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Outils de dépistage et de diagnostic

Dans ce chapitre sont exposées les caractéristiques des outils biologiques de
dépistage de l'infection tuberculeuse, de diagnostic de la tuberculose maladie
et de tragabilité. Ces outils sont classés en outils utilisés en routine (bactério-
logie classique) et en outils en développement ou dont I'intérét opérationnel
est en évaluation.

Outils actuellement utilisés

Lexamen microscopique et la culture sur des milieux spécifiques restent les
outils biologiques sur lesquels repose le diagnostic aujourd’hui.

Examen microscopique

La probabilité de mettre en évidence des mycobactéries dépend de la qualité
et de la répétition des prélevements ainsi que de leur transport jusqu’au
laboratoire de bactériologie (Grosset et coll.,, 1990 ; Nolte et Metchock,
1995). Lexamen microscopique d'un produit pathologique est I'étape
initiale, et souvent la seule possibilité dans de nombreux pays en développe-
ment, pour effectuer le diagnostic bactériologique de la tuberculose. C’est
pourquoi il est mis en exergue dans les textes de 'OMS.

Pour mettre en évidence les mycobactéries, on utilise leur propriété d’acido-
alcoolo-résistance. Deux méthodes de coloration sont applicables en routine,
la méthode de Ziehl-Neelsen et la méthode fluorescente :

e avec la méthode de Ziehl-Neelsen, les frottis sont colorés par la fuchsine
phéniquée a chaud, puis, aprés décoloration par I'acide et I'alcool, contre-
colorés par le bleu de méthylene. Au microscope optique avec un objectif a
immersion (x 100) les bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) apparaissent
comme des bAtonnets rouges sur fond bleu ;

e avec la méthode fluorescente, oti la fuchsine est remplacée par 'auramine,
et au microscope a fluorescence sous lumiere bleue ou rayonnement UV, les
BAAR apparaissent comme des batonnets jaunes-verts brillants sur fond
sombre. Les frottis colorés par I'auramine peuvent étre examinés avec un
objectif a sec de faible grossissement (x 25), ce qui fait que la surface de

41

ANALYSE



Tuberculose — Place de la vaccination dans la maitrise de la maladie

42

chaque champ microscopique observé est 16fois plus grande qu'a
I'objectif x 100, et que l'examen microscopique est plus rapide et plus
sensible (Grosset et coll., 1990 ; Nolte et Metchock, 1995).

Le résultat de 'examen microscopique est exprimé quantitativement: 1 a 9
BAAR pour 100 champs microscopiques, 10 & 99 pour 100 champs, ou plus
de 100 par champ. Lorsque le nombre total de bacilles observés est inférieur a
10 apres coloration a I'auramine ou a 5 apres coloration 2 la fuchsine, il est
prudent, en raison du risque de confusion entre BAAR et débris cellulaires,
de considérer le résultat comme douteux.

Lorsque le risque de mycobactériose est trés important (malades des pays en
voie de développement ou malades séropositifs pour le VIH), la mise en
évidence de BAAR 2 I'’examen microscopique est généralement considéré
comme synonyme de tuberculose. En revanche, chez les malades atteints de
sida dans les pays ot l'incidence de la tuberculose est faible, la mise en
évidence de BAAR a I'examen microscopique peut correspondre a la tuber-
culose ou a une mycobactériose.

Lexamen microscopique n’est pas trés sensible puisqu’il faut de 5000 a
10 000 bacilles par millilitre de produit pathologique pour que I'on puisse
voir au moins un BAAR sur un frottis avec une probabilité supérieure a 95 %
(Parrot et coll., 1976). La concentration des échantillons et 'examen de
plusieurs échantillons, en général 3 recueillis pendant 3 jours successifs,
améliorent la sensibilité de la technique (Lepeuple et coll., 1970). Lorsque
les frottis sont faits dans de bonnes conditions et lus par des microscopistes
expérimentés, 'examen microscopique est positif pour la moitié des malades
atteints de tuberculose pulmonaire a culture positive, qu'ils soient séropositifs
ou séronégatifs pour le VIH, et pour plus de 20 % des malades séropositifs
pour le VIH atteints de tuberculose extra-pulmonaire a culture positive.

Malgré ses limites, I’examen microscopique est une étape essentielle du
diagnostic de la tuberculose puisqu’il permet de détecter rapidement, en
pratique en moins d’l heure, les malades les plus bacilliferes, donc les plus
contagieux pour leur entourage (Shaw et Wynn-Williams, 1954). Pouvant
étre mis en ceuvre dans les pays les plus démunis, c’est I'examen que recom-
mande en priorité 'OMS pour le diagnostic de la tuberculose chez les
malades symptomatiques (Enarson et coll., 1996).

Culture

La culture est beaucoup plus sensible que I'examen microscopique (Parrot et
coll., 1976 ; Grosset et coll.,, 1990 ; Nolte et Metchock, 1995) et permet
I'identification de la mycobactérie isolée ainsi que la mesure de sa sensibilité
aux antibiotiques. En raison des exigences nutritives et de la croissance lente
des bacilles de la tuberculose, il est nécessaire d’employer des milieux de
culture enrichis et avant de les ensemencer, de débarrasser les prélévements
provenant de cavités ouvertes des microorganismes commensaux dont la
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croissance est rapide et qui risquent de contaminer les milieux de culture

(Grosset et coll., 1990 ; Nolte et Metchock, 1995).

Homogénéisation et décontamination

La décontamination des prélevements repose sur la propriété qu'ont les
mycobactéries de mieux résister a certains antiseptiques que les autres bacté-
ries. Les produits utilisés sont la soude ou un acide dilué. On y adjoint en
général un agent fluidifiant (lauryl-sulfate de sodium ou N-acétyl-L-cystéine)
dont le role est de liquéfier le mucus et donc d’homogénéiser les préleve-
ments, notamment les crachats (Grosset et coll., 1990 ; Nolte et Metchock,

1995).

Bien que plus résistantes aux antiseptiques que les autres bactéries, les myco-
bactéries n’y sont cependant pas insensibles. Le protocole de la décontamina-
tion doit donc étre soigneusement respecté pour réduire les risques de
contamination de la culture sans tuer trop de mycobactéries. Un juste équi-
libre est atteint lorsque le taux des cultures perdues par contamination est
compris entre 2 2 5 % (Grosset et coll., 1990 ; Nolte et Metchock, 1995).
Dans ces conditions, 50 a2 90 % des mycobactéries viables sont cependant
tuées. C’est pourquoi il est nécessaire de prélever, manipuler et ensemencer
dans des conditions de stérilité rigoureuse les prélevements de Iésions
fermées, qui ne sont pas contaminés par des bactéries commensales et qui
sont habituellement paucibacillaires, pour permettre d’échapper a I'étape de
décontamination, ce qui augmente notablement les chances d’isolement de
M. tuberculosis.

Milieux de culture

Le milieu solide a I'ceuf de Lowenstein-Jensen est le milieu de culture le plus
couramment employé dans le monde, en raison de sa grande sensibilité, de
son faible prix de revient et de I'aspect typique qu’y prennent les colonies de
M. tuberculosis. Lors de la primoculture, les colonies de M. tuberculosis s’y
développent en moyenne en 21 a 28 jours et celles de M. bovis et de M.
africanum en plus d’l mois. Il est recommandé de toujours ensemencer
plusieurs tubes de milieu de culture, de les incuber a 35-37 °C, de les
examiner chaque semaine pendant au moins 2 et, si possible, 3 mois avant de
les déclarer négatifs (Grosset et coll., 1990). Le milieu de Léwenstein-Jensen
enrichi de 0,2 a4 0,4 % de pyruvate de sodium favorise la croissance de M.
bovis et de M. africanum. Les milieux de culture gélosés de Middlebrook
(7H10 ou 7H11), tres utilisés aux Etats-Unis, le sont peu ailleurs en raison de
leur cofit élevé et de la nécessité de les incuber en atmosphere enrichie de
5 % de CO,. Examinés a la loupe binoculaire (30 a 60 x), ils permettent de
détecter les colonies en moyenne en 21 jours.

Des I'apparition de colonies constituées de BAAR, ce qui doit étre vérifié par
examen microscopique apres coloration de Ziehl-Neelsen, les cultures sont
déclarées positives. Les résultats sont exprimés quantitativement en nombre
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de colonies par tube (nombre exact si inférieur a 50, entre 50 et 100, 100 a
200, ou plus de 200 colonies) pour pouvoir éventuellement suivre leur évolu-
tion sous traitement.

Pour pallier la lenteur des cultures sur milieux solides, de nouvelles méthodes
ont été mises au point, basées sur l'utilisation d’un milieu liquide dérivant du
milieu 7H9 et d’un artifice pour détecter précocement la croissance. La
respirométrie radiométrique, ou Bactec 460 TB system (Becton Dickinson),
est disponible depuis prés de 20 ans (Siddiqi et coll., 1984). Elle est basée sur
la mesure de CO, marqué par le carbone 14 libéré par les mycobactéries au
cours de leur croissance dans un milieu de culture liquide contenant de
I'acide palmitique marqué comme source unique de carbone. Des quantités
minimes de CO, marqué pouvant étre mesurées, la présence de M. tubercu-
losis est détectée précocement, en moyenne 8 a 14 jours apres mise en culture
selon que les prélevements sont positifs ou non a I'examen microscopique
(Morgan et coll., 1983 ; Roberts et coll., 1983). Lorsque les prélevements
proviennent de cavités ouvertes, ils doivent étre décontaminés avant d’étre
ensemencés dans le milieu de culture auquel il faut alors ajouter un cocktail
d’antibiotiques. La sensibilit¢ de la méthode est au moins égale sinon
meilleure que celle des méthodes utilisant les milieux de culture solides
(Nolte et Metchock, 1995). Toutefois, I'impossibilité d’observer la morpho-
logie des colonies, la difficulté de détection des cultures mixtes de mycobac-
téries, la fréquence des contaminations, le coft élevé, et surtout les difficultés
liées a P'élimination des déchets radioactifs ainsi que le risque de piqfires
accidentelles résultant de 'ensemencement des flacons de culture 2 I'aiguille,

limitent 'emploi du systéme Bactec 460 TB (Nolte et Metchock, 1995).

De nouveaux milieux liquides, non radioactifs, et qui permettent donc de
pallier les inconvénients majeurs du systéme Bactec 460 TB, ont été mis au
point. Les plus connus sont le Mycobacterial growth indicator tube, ou MGIT, le
systtme Bactec 960 (Becton Dickinson), le systtme MB/BacT (Organon
Teknika), 'ESP culture system II (ESPII, Difco) et le systtme MB Redox
(Biotest).

Le signal de la croissance bactérienne est :

e |'apparition d’une fluorescence sous 'effet de la réduction de la tension
d’oxygene avec les systemes MGIT et Bactec 960 ;

¢ la modification de couleur d'une membrane sous leffet du dégagement de
CO, avec le systeme MB/BacT ;

e la variation de pression avec 'ESP culture system 1I ;

e |'apparition de grains colorés sous l'effet de la variation du potentiel redox

avec le tube MB Redox.

Les résultats obtenus avec ces différents systémes non radiométriques sont
intéressants (Casal et coll., 1997 ; Pfyffer et coll., 1997 ; Rohner et coll.,
1997 ; Woods et coll., 1997 ; Brunello et coll., 1999 ; Cambau et coll., 1999 ;
Hanna et coll., 1999 ; Roggenkamp et coll., 1999 ; Somoskovi et Magyar,
1999 ; Tortoli et coll., 1999). Leur sensibilité est 1égerement inférieure a celle
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du systéme Bactec 460 TB mais toujours au moins égale 2 celle des milieux
solides. La présence de M. tuberculosis est détectée, comme avec le systeme
Bactec 460 TB, en moyenne en une semaine (7 4 10 jours) ou 2-3 semaines
(16 2 20 jours) selon que les prélevements sont positifs ou négatifs a 'examen
microscopique. Les systémes Bactec 960, MB/BacT et ESPII sont des
systémes totalement automatisés tandis que les tubes MGIT et MB Redox
sont a utiliser manuellement. Le tube MB Redox, qui contient déja le
complexe vitaminique et le complexe antibiotique, est le seul qui soit prét a
I'emploi. Le MB Check system, milieu diphasique contenant du bouillon
7TH9 modifié et une lame gélosée de milieu 7HI11 (Roche Diagnostics
Systems) réunit les avantages de rapidité des milieux de culture liquides et de
robustesse des milieux de culture solides (Piersimoni et coll., 1992).

Identification

Lidentification des mycobactéries obtenues en culture pure sur milieu solide
repose classiquement sur I’étude des caracteres culturaux (temps de crois-
sance, morphologie et pigmentation des colonies) et biochimiques. Trois
épreuves biochimiques simples (Grosset et coll., 1990 ; Nolte et Metchock,
1995) permettent de faire la distinction entre bacilles du complexe tubercu-
losis et mycobactéries non tuberculeuses : la recherche de I'activité catala-
sique apres chauffage pendant 20 min a 68 °C, le niacine-test et 'étude de la
sensibilité a I'acide para-aminosalicylique (ou PAS).

Lespece M. tuberculosis, principale responsable de la tuberculose humaine
(Shinnick et Good, 1994 ; Portaels, 1995 ; Starke et Heifets, 1997), est
aérobie strict et donne en 21 a 28 jours, sur milieu de Léwenstein-Jensen, de
grosses colonies en « chou-fleur », de teinte créeme-beige, a surface seche et
rugueuse. Naturellement sensible a 'isoniazide, elle a une activité catalasique
thermolabile (aprés chauffage pendant 20 min a 68 °C) et une activité
nitrate réductase. Elle est naturellement résistante a I’hydrazide de I’acide
thiophéne carboxylique — ou TCH - et naturellement sensible a I'acide para-
aminosalicylique (Grosset et coll., 1990). En cas de résistance a haut niveau a
I'isoniazide, 'activité catalasique est réduite voire méme absente. Dans tous
les cas, M. tuberculosis accumule I’acide nicotinique, ou niacine, qui peut étre
révélé par I'épreuve de Konno ou niacine-test (Konno, 1956).

Lespece M. bovis est micro-aérophile et donne sur milieu de Léwenstein-
Jensen de petites colonies non pigmentées, lisses et brillantes qui ne dépas-
sent 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’apparaissent jamais avant
1 mois a I'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. bouis est sensible au TCH, ne possede 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
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bourgeon central, rugueuses et de teinte mate, qui se développent plus rapi-
dement et en plus grande quantité en présence de pyruvate de sodium.
Laspect des colonies et les caractéres biochimiques de M. africanum different
selon l'origine géographique de la souche isolée (Grosset et coll., 1990).

On remplace maintenant, lorsque I'on en a les moyens, les épreuves biochi-
miques par 'hybridation avec des sondes génomiques complémentaires de
séquences d’ARN ribosomique, spécifiques de certaines mycobactéries,
notamment de celles du complexe tuberculosis. Les sondes Accuprobe (Gen
Probe), couplées a2 un marqueur non radioactif, 'ester d’acridinium, permet-
tent d’identifier en moins de 2 heures les bacilles du complexe tuberculosis
obtenus en culture pure sur milieu solide ou en milieu liquide. Leur sensibi-
lité et leur spécificité, proches de 100 %, en font des outils fiables d’identifi-
cation (Goto et coll., 1991 ; Lebrun et coll., 1992). Elles ne permettent pas
de différencier les quatre especes d’intérét clinique du complexe tuberculosis :
M. tuberculosis, M. bouis, M. bovis BCG et M. africanum. Pour y parvenir, il
faut étudier les caracteres culturaux, biochimiques et de sensibilité au TCH
et a la cyclosérine, voire I'absence de pouvoir pathogéne pour le cobaye de
M. bovis BCG (Grosset et coll.,, 1990 ; Nolte et Metchock, 1995). Une
méthode génétique, basée sur la mise en évidence de différences dans le géne
gyrB entre les especes du complexe tuberculosi, a été trés récemment commer-
cialisée.

Test de sensibilité aux antibiotiques ou antibiogramme

La méthode de référence, la plus couramment employée, pour mesurer la
sensibilité aux antibiotiques est la méthode des proportions, qui permet de
déterminer la proportion de bacilles résistants 2 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 antituber-
culeux contiennent spontanément une faible proportion de bacilles résistants
ou mutants résistants a chacun des antibiotiques (environ 1 bacille résistant
pour 10° 2 107 bacilles sensibles selon I'antibiotique). En raison de 'indépen-
dance des mutations, les mutants résistants a un antibiotique restent sensibles
aux autres antibiotiques. C’est pour éviter de sélectionner ces mutants que le
traitement de la tuberculose repose sur une association de plusieurs antibioti-
ques, chacun d’entre eux agissant sur les mutants résistants 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 7TH10 ou 7H11 (Inderlied et
Salfinger, 1995). Lensemencement de 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.
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La souche de M. tuberculosis est déclarée résistante lorsque la proportion des
bacilles résistants est égale ou supérieure a 1 % pour l'isoniazide, la rifampi-
cine, la streptomycine, le PAS et 'éthambutol et lorsqu’elle est supérieure a
10 % pour les autres antibiotiques antituberculeux. La méthode des propor-
tions donne de bons résultats avec la majorité des antibiotiques a ’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), 'interprétation des résultats de I'antibiogramme au pyrazinamide est
toujours délicate.

Les résultats de I'antibiogramme sont obtenus aprés 3 a 6 semaines d’incuba-
tion, délai nécessaire au développement des colonies de bacilles de la tuber-
culose. Lorsque I'antibiogramme est effectué a partir des colonies de la
primoculture (antibiogramme « indirect » ), les résultats sont donc obtenus 2
a 3 mois apres la mise en culture du prélévement. Lorsque 'examen micros-
copique du prélévement 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 directement sur des
tubes de milieu de culture avec et sans antibiotique. Les résultats de 'antibio-
gramme sont alors disponibles en méme temps que ceux de la primoculture,
c'est-a-dire en 3 a 6 semaines.

Lantibiogramme est particulierement important pour mener a bien le traite-
ment lorsque les malades rechutent ou lorsque les cultures sont encore posi-
tives apres 4 mois de traitement (échec thérapeutique). Dans ce cas, en plus
de la sensibilité aux antituberculeux de 17 ligne, il faut aussi éprouver la
sensibilité aux antituberculeux de 2° ligne, ce qui est tres difficile depuis que
le matériel prét a 'emploi n’est plus commercialisé en France. Seules des
équipes trés spécialisées sont 4 méme de préparer les milieux adéquats et
interpréter les résultats.

Antibiogramme en milieu liquide

Il est possible d’apprécier la proportion de mutants résistants en utilisant le
systéme Bactec 460 TB, en mesurant la quantité de CO2 marqué produite
dans des flacons de milieu 12B additionné d’antibiotique et dans des flacons
sans antibiotique (témoins) qui ont été ensemencés avec 100 fois moins de
bactéries que les flacons avec antibiotique (Nolte et Metchock, 1995). Si la
production de CO2 marqué dans les flacons avec antibiotique est au moins
égale a celle de CO2 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 permet de déterminer avec fiabilité
la sensibilité a I'isoniazide, a la rifampicine, a la streptomycine et a 'étham-
butol en 5 a 10 jours apres la primoculture (Inderlied et Salfinger, 1995). Elle
permet aussi de déterminer la sensibilité au pyrazinamide (Pfyffer et coll.,
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1999a). Il est possible de procéder avec le systetme Bactec 460, comme sur
milieu solide, 2 un antibiogramme direct si le produit pathologique est suffi-
samment riche en bacilles mais, malgré ’addition du cocktail d’antibiotiques,
le risque de contamination des tubes est élevé.

Le milieu MGIT, le Bactec 960 system, le MB/BacT system et ’ESPII system
ont été proposés pour faire 'antibiogramme de M. tuberculosis. Ils sont en
cours d’évaluation (Walters et Hanna, 1996 ; Bergmann et Woods, 1997 ;
Almeida et coll., 1999 ; Ebrahimzadeh et coll., 1999 ; Heifets et Cangelosi,
1999 ; Middleton et coll., 1999 ; Palomino et coll., 1999). Les résultats sont
disponibles 5 a 10 jours aprés la primoculture et, de maniere générale, de
bonne qualité pour I'isoniazide et la rifampicine.

Nouveaux moyens de diagnostic de la maladie

De nouveaux moyens diagnostiques sont développés, mais ils restent d’utili-
sation délicate.

Détection de I’acide tuberculo-stéarique

Lacide tuberculo-stéarique est un acide gras saturé a longue chaine qui cons-
titue la paroi des bactéries de la famille des Actinomycétales. Il peut étre
détecté en quantité femtomolaire (10> M) dans un produit pathologique
par chromatographie gazeuse-spectrophotométrie de masse en quelques
heures (Brooks et coll., 1987 ; French et coll., 1987 ; Larsson et coll., 1987a
et b). Comme M. tuberculosis est la seule espéce bactérienne responsable de
méningite qui peut libérer de I’acide tuberculo-stéarique, la mise en évidence
d’acide tuberculo-stéarique dans le liquide céphalorachidien est fortement
évocatrice d’infection tuberculeuse. Lorsque celui-ci est présent dans un
prélevement d’origine respiratoire, sa valeur prédictive nécessite encore
d’étre évaluée. En effet, M. tuberculosis n’est pas le seul Actinomycétale
pouvant étre présent dans 'arbre respiratoire. Bien que cette technique appa-
raisse plus sensible que I'examen microscopique et aussi sensible que la
culture pour le diagnostic de la méningite tuberculeuse, I"équipement néces-
saire 2 sa réalisation est trés coliteux et ne permet pas a ce jour son utilisation
en routine.

Méthodes immunologiques

Depuis trés longtemps, on tente d’utiliser la sérologie pour le diagnostic de
la tuberculose en alternative de l’examen microscopique. Beaucoup des
antigénes utilisés, aussi purifiés soient-ils, contiennent des déterminants anti-
géniques qui entrainent des réactions croisées entre M. tuberculosis et les
autres mycobactéries (Daniel et Debanne, 1987). Méme en améliorant la



Outils de dépistage et de diagnostic

spécificité du sérodiagnostic grace a des épitopes spécifiques de M. tubercu-
losis, celle-ci reste inférieure a 90 % et la sensibilité ne dépasse guere 70 a
80 % (Chan et coll., 1990 ; Bothamley, 1995). Les résultats sont plutdt moins
bons pour les malades VIH" (Mathur et coll., 1999 ; Somi et coll., 1999).

De nouveaux antigénes protéiques spécifiquement excrétés par M. tubercu-
losis se sont révélés décevants : antigéne 45/47 kDa (complexe APA) (Chan-
teau et coll., 2000), antigénes du complexe 85 — méme si I'usage combiné de
deux antigénes a amélioré la sensibilité (77 % au lieu de 60 % pour chacun
des antigénes pris séparément) mais au prix d’une baisse de la spécificité
(80 % au lieu de 85-95 %) — (Landowski et coll., 2001), test immunochro-
matographique sur carte (ICT, Amrad Corporation) utilisant 5 antigénes
purifiés de M. tuberculosis (Gounder et coll., 2002).

Lutilisation combinée de plusieurs antigénes augmente la sensibilité
(Amicosante et coll., 1999). Lutilisation combinée de 3 antigénes glycolipi-
diques, LOS (lipo-oligosaccharides), DAT (diacétyltréhalose), PGTLbl
(phtiocérol dimycosérate) dans un test Elisa, a permis d’obtenir des résultats
significativement meilleurs qu’avec le test basé sur I'antigeéne protéique A60
(Simonney et coll.,, 1996 et 1997) : sensibilité d’environ 85 %, spécificité
globale de 94 %, spécificité de 62 ou 82 % chez des patients VIH" avec ou
sans mycobactériose, respectivement.

Amplification génique

Les tests d’amplification génique (TAG), appliqués au diagnostic de la tuber-
culose, consistent a amplifier et détecter une séquence nucléique spécifique
du complexe M. tuberculosis. Ce sont des tests puissants dont le seuil théo-
rique de sensibilité est d'une molécule I’ADN (ou ’ARN). Ce sont des tests
rapides car ils s’affranchissent du temps de multiplication des bacilles et ne
reposent que sur des réactions enzymatiques. Les TAG ont la potentialité
d’identifier spécifiquement les bacilles de la tuberculose directement dans les
prélevements 2 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 :

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

e soit la réaction de ligation en chaine (ligase chain reaction) d’une séquence
d’ADN codant pour la protéine spécifique « Antigéne B » (LCx, Abbott ou
LCR) ;

e soit I'amplification d’une séquence d’ARN ribosomal via un intermédiaire
ADN par une technique isothermique basée sur la transcriptase reverse ou

TMA (test Amplified M. tuberculosis direct, ou AMTDT, Gen-Probe) ;
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e soit enfin 'amplification par déplacement de brin (BD Probe Tec, Becton
Dickinson).

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

Avec ces méthodes, les résultats sont obtenus rapidement (potentiellement
dans les 24 heures si elles sont mises en ceuvre tous les jours) mais ils sont
malheureusement moins brillants que ce que la théorie laissait espérer
(Noordhoek et coll., 1996). Les TAG appliqués a la détection de M. tubercu-
losis dans les prélévements respiratoires sont moins performants que la culture
prise comme méthode de référence (gold standard) (Clarridge et coll., 1993 ;
Forbes et Hicks, 1993 ; Jonas et coll., 1993 ; Nolte et coll., 1993 ; Bodmer et
coll., 1994 ; Pfyffer et coll., 1994 ; Chin et coll., 1995 ; D’Amato et coll.,
1995 ; Vuorinen et coll., 1995 ; Wobeser et coll., 1996 ; Ausina et coll.,
1997 ; Ichiyama et coll., 1997 ; Jouveshomme et coll., 1998 ; Pfyffer et coll.,
1999b). La sensibilité des TAG differe beaucoup selon que les prélevements
sont positifs ou négatifs a 'examen microscopique : 95 a 100 % pour les
prélévements a examen microscopique positif (riches en bacilles) et 50-70 %
pour les prélevements 2 examen microscopique négatif (pauvres en bacilles).
La sensibilité a été trouvée nettement inférieure en moyenne lorsque les
TAG ont été menés en aveugle ou de maniére prospective (Sarmiento et

coll., 2003). La spécificité des TAG est, en routine, de I'ordre de 97 %.

Sur la base de ces sensibilité et spécificité, la valeur prédictive positive (VPP)
dépend bien évidemment de la prévalence de I'infection chez les patients
soumis aux TAG : prés de 100 % en cas d’examen microscopique positif de
I'expectoration, de 25 a 40 % en cas d’examen microscopique négatif de
I’expectoration (2 a2 5% de cultures positives parmi les expectorations 2
examen microscopique négatif) et < 10 % en cas d’examen microscopique
négatif d'un liquide de séreuse comme le liquide céphalorachidien (< 1 % de
culture positive parmi les liquides céphalorachidiens adressés aux labora-
toires).

Les TAG peuvent utilement servir a identifier rapidement les bacilles de la
tuberculose dans les prélevements a examen microscopique positif, ce qui est
particulierement utile pour les patients a sérologie VIH positive, en particu-
lier au stade sida, et pour les patients atteints d’affections respiratoires chro-
niques chez lesquels les mycobactérioses (infections a mycobactéries
atypiques) peuvent survenir. C'est d’ailleurs la seule indication de diagnostic
positif par PCR retenue a ce jour par la Food and drug administration (FDA)
des Etats-Unis (Barnes, 1997 ; Cantanzaro et Davidson, 1997).

Aujourd’hui, les TAG ne sont pas recommandés pour le diagnostic positif de
tuberculose en cas d’examen microscopique négatif car :
e un résultat négatif ne permet pas d’exclure le diagnostic de tuberculose ;



Outils de dépistage et de diagnostic

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

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

e 2 ne pas diagnostiquer la moitié des vrais cas (manque de sensibilité) ;

e 3 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.

Perspectives des TAG

En identifiant les prélévements provenant de patients & examen microsco-
pique négatif mais 2 «forte probabilité de tuberculose », il devrait étre
possible d’augmenter de maniére significative la prévalence des prélevements
contenant M. tuberculosis, et donc la VPP des TAG. Une étude a effective-
ment montré que lorsque les tests d’amplification génique 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 tubercu-
lose ». Lobjectif visé est d’atteindre une prévalence (« probabilité pré-test »)
de la tuberculose d’au moins 10 % parmi les malades & examen microscopique
négatif auxquels on applique les tests d’amplification génique, ce qui permet
d’obtenir une VPP d’au moins 70 % et ceci de maniére réguliere. Un score
composite basé sur des criteres cliniques (signes généraux et respiratoires),
radiologiques (lésions pulmonaires) et épidémiologiques (risque en fonction
du groupe de population auquel appartient le patient) pourrait remplir cet
office. Un tel score reste a construire et a évaluer. C'est la seule voie réaliste
pour donner un réel intérét décisionnel aux tests d’amplification génique
dans les suspicions de tuberculose a examen microscopique négatif. C'est une
voie de recherche clinico-biologique d’un grand intérét pratique.

Tests de résistance aux antibiotiques par biologie moléculaire

Les geénes codant pour la cible des principaux antibiotiques ainsi que la
plupart des mutations responsables de la résistance ont été identifiés chez M.
tuberculosis (Ramaswany et Musser, 1998). Lorsque les mutations en cause
sont localisées sur de courtes séquences nucléotidiques de ces génes, elles
peuvent étre détectées aprés amplification de ces séquences. La détection de
la mutation peut alors étre faite par séquengage de la séquence amplifiée, ce
qui en pratique est réservé a des laboratoires spécialisés. On s’est donc efforcé
de mettre au point des techniques 2 la fois plus simples et plus rapides. La
technique LIPA (pour « Line probe assay ») consiste a amplifier la séquence
nucléotidique susceptible d’étre mutée puis a I’hybrider, d’'une part avec des
sondes spécifiques de sa conformation normale (témoins « sensibles »), et
d’autre part avec des sondes spécifiques des principales mutations ponctuelles
connues. Les sondes sont fixées sur une bandelette. La révélation des hybrides
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est enzymatique et se traduit par une réaction colorée. Les résultats sont
obtenus en 24 heures (De Beenhouwer et coll., 1995). La technique est
commercialisée sous la forme d’un coffret prét a 'emploi pour la détection de
la résistance a la rifampicine (InnoLipaRifTB, InnoGennetics) qui résulte de
mutations groupées dans une région bien délimitée du géne rpofi. Ses résultats
sont fiables (De Beenhouwer et coll., 1995 ; Cooksey et coll., 1997), d’autant
plus qu'il est possible de 'appliquer directement aux prélévements riches en
bacilles. Onéreuse et délicate, la technique LIPA est employée par des labo-
ratoires entrainés ol elle est habituellement réservée aux malades suspects de
multirésistance.

Lorsque les mutations impliquées dans la résistance sont localisées sur de
longues séquences nucléotidiques, voire sur plusieurs génes, elles ne peuvent
étre détectées par simple amplification et hybridation. Clest le cas pour la
résistance a l'isoniazide et & un moindre degré pour la résistance au pyrazina-
mide (Ramaswany et Musser, 1998). Le développement récent de biopuces a
ADN permettant '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).

Nouveaux moyens de dépistage de l'infection

Mise au point dans I’espoir de remplacer le test cutané a la tuberculine connu
pour son manque de spécificité (il ne distingue pas infection et immunisation
par le BCG), la mesure de la production d’interféron gamma apres stimula-
tion in vitro des lymphocytes sanguins, comparée avec les résultats des tests
cutanés a la tuberculine, donne de médiocres résultats lorsque la stimulation
est effectuée avec de la tuberculine PPD (test QuantiFERON®-TB). Le test
ne permet pas d’identifier correctement les malades et les infectés, ni de
différencier les malades des vaccinés (Brock et coll., 2001 ; Bellete et coll.,
2002). La stimulation effectuée par des antigénes spécifiques de M. tubercu-
losis (ESAT-6, CFP-10..) pourrait permettre de différencier les personnes
infectées de celles immunisées par le BCG, mais les résultats sont encore tres

limités (Lalvani et coll., 2001 ; Ewer et coll., 2003).

Outils de tracabilité

La tracabilité des cas de tuberculose a longtemps été basée sur la description
des cas, I'appréciation de leur contagiosité (positivité de 'examen microsco-
pique), le dépistage de l'infection dans I’entourage des cas, en particulier par
des tests tuberculiniques, en tenant compte de l'histoire naturelle de la
maladie (délais entre contagion, positivation des tests tuberculiniques et
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maladie). Lemploi de marqueurs phénotypiques tels que le lysotype et le
profil de résistance aux antituberculeux a pu étre utile dans certaines situa-
tions pour repérer des souches de comportement similaire évoquant un lien
épidémiologique. Le faible pouvoir discriminant de ces marqueurs phénotypi-
ques 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 évaluer la similitude. Le but est de contribuer 2
’étude de la transmission de la tuberculose dans les institutions (hopitaux,
prisons, foyers pour personnes sans domicile fixe...), et dans la communauté,
en complément des méthodes épidémiologiques traditionnelles (recherche
de contacts entre les malades) qui restent indispensables.

Méthodes

Lanalyse des polymorphismes de longueur des fragments de restriction
(RFLP, pour restriction fragment length polymorphism) est la méthode la plus
utilisée. Elle consiste a déterminer le nombre et la taille des fragments de
restriction obtenus a partir de ADN chromosomique qui sont porteurs de
séquences d'insertion répétées IS6110 spécifiques du complexe M. tubercu-
losis (Hermans et coll., 1990 ; Otal et coll., 1991 ; Cave et coll., 1994). En
effet, les séquences d’insertion répétées IS6110 sont en nombre et localisa-
tion variables selon les souches. U'analyse par RFLP est une méthode longue
et délicate en raison des multiples étapes qu’elle implique : extraction de
I’ADN, digestion, électrophorése, transfert sur membrane, hybridation et
révélation. Certaines souches ont un nombre limité de séquences 1S6110 et,
par conséquent, ne peuvent étre analysées par RFLP (Yuen et coll., 1993 ;
Das et coll., 1995). Néanmoins, I'analyse RFLP a I'aide des séquences d’inser-
tion IS6110 reste a ce jour la méthode de référence dans les études épidémio-
logiques de la tuberculose. La standardisation de cette méthode a permis de
constituer des banques internationales de profils d’hybridation, ce qui permet
de repérer la diffusion de certains clones dans la population.

Des méthodes plus rapides, basées sur I'amplification par polymerase chain
reaction (PCR) de régions de 'ADN du génome de M. tuberculosis, ont été
proposées. Les plus connues sont basées sur I'amplification de régions
connues de '’ADN (Haas et coll., 1993 ; Palittapongarnpim et coll., 1993 ;
Linton et coll., 1994) :

e 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 (spoligotyping, pour spacer oligonucleotide typing) (Bonora et
coll., 1999) ;

e 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 mycobacterial interspersed repetitive units) (Ross et coll., 1992 ; Van
Soolingen et coll., 1993 ; Friedman et coll., 1995 ; Sahadevan et coll., 1995 ;
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Matzars et coll., 2001). Linconvénient de ces méthodes d’amplification est le
risque de contamination de ’ADN de M. tuberculosis par de I’ ADN étranger,
ce qui peut géner considérablement 'interprétation des profils. De plus, ces
méthodes, sauf peut-étre le MIRU-VNRT, sont globalement moins discrimi-
nantes que 'analyse RFLP.

La technique RFLP a été largement utilisée lors d’épidémies de tuberculose
nosocomiale (Beck-Sague et coll., 1992 ; Pearson et coll., 1992 ; Coronado et
coll., 1993), pour établir la distribution géographique de souches de M.
tuberculosis (Hermans et coll., 1995 ; Van Soolingen et coll., 1995 et 1999 ;
Mazars et coll., 2001), pour dépister ou confirmer des cas de transmission
communautaire de tuberculose (Tabet et coll., 1994 ; Kline et coll., 1995), et
pour distinguer une réactivation endogéne (reprise d’'une ancienne infection)
d’une réinfection exogéne (récidive avec une nouvelle souche) chez une
personne faisant des épisodes successifs de tuberculose (Small et coll., 1993 ;

Godfrey-Faussett et coll., 1994).

Applications

Lanalyse RFLP offre plusieurs applications intéressantes.

Etude d’une contamination croisée au laboratoire

Lanalyse RFLP est utile pour prouver les contaminations croisées au labora-
toire, qui sont en général la conséquence de manipulations successives d'un
prélevement trés riche en bacilles, par exemple d’'une expectoration trés
positive a 'examen microscopique, puis de prélevements négatifs (Wurtz et
coll., 1996). Ces contaminations sont suspectées lorsque la positivité de la
culture d’un prélévement n’est pas en adéquation avec I'histoire du malade
aprés confrontation microbio-clinique, confrontation qui doit étre la regle
pour tout diagnostic microbiologique positif de tuberculose.

Etude des souches de bacilles tuberculeux successivement isolées
chez un méme malade faisant plusieurs épisodes de tuberculose

Par I'analyse RFLP, il est possible de distinguer une réactivation endogene
(reprise d’'une ancienne infection avec une souche identique a celle du
premier épisode) d’une réinfection exogéne (récidive avec une nouvelle
souche), ce qui peut étre utile lorsque les souches ne sont pas manifestement
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 ot
Pincidence de la tuberculose est faible, les réinfections sont tres rares chez les
sujets immunocompétents, mais peuvent survenir chez les immunodéprimés
(VIH™). En revanche, dans les situations ou l'incidence de l'infection est
élevée, les réinfections ne sont pas rares.
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Ftude de la transmission de la tuberculose dans des communautés fermées

Lanalyse RFLP a été tres largement utilisée lors des épidémies nosocomiales
de tuberculose multirésistante décrites aux Etats-Unis et en France (Beck-
Sague et coll., 1992 ; Pearson et coll., 1992 ; Bouvet et coll., 1993 ; Coro-
nado et coll., 1993 ; Lemaitre et coll., 1996b). Au cours de ces épidémies,
I’analyse RFLP a été utilisée pour confirmer le lien entre des cas déja reliés sur
des arguments épidémiologiques ou sur des caractéres remarquables, comme
un phénotype inhabituel de résistance aux antituberculeux. U'analyse RFLP a
également permis de démontrer la transmission de la tuberculose dans les
foyers de personnes sans domicile fixe (Dwyer et coll., 1993 ; Lemaitre et
coll., 1998), de personnes VIH" (Daley et coll., 1992) et dans les prisons
(CDC, 1992).

Etude de la transmission de la tuberculose dans la population générale

Des enquétes systématiques utilisant I'analyse RFLP ont été réalisées pour
rechercher de maniére systématique dans une population urbaine des souches
de bacilles tuberculeux génétiquement reliées, c’est-a-dire ayant les mémes
empreintes digitales génomiques (Alland et coll., 1994 ; Small et coll., 1994 ;
Mazars et coll., 2001). Dans ces enquétes, I’analyse RFLP trouve souvent une
proportion de malades « bactériologiquement liés » bien supérieure a celle
des malades que I'enquéte épidémiologique classique permet de suspecter
comme « épidémiologiquement liés ». Cette différence s’explique par le fait
que pour des cas bactériologiquement liés, le lien épidémiologique peut étre :
e direct (contaminant/contaminé) mais non trouvé par une enquéte épidé-
miologique insuffisante ;

e indirect, 2 travers un ou plusieurs autres cas qui sont des « chainons
manquants » de la chaine de transmission.

Plus 'enquéte systématique sur des souches est restreinte dans le temps ou
I’espace, plus la probabilité de ne pas mettre en évidence de lien épidémiolo-
gique (contact) pour des cas dont les souches paraissent identiques est élevée.

Les études systématiques en population « entiére » (ex.: quartiers, villes,
départements, voire pays) permettent aussi de déterminer la proportion des
cas de tuberculose 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 transmissions récentes méme si,
comme il a été dit plus haut, le lien épidémiologique entre les cas groupés
n’est pas, loin de 13, toujours mis en évidence si 'on méne une enquéte
épidémiologique classique. Les autres cas, dont chacun correspond a une
souche d’empreinte digitale génomique distincte, sont eux réputés étre plutdt
le résultat de réactivations d’infections anciennes (Alland et coll., 1994 ;

Small et coll., 1994).

Il faut remarquer que si I'on veut étre rigoureux, la proportion de cas retenus
comme probablement de transmission récente doit étre calculée en retran-
chant un cas de chacune des grappes, puisque le cas supposé étre le cas index
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peut &tre considéré comme une réactivation (Small et coll., 1994). Par
exemple, si 'on a 20 grappes de 2 cas chacune, cela fait 10 cas supposés de
transmission récente et 10 cas index de réactivation.

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 plusieurs facteurs indépendants associés au caractere groupé : malades
plus jeunes, VIH", naissance aux Etats-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, ot s'installent de nombreux émigrants récents
(29 000 nouveaux résidents entre 1990 et 1994, dont 82 % venant de Répu-
blique Dominicaine), 261 des 546 cas inclus étaient répartis en 51 grappes
(moyenne 5 cas par grappe). Les facteurs indépendants associés au caractére
groupé étaient : malades plus jeunes, naissance aux Etats-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
tuberculose & New York était divisé par 3, par suite du programme associant
traitement standardisé et supervisé, et organisation de la lutte antitubercu-
leuse.

En conclusion, en pratique, les outils biologiques essentiels sur lesquels repo-
sent le diagnostic de la tuberculose maladie et les prises de décision thérapeu-
tiques restent les outils de bactériologie classique, microscopie et culture. Les
outils moléculaires permettent d’accélérer efficacement I'identification des
mycobactéries vues a 'examen microscopique ou isolées en culture, et de
comparer les empreintes digitales génomiques des souches de bacilles tuber-
culeux, 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 tuberculose a examen microscopique négatif et a
fortiori a culture négative.
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