnostique, d’épidémiologie et de typage des

souches.

Notre travail consistait & développer au laboratoire une technique de typage moléculaire de
Mycobacterium tuberculosis, afin de pouvoir comparer les souches isolées au CHU. Notre
choix s’est porté sur la technique de RFLP basée sur I’'IS6710 car cette technique est la plus
discriminante parmi celles qui se sont développées ces derniéres années. Cette technique est
pratiquée dans de nombreux laboratoires.De plus, cette technique a été standardisée afin de
pouvoir comparer les résultats de différents laboratoires et constitue toujours a I’heure

actuelle la technique de référence.

Les souches que nous avons étudiées nous ont permis d’identifier différents clusters. Les
souches apparentées correspondent souvent a une transmission familiale, liée a un contact
étroit entre les patients. Cette technique fait également la distinction entre une réinfection et
une réactivation chez un méme patient. Elle permet par ailleurs d’identifier des
contaminations de laboratoire, des micro épidémies survenant dans des communautés mais
aussi des cas de transmission nosocomiale de tuberculose, méme si nous n’avons pas eu de

cas de ce genre au sein de notre étude.

1’IS6110-RFLP est un puissant outil épidémiologique qui nous a permis de typer toutes les
souches étudiées et d’établir des liens entre certaines d’entre elles. Par ailleurs, les souches
que nous avons regroupées présentaient des profils rigoureusement identiques ou une bande
de différence seulement. Nous n’avons pas ét¢ confrontés a des souches suspectées
apparentées pour lesquelles deux bandes ou plus différaient ; nous n’avons donc pas eu besoin

d’une technique complémentaire de typage (20).

L’IS6110-RFLP peut désormais étre utilisée en routine au laboratoire et permet ainsi de typer

I’ensemble des souches isolées au CHU, voire dans la région.
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EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE DE LA TUBERCULOSE :
ETUDE DES SOUCHES DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
PAR LA TECHNIQUE IS6/10-RFLP

Thése soutenue le 28 Juin 2005

Par Carole DESCHASEAUX ép LEBEL

RESUME

L’épidémiologie actuelle de la tuberculose indique que cette pathologie est encore bien présente,
notamment dans les pays en voie de développement. Le typage moléculaire des souches de
Mycobacterium tuberculosis apporte de nombreux renseignements et joue un role primordial dans la
lutte contre la tuberculose ; il compléte les enquétes épidémiologiques classiques. Différents
marqueurs peuvent étre utilisés comme cibles. Ces techniques de biologie moléculaire permettent
d’établir des liens entre les souches cliniques isolées chez différents patients, de mieux comprendre la
part réelle de la transmission active de la tuberculose par rapport au phénoméne de réactivation, de
mettre en ¢vidence des infections nosocomiales ou encore des contaminations de laboratoire. Parmi
les différentes techniques disponibles a ce jour, L’IS6770-RFLP est la méthode de référence. De plus,
elle est standardisée et constitue la technique la plus discriminante.

L’IS6110-RFLP est basée sur la présence d’une séquence d’insertion en nombres et en positions
variables. Apres extraction de I’ADN bactérien, celui-ci est digéré par une enzyme qui clive le
génome au niveau des séquences 1S6770. Les fragments ainsi générés sont séparés puis transférés par
Southern Blot sur une membrane ou ils sont hybridés a I’aide d’une sonde marquée a la peroxydase
qui reconnait une partie de la séquence 1S6/70. Apres révélation des films obtenus, les profils des
souches sont observés sous forme de bandes, leur nombre et leurs positions sont caractéristiques. Les
profils sont comparés et des clusters correspondant a des souches apparentées sont établis.

Nous avons étudiées des souches isolées au CHU et nous avons pu établir I’existence de liens
notamment familiaux : plusieurs membres d’une méme famille présentaient des profils identiques.
Nous avons également observé des cas de réactivation d’une souche endogene chez des patients qui
présentaient deux épisodes de tuberculose a plusieurs années d’intervalle. Chez d’autres patients, la
méme souche de Mycobacterium tuberculosis était présente au niveau de différents organes. Cette
technique un peu lourde a mettre en ceuvre nous a permis d’étudier toutes les souches dont nous
disposions, elle peut désormais étre utilisée au quotidien au laboratoire.
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