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OUTILS POUR LE DIAGNOSTIC ET LE TRAITEMENT

Identification

L’identiﬁcation des mycobactéries obtenues en culture
pure repose classiquement sur 1’étude des caracteres cul-
turaux (temps de croissance, motphologie et pigmentation des
colonies) et biochimiques. Trois épreuves biochimiques
simples (Grosset et Coll, 1990 ; Nolte et Metchok, 1995) per-
mettent de faire la distinction entre bacilles du complexe
tuberculosis et mycobactéries non tuberculeuses (MNT) dites
«atypiques» : la recherche de I’activité catalasique apres
chauffage pendant 20 min a 68°C, le niacine-test et 1’étude
de la sensibilité a I’acide para-amino-salicylique (PAS).

D’espece M. tuberculosis, principale responsable de
la TB maladie humaine (Starke et Heifets, 1997 ; Shinnick
et Good, 1994 ; Portaels, 1995) est aérobie strict et donne en
21 a 28 jours, sur milieu de Lowenstein-Jensen, de grosses
colonies en «chou-fleur», de teinte creme beige, a surface
seche et rugueuse. Naturellement sensible a 1’isoniazide, le
bacille tuberculeux (BT) a une activité catalasique thermo-
labile (apres chauffage pendant 20 min a 68°C) et une acti-
vité nitrate réductase. Il est naturellement résistant a 1’hy-
drazide de I’acide thiophene carboxylique (TCH) et
naturellement sensible au PAS (Grosset et Coll, 1990). En cas
de résistance a haut niveau a 1’isoniazide, I’activité catala-
sique est réduite voire méme absente. Dans tous les cas, M.
tuberculosis accumule 1’ acide nicotinique ou niacine qui peut
étre révélé par 1I’épreuve de Konno (niacine-test ) (Konno,
1956).

L’espece M. bovis est micro aérophile et donne sur
milieu de Lowenstein-Jensen de petites colonies non pig-
mentées, lisses et brillantes qui ne dépassent pas la taille
d’une téte d’épingle sauf si le milieu de culture est enrichi
de pyruvate de sodium (Grosset et Coll, 1990). Elles n’ap-
paraissent jamais avant un mois a 1’isolement mais, apres
repiquage, la croissance peut étre plus rapide et les colonies
peuvent devenir rugueuses, bien développées et simuler celles
de M. tuberculosis.M. bovis est sensible au TCH, ne possede
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pas de nitrate réductase et n’accumule pas suffisamment de
niacine pour donner un niacine-test positif. M. africanum
donne des colonies dysgoniques, plates avec un bourgeon
central, rugueuses et de teinte mate, qui se développent plus
rapidement et en plus grande quantité en présence de pyru-
vate de sodium. L’aspect des colonies et les caracteres bio-
chimiques de M. africanum different selon I’ origine géo-
graphique de la souche isolée (Grosset, 1990).

Au sein des MNT, I'identification de 1’espece par
moyens traditionnels est longue et fastidieuse (vitesse de
croissance, pigmentation, caracteres biochimiques...).

On remplace maintenant, lorsque ’on en a les
moyens, les épreuves biochimiques par I’hybridation avec des
sondes génomiques complémentaires de séquences d’ ARN
ribosomique, spécifiques de certaines mycobactéries, notam-
ment de celles du complexe tuberculosis. Les sondes
Accuprbe (Gen Probe), couplées a un marqueur non radio-
actif, I’ester d’acridinium, permettent d’identifier en moins
de 2 heures les bacilles du complexe tuberculosis obtenus en
culture pure sur milieu solide ou en milieu liquide. Leur sen-
sibilité et leur spécificité, pro ches de 100 %, en font un outil
fiable d’identification (Goto et Coll, 1991 ; Lebrun er Coll,
1992). Elles ne permettent pas de différencier les quatre
especes d’intérét clinique du complexe tuberculosis : M.
tuberculosis,M. bovis,M. bovis BCG et M. afri c a num. Pour
y parvenir, il faut étudier les caracteres culturaux, biochi-
miques et de sensibilité¢ au TCH et a la cyclosérine, voire ’ab-
sence de pouvoir pathogene pour le cobaye de M. bovis var.
BCG (Grosset et Coll, 1990 ; Nolte et Metchok, 1995).

Une méthode génétique, basée sur la mise en évidence
de différences dans le gene gyrB entre les especes du com-
plexe tuberculosis, a été tres récemment commercialisée.
Depuis peu, trois nouvelles trousses pour 1’identification
moléculaire des mycobactéries ont été commercialisées.
Toutes trois sont basées sur I’amplification de I’ ADN et I’hy-
bridation avec des sondes spécifiques fixées sur bandelette,
révélée par colorimétrie :

- INNO-LIPA MYCOBACTERIA v2 (Innogenetics),
dont la cible est I’espacel6s-23s de I’ARN, et qui permet
d’identifier 16 especes ;

- GENOTYPE MYCOBACTERIUM (Hain
Lifescience), dont la cible est I’ARNr 23s, et qui permet
d’identifier 13 especes ;

- GENOTYPE MTBC (Hain Lifescience), basé sur
une PCR multiplex dont les cibles sont le géne ARNr 23s
(Mtb complex), la région RD1 (M. bovis) et le gene gyrB
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(autres especes du complexe Mtb : M. tuberculosis,M. afri -
camum, M. Canetti). Ces outils moléculaires dont le cofit est
élevé, sont complémentaires du systeéme Accuprobe cité ci-
dessus, et seront précieux pour les laboratoires qui ont une
forte activité de mycobactériologie.

Test de sensibilité aux antibiotiques ou antibio-
grammes

La méthode de référence, la plus couamment
employée, pour mesurer la sensibilité aux antibiotiques est
la méthode des proportions qui permet de déterminer la pro-
porttion de bacilles résistants a chaque antibiotique dans une
population bacillaire donnée (Canetti et Coll, 1963). Les
souches de M. tuberculosis qui n’ont jamais été en contact
avec des antibiotiques antituberculeux contiennent une faible
proportion de bacilles spontanément résistants ou mutants
résistants (environ 1 bacille résistant pour 10° a 107 bacilles
sensibles selon I’antibiotique) a chacun des antibiotiques. En
raison de I’indépendance des mutations, les mutants résistant
a un antibiotique restent sensibles aux autres antibiotiques.
C’est pour éviter de sélectionner ces mutants que le traite-
ment de la tuberculose repose sur une association de plusieurs
antibiotiques, chacun d’entre eux agissant sur les mutants
résistant aux autres.

* Méthode des proportions sur milieu solide

La méthode des proportions est habituellement
effectuée sur milieu de culture solide, le plus souvent sur le
milieu de Lowenstein-Jensen (Grosset et Coll, 1990) mais
aussi sur les milieux gélosés 7H10 ou 7H11 (Inderlied et
Salfinger, 1995). L’ensemencementde plusieurs dilutions de
la suspension bacillaire a étudier sur des milieux de culture
avec antibiotique et des milieux sans antibiotique (témoins)
permet de déterminer le nombre de bacilles ensemencés et
la proportion d’entre eux qui sont résistants aux antibiotiques.
La souche de M. tuberculosis est déclarée résistante lorsque
la proportion des bacilles résistants est égale ou supérieure
a 1 % pour I’isoniazide, la rifampicine, la streptomycine, le
PAS et 1’éthambutol et lorsqu’elle est supérieurea 10 % pour
les autres antibiotiques antituberculeux. La méthode des pro-
portions donne de bons résultats avec la majorité des anti-
biotiques a I’exception du pyrazinamide (Grosset et Coll,
1990 ; Cutler et Coll, 1997). En effet, cet antibiotique n’étant
actif qu’a pH 5,5 et la croissance de M. tuberculosis a ce pH
étant faible et irréguliere (1 a 10 % seulement des colonies
poussent a pH 5,5), I’interprétation des résultats de I’anti-
biogramme au pyrazinamide est toujours délicate.

Les résultats de 1’antibiogramme sont obtenus apres
3 a 6 semaines d’incubation, délai nécessaire au développe-
ment des colonies de bacilles tuberculeux. Lorsque 1’ anti-
biogramme est effectué & partir des colonies de la primo cul-
ture (antibiogramme « indirect «), ils sont donc obtenus 2 a
3 mois apres la mise en culture du prélévement. Lorsque
I’examen microscopique du prélevement révele une quantité
suffisante de bacilles (au moins 1 par champ), on peut faire
un antibiogramme « direct « (Grosset et Coll, 1990 ; Inderlied
et Salfinger, 1995). Pour cela, le prélevement est homogé-
néisé, décontaminé et des dilutions sont ensemencées dire c-
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tement sur des tubes de milieu de culture avec et sans anti-
biotiques. Les résultats de 1’antibiogramme sont alors dis-
ponibles en méme temps que ceux de la primo culture, c’est-
a-dire en 3 a 6 semaines.

L’antibiogramme est particulierement important
pour mener a bien le traitement lorsque les malades rechu-
tent ou lorsque les cultures sont encore positives apres 4 mois
de traitement (échec thérapeutique). Dans ce cas, en plus de
la sensibilité aux antituberculeux de 1°¢ ligne, il faut aussi
éprouver la sensibilité aux antituberculeux de 2¢ligne, ce qui
est tres difficile depuis que le matériel prét a I’emploi n’est
plus commercialisé en France. Seules des équipes tres spé-
cialisées sont 2 méme de préparer les milieux adéquats et
d’interpréter les résultats.

* Antibiogramme en milieu liquide

Il est possible d’apprécier la proportion de mutants
résistants en utilisant le systeme Bactec 460 TB, en mesu-
rant la quantité de CO, marqué produite dans des flacons de
milieu 12B additionnés d’antibiotiques et dans des flacons
sans antibiotique (témoins) qui ont été ensemencés avec 100
fois moins de bactéries que les flacons avec antibiotiques
(Nolte et Metchok, 1995). Si la production de CO, marqué
dans les flacons avec antibiotique est au moins égale a celle
de CO, marqué dans les flacons témoins ensemencés avec
100 fois moins de bacilles, c’est qu’au moins 1 % des bacilles
sont résistants a I’antibiotique considéré. Cette méthode per-
met de déterminer avec fiabilité la sensibilité a I’isoniazide,
a la rifampicine, a la streptomycine et a I’éthambutol en 5 a
10 jours apres la primo culture (Inderlied et Salfinger, 1995).
Elle permet aussi de déterminer la sensibilité au pyrazinamide
(Ptyfter et Coll, 1999a). 11 est possible de procéder avec le
systeme Bactec 460, comme sur milieu solide, a un antibio-
gramme direct si le produit pathologique est suffisamment
riche en bacilles mais, malgré I’addition du cocktail d’anti-
biotiques, le risque de contamination des tubes est élevé.

Le milieu MGIT, le Bactec 960 system, le MB/BacT
system et I’ESP II System ont été proposés pour faire I’an-
tibiogramme de M. tuberculosis. Ils sont en cours d’évalua-
tion (Heifets et Cagelosi, 1999 ; Walters et Hanna, 1996 ;
Palomino et Coll, 1999 ; Bergmann et Woods, 1997 ; Almeida
et Coll, 1999 ; Middleton er Coll, 1999 ; Ebrahimzadeh et
Coll,1999). Les résultats sont disponibles 5 a 10 jours apres
la primo culture et, de maniere générale, de bonne qualité
pour I’isoniazide et la rifampicine.

Tests de résistance aux antibiotiques par biologie
moléculaire

Les genes codant la cible des principaux antibiotiques
ainsi que la plupart des mutations responsables de la résis-
tance ont été identifiés chez M. tuberculosis (Ramaswa ny et
Coll, 1998). Lorsque les mutations en cause sont localisées
sur de courtes séquences nucléotidiques de ces genes, elles
peuvent étre détectées apres amplification de ces séquences.
La détection de la mutation peut alors étre faite par séquen-
¢ age de la séquence amplifiée, ce qui en pratique est réserv é
a des laborat oiresspécialisés. On s’est donc effo rcé de mettre
au point des techniques a la fois plus simples et plus rapides.
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La technique LIPA (« Line probe assay ») consiste a ampli-
fier 1a séquence nucléotidique susceptible d’étre mutée puis
a I’hybrider, d’une part, avec des sondes spécifiques de sa
conform ation normale (témoins «sensibles ») et, d’autre part,
avec des sondes spécifiques des principales mutations ponc-
tuelles connues. Les sondes sont fixées sur une bandelette.
La révélation des hybrides est enzymatique et se traduit par
une réaction colorée. Les résultats sont obtenus en 24 heure s
(De Beenhouwer et Coll, 1995). La technique est commer-
cialisée sous la forme d’un coffret prét a I’emploi pour la
détection de la résistance & la ri fampicine (InnoLipa RifTB,
InnoGennetics) qui résulte de mutations groupées dans une
région bien délimitée du gene rpol3. Les résultats sont fiables
(De Beenhouwer et Coll, 1995 ; Cooksey et Coll, 1997) d’au-
tant plus qu’il est possible de 1’appliquer directement aux pré-
levements riches en bacilles. Onéreuse et délicate, la tech-
nique LIPA est effectuée par des laboraoires entrainés ou elle
est habituellement réservée aux malades suspects de multi-
résistance.

Lorsque les mutations impliquées dans la résistance
sont localisées sur de longues séquences nucléotidiques, voire
sur plusieurs genes, elles ne peuvent etre détectées par simple
amplification et hybridation. C’est le cas pour la résistance
a I’isoniazide et a un moindre degré pour la résistance au
pyrazinamide (Ramaswany et Musser, 1998). Le dévelop-
pement récent de biopuces a ADN permettant I’hybridation
de ’ADN amplifié avec des milliers de sondes greffées sur
une petite surface pourrait constituer dans un proche avenir
un outil intéressant de détection rapide de la résistance de M.
tuberculosis (Troesch et Coll, 1999 ; Sougakoff et Coll,
2004).

Amplification génique

Les tests d’amplification génique (TAG), appliqués au
diagnostic de la tuberculose consistent a amplifier et détec-
ter une séquence nucléique spécifique du complexe M. tuber -
culosis.Ce sont des tests puissants dont le seuil théorique de
sensibilité est d’une molécule d’ADN (ou d’ARN). Ce sont
des tests rapides car ils s’affranchissent du temps de multi-
plication des bacilles et ne reposent que sur des réactions
enzymatiques. Les TAG ont la potentialité d’identifier spé-
cifiquement les bacilles de la tuberculose directement dans
les prélevements a visée diagnostique.

La technique d’amplification initialement employée,
une réaction artisanale de polymérisation en chaine (PCR)
(Brisson-Noél et Coll, 1991) a été remplacée par des
méthodes standardisées utilisant des réactifs préts a I’emploi.
Les méthodes sont :

- soit I’amplification par PCR au sens strict d’une
séquence d’ADN codant des ARN 16S des mycobactéries
(Roche Amplicor Mycobacterium tuberculosis test) ;

- soit la réaction de ligation en chaine (ligase chain
reaction) d’une séquence d’ADN codant la protéine spéci-
fique « Antigene B « (LCx, Abbott ou LCR) ;

- soit I’amplification d’une séquence d’ ARN riboso-
mal via un intermédiaire ADN par une technique isother-
mique basée sur la transcriptase reve rse ou TMA (Amplified
M. tuberculosis direct test ou AMTDT, Gen Probe) ;

- soit enfin I’amplification par déplacement de brin
(BD Probe Tec, Becton Dickinson).

Les TAG requierent du personnel tres qualifié, des
locaux adaptés (organisation en plusieurs zones distinctes)
et la mise en place de controles de qualité interne.

Avec ces méthodes, les résultats sont obtenus rapi-
dement (potentiellement dans les 24 heures si elles sont mises
en oeuvre tous les jours) mais ils sont malheureusement
moins brillants que ce que la théorie laissait espérer. Les TAG
appliqués a la détection de M. tuberculosis dans les préle-
vements respiratoiressont moins perfo rmants que la culture
prise comme méthode de référence (gold standard) (Nolte et
Coll,1993 ; Clarrid geet Coll, 1993 ; Forbes et Hicks, 1993 ;
D’ Amato et Coll, 1995 ; Ausina et Coll, 1997 ; Jonas et Coll,
1993 ; Vuorinen et Coll, 1995 ; Wobeser et Coll, 1996 ;
Bodmer et Coll, 1994 ; Pfyfter et Coll, 1994 et 1999b ;
Jouveshomme et Coll, 1998 ; Ichiyama et Coll, 1997).

La sensibilité des TAG diff e rebeaucoup selon que les
prélevements sont positifs ou négatifs a I’examen micro-
scopique : 95 a 100 % pour les prélevements a examen micro-
scopique positif (riches en bacilles), et 50-70 % pour les pré-
Ievements a examen microscopique négatif (pauvres en
bacilles). La sensibilité a été trouvée nettement inféri eureen
moyenne lorsque les TAG ont été menés en aveugle ou de
maniere prospective (Sarmiento et Coll, 2003). La spécifi-
cité des TAG est, en routine, de 1’ordre de 97 %.

La valeur prédictive positive (VPP) sur la base de ces
sensibilité et spécificité, dépend bien évidemment de la pré-
valence de la TB maladie chez les patients soumis aux TAG :
pres de 100 % en cas d’examen microscopique positif de 1’ex-
pectoration, de 25 a 40 % en cas d’examen microscopique
négatif de I’expectoration (2 a 5 % de cultures positives parmi
les expectorations a examen microscopique négatif) et < 10%
en cas d’examen microscopique négatif d’un liquide de
séreuse comme le liquide céphalorachidien (< 1 % de cul-
ture positive parmi les LCR adressés aux laboratoires).

Les TAG peuvent utilement servir a identifier rapi-
dement les bacilles tuberculeux dans les prélevements a ex a-
men microscopique positif ce qui est particulierement utile
pour les patients a sérologie VIH positive, en particulier au
stade sida, et pour les patients atteints d’affections respira-
toiresch roniques chez lesquels les nycobactérioses peuvent
survenir. C’est d’ailleurs la seule indication d’un diagnostic
par PCR retenue a ce jour par la Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis (Barnes, 1997 ;
Cantanzaro et Davidson, 1997).

Dans I’état actuel des choses, les TAG ne sont pas
recommandés pour le diagnostic positif de 1a TB maladie en
cas d’examen microscopique négatif car :

- un résultat négatif ne permet pas d’exclure le dia-
gnostic de TB maladie;

- la valeur prédictive positive (VPP) est trop faible en
particulier pour les formes extra respiratoires.

En clair, appliquer les TAG a un liquide céphalora-
chidien pour faire le diagnostic de méningite tuberculeuse
expose :

- a ne pas diagnostiquer la moitié des vrais cas
(manque de sensibilité) ;
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- a ce qu’un résultat positif n’ait qu’une chance sur 10
d’€étre un vrai positif.

On ne peut pas prendre de décision thérapeutique
fiable sur la base de tels chiffres.

e Perspectives des TAG

En identifiant les prélevements provenant de
p atients a « forte pro b abilité de TB maladie», il dev rait étre
possible d’augmenter de maniere significative la prévalence
des prélevements contenant M. tuberculosis, et donc la VPP
des TAG. Une étude a effectivement montré que lorsque les
tests d’amplification géniques étaient ciblés sur de tels
patients, la VPP augmentait considérablement
(Jouveshomme et Coll, 1998). La question est de définir ce
qu’est «une forte probabilité de TB maladie ». L’ objectif
visé est d’atteindre une prévalence (« probabilité pré-test»)
de la TB maladie d’au moins 10 % parmi les malades aux-
quels on applique les tests d’amplification génique, ce qui
pemet d’obtenir une VPP d’au moins 70 % et ceci de
maniereréguliere. Un score composite basé surdescriteres
cliniques, radiologiques et épidémiologiques pourrait
remplir cet office. Un tel score reste a construire et a éva-
luer. C’est la seule voie réaliste pour donner un réel inté-
rét décisionnel aux tests d’amplification dans les suspicions
de TB maladie a examen microscopique négatif.

Il n’y a pas a ce jour d’outil moléculaire fiable et prét
a I’emploi pour le diagnostic des infections a MNT. Des éva-
luations sont en cours pour I’identification de M. leprae et
M. ulcerans dans des lésions ot I’on voit des bacilles a 1’exa-
men microscopique.

OUTILS POUR L’EPIDEMIOLOGIE

La tragabilité des cas de TB maladie a longtemps été
basée sur la description des cas, 1’ appréciation de leur conta-
giosité (positivité de I’examen micoscopique), le dépistage
des individus présentant une TB maladie ou une TB infec-
tion dans I’entourage des cas, en particulier par des tests
tuberculiniques, en tenant compte de 1’histoire naturelle de
la maladie (délais entre contagion, virage des tests tubercu-
liniques et maladie). L’utilisation de marqueurs phénoty-
piques tels le lysotype et le profil de résistance aux antitu-
berculeux a pu étre utile dans certaines situations pour repérer
des souches de comportement similaire évoquant un lien épi-
démiologique. Le faible pouvoir discriminant de ces mar-
queurs a motivé la mise au point de plusieurs techniques
génotypiques pour M. tuberculosis. Ces techniques ont pour
but de comparer des souches sur la base de leur génome
(empreinte digitale génomique) et non plus de leurs carac-
teres phénotypiques pour en établir la similitude. Le but est
de contribuer a I’étude de la transmission de la TB maladie
dans les institutions (hdpitaux, prisons, foyers pour personnes
sans domicile fixe....), et dans la communauté, en complé-
ment des méthodes épidémiologiques traditionnelles
(recherche de contacts entre les malades) qui restent indis-
pensables.
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Méthodes

L’analyge par Restriction Length Fragment
Polymorphism (RFLP) est la méthode la plus utilisée. Elle
consiste & déterminer le nombre et la taille des fragments de res-
triction obtenus a partir de I’ ADN chromosomique qui sont por-
teurs de séquences d’insertion répétées IS6110 spécifiques du
complexe M. tuberculosis. En effet, les séquences d’insertion
répétées IS6110 sont en nombre et localisation vari ables selon
les souches. Cette analyse est une méthode longue et délicate
en raison des multiples étapes qu’elle implique : extraction de
I’ ADN, digestion, électrophorese, transfert sur membrane,
hybrdation et révélation. Certaines souches ont un nombre
limité de séquences IS6110 et, par conséquent, les résultats ne
peuvent étre interprétés (Yuen et Coll, 1993 ; Das et Coll, 1995).
Néanmoins, 1’analyse RFLP a I’aide des séquences d’insertion
IS6110 reste a ce jour la méthode de référence dans les études
épidémiologques de la TB maladie. Grace a la standardisation
de cette méthode se sont constituées des banques internationales
de profils d’hybridation ce qui permet de rep érer la diffusion
de certains clones dans la populaion.

Des méthodes plus rapides, basées sur I’amplification
par PCR de régions de I’ADN du génome de M. tuberculo -
sis, ont été proposées. Les plus connues sont basées sur I’am-
plification de régions connues de I’ ADN :

- régions «direct repeat ou DR » dans lesquelles il y
a un nombre variable (maximum 49) de fragments d’ADN
intercalés («spacer») entre des séquences répétées (spoli-
gotyping pour spacer oligonucleotide typing) ;

- douze régions dans lesquelles il y a un nombre
variable de fragments répétés de 52 a 77 nucléotides (MIRU-
VNTR pour Variable-Number Tandem Repeats of
Mycobacteral Interspersed Repetitive Units) (Mazars et Coll,
2001 ; Van Soolingen et Coll, 1993 ; Ross et Coll, 1992 ;
Sahadevan er Coll, 1995 ; Friedman et Coll, 1995).
L’inconvénient de ces méthodes d’amplification est le risque
de contamination de I’ADN de M. tuberculosis par de I’ ADN
étranger, ce qui peut géner considérablement I’interprétation
des profils. De plus, ces méthodes, sauf peut-étre le MIRU-
VNRT, sont globalement moins discriminantes que la RFLP.

L’analyse par RFLP a été largement utilisée lors d’épi-
démies de TB maladie nosocomiale (Coronado et Coll, 1993 ;
Pearson et Coll, 1992 ; Beck-Sague et Coll, 1992), pour éta-
blir la distribution géographique de souches de M. tubercu -
losis (Mazars et Coll, 2001 ; Van Soolingen et Coll, 1995 ;
Hermans et Coll, 1995), pour dépister ou confirmer des cas
de transmission comnunautaire de TB maladie (Tabet et Coll,
1994 ; Kline et Coll, 1995), et pour distinguer une réactiva-
tion endogene (reprise d’une ancienne TB infection) d’une
réinfedion ex ogene (récidive avec une nouvelle souche) chez
une personne faisant des épisodes successifs de TB maladie
(Small et Coll, 1993 ; Godfrey-Faussett et Coll, 1994).

Applications

e Etude d’une contamination croisée au laboratoire

L’analyse par RFLP est utile pour prouver les conta-
minations croisées au laboratoire, qui sont en général la
conséquence de manipulations successives d’un prélevement
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tres riche en bacilles, par exemple d’une expectoration tres
positive a I’examen microscopique, puis de prélevements
négatifs (Wurtz et Coll, 1996). Ces contaminations sont sus-
pectées lorsque la positivité de la culture d’un préleévement
n’est pas en adéquation avec I’histoire du malade apres
confrontation microbio-clinique, confrontation qui doit
étre la regle pour tout diagnostic microbiologique positif de
TB maladie.

* Etude des souches de bacilles tuberculeux suc -
cessivement isolées chez un méme malade faisant plu -
sieurs épisodes de tuberculose

Par I’analyse RFLP, il est possible de distinguer une
réactivation endogene (reprise d’une ancienne TB maladie
avec une souche identique a celle du premier épisode) d’une
réinfection exogene (récidive avec une nouvelle souche) ce
qui peut étre utile lorsque les souches ne sont pas manifes-
tement différentes sur la base de criteres évidents (profil de
résistance par exemple) (Small et Coll, 1993 ; Lemaitre et
Coll, 1996a ; Van Rie, 1999 ; Fitzpatrick et Coll, 2002 ;
Kruuner et Coll, 2002). A partir des études publiées on peut
schématiquement opposer deux types de situations. Dans les
situations ou 1’incidence de la TB maladie est faibl e, les réin-
fections sont tres rares chez les sujets immunocompétents,
mais peuvent survenir chez les immunodéprimés (VIH+). En
revanche, dans les situations ou 1’incidence de la TB mala-
die est élevée, les réinfections ne sont pas rares.

e Etude de la transmission de la tuberculose dans
des communautés fermées

D’analyse par RFLP a été tres largement utilisée lors
des épidémies nosocomiales de TB maladie multirésistante
décrites aux Etats-Unis et en France (Coronado et Coll, 1993
Pearson et Coll, 1992 ; Beck-Sague et Coll, 1992, Lemaitre
et Coll, 1996b ; Bouvet et Coll, 1993). Au cours de ces épi-
démies, cette analyse a été utilisée pour confirmer le lien entre
des cas déja reliés sur des arguments épidémiologiques ou
sur des caracteresremarquables, comme un phénotype inha-
bituel de résistance aux antituberculeux. Elle a également per-
mis de démontrer la transmission de la tuberculose dans les
foyers de personnes sans domicile fixe (Lemaitre et Coll,
1998 ; Dwyer et Coll, 1993), de personnes VIH+ (Daley et
Coll, 1992) et dans les prisons (CDC, 1992).

o Etude de la transmission de la tuberculose dans
la population générale

Des enquétes systématiques utilisant I’analyse par
RFLP ont été réalisées pour rechercher de maniere systé-
matique dans une population urbaine des souches de bacilles
tuberculeux génétiquement reliées, c’est-a-dire ayant les
mémes empreintes digitales génomiques (Mazars et Coll,
2001 ; Small et Coll, 1994 ; Alland et Coll, 1994). Dans ces
enquétes, 1’analyse par RFLP trou vesouvent une proportion
bien supérieure de malades «bactériologiquement liés » a
celle des malades que 1’enquéte épidémiologique classique
permet de suspecter comme «épidémiologiquement liés ».
Cette différence s’explique par le fait que pour des cas bac-
tériologiquement liés, le lien épidémiologique peut Etre :

- direct (contaminant/contaminé) mais non trouvé par
une enquéte épidémiologique insuffisante ;

- indirect, a trave rsun ou plusieurs autres cas qui sont
des «chainons manquants » de la chaine de transmission.

Plus I’enquéte systématique sur des souches est res-
treinte dans le temps ou I’espace, plus la probabilité est éle-
vée de ne pas mettre en évidence de lien épidémiologique
(contact) pour des cas dont les souches paraissent identiques.

Les études systématiques en population «entiere»
(ex. : quartiers, villes, départements, voire pays) permettent
aussi de déterminer la proportion des cas de TB maladie qui
sont regroupés en grappes (ou clusters) pour lesquelles les
souches ont des empreintes digitales génomiques identiques.
Cette proportion est réputée étre plutot le reflet de trans-
missions récentes méme si, comme il a été dit plus haut, le
lien épidémiologique entre les cas groupés n’est pas, loin de
14, toujours mis en évidence si I’on mene une enquéte épi-
démiologique classique. Les autres cas, dont chacun cor-
respond a une souche d’empreinte digitale génomique dis-
tincte, sont eux réputés étre plutdt le résultat de réactivations
de TB infections anciennes (Small er Coll, 1994 ; Alland et
Coll, 1994).

Il faut remarquer que si I’on veut étre rigoureux, la
propottion de cas retenws de probable de transmission récente
doit étre calculé en retranchant un cas de chacune des grappes
ou clusters puisque le cas supposé étre le cas index peut étre
considéré comme une réactivation (Small et Coll, 1994). Par
exemple, si I’on a 20 grappes de 2 cas chacune, cela fait 10
cas supposés de transmission récente et 10 cas index de réac-
tivation.

En utilisant cette base de calcul, la proportion de cas
de transmission récente a été de 31 % a San Francisco en
1991-1992 (Small et Coll, 1994), de 27 % dans le Bronx a
New York en 1991-1992 (Alland et Coll, 1994), de 15 % en
Gironde sur 221 cas en 1997-1998 (Texier-Maugein et
Bebear, 2000) et de 13 % dans le Val-de-Marne sur 358 cas
en 1997-1999 (Boucher et Coll, 2000). Dans les deux études
américaines, une enquéte témoin a permis de trouver plu-
sieurs facteurs indépendants associés au caractere groupé :
malades plus jeunes, VIH+, naissance aux Etas-Unis, groupe
hispanique ou noir, revenu médian de la famille moins élevé.

Dans une étude récente (Geng et Coll, 2002) menée
entre 1990 et 1999 dans un quartier nord de New York, ou
s’installent de nombreux émigrants récents (29 000 nouveaux
résidants entre 1990 et 1994, dont 82 % venant de
République Dominicaine), 261 des 546 cas inclus étaient
répartis en 51 grappes (moyenne 5 cas par grappe). Les fac-
teurs indépendants associés au caractere groupé étaient :
malades plus jeunes, naissance aux Etas-Unis, diagnostic fait
avant 1993 et malades sans domicile fixe, VIH+ pour les
malades nés a I’étranger. Fait intéressant, la proportion de cas
groupés a diminué de 63 % en 1993 a 31 % en 1999 dans ce
quartier, alors que le nombre total de cas de TB maladie a
New York était divisé par 3, par suite du programme asso-
ciant traitement standardisé et supervisé, et organisation de
la lutte antituberculeuse.

Des outils ont aussi été développés pour comparer
entre elles des souches de mycobactéres atypiques (ex : élec-
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trophorese en champ pulsé pour M. avium ), mais I’expertise
en est bien moindre que pour M. tuberculosis, car :

- les mycobactérioses sont beaucoup plus rares que la
tuberculose (10 fois plus rares en France) ;

-il n’y a pas de transmission interhumaine des my c o-
bactérioses, et, en conséquence, les empreintes digitales géno-
miques ne sont utiles que pour aider a identifier un éventuel
réservoir extérieur.

En conclusion, en pratique, les outils biologiques
essentiels sur lesquels repose le diagnostic de la TB maladie
et les prises de décision thérapeutiques restent les outils de
bactériologie classique, microscopie et culture. Les outils
moléculaires permettent efficacement d’accélérer I’identifi-
cation des nycobactéries vues a I’examen microscopique ou
isolées en culture, et de comparer les empreintes digitales
génomiques des souches de bacilles tuberculeux, ce qui est
d’un grand intérét épidémiologique.

En revanche, les outils moléculaires ne sont pas, a ce
jour, pertinents pour diagnostiquer les cas de TB maladie a
examen microscopique négatif et a fortior a culture négative.
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