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5, Serment d'hippocrate

Au moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale, je
m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de ["humanité.
Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur
sont dus.
Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de
mes malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confis.
Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [ honneur et les
nobles traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes freres.
Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale, ne s’interposera entre mon devoir et
mon patient.
Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa
conception.
Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales
d’une facon contraire aux lois de [ humaniteé.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Genéve, 1948
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‘Soyons reconnaissants aux personnes qui nous donnent du bonheur ; elles sont
les charmants jardiniers par qui nos dmes sont fleuries.’

Marcel Proust

Je me dois d’avouer pleinement ma reconnaissance d toutes les personnes
qui m’ont soutenue durant mon parcours, qui ont su me hisser vers le haut

pour atteindre mon objectif. C’est avec amour, respect et gratitude que

je deédie cette these ...
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Tt as.eté-et tu seras toujours un exemple pour moi par tes

qualités humaines et ta persévérance.

e :
=
5

o

e

Tu m’as appris, le sens du travail, de Chonnéteté et de la
: : responsabilite.
b Ta bonté et ta générosité extrémes sont sans [imites.
Aucun mot, aucune dédicace ne saurait exprimer mon

S respect, ma considération et Lamour éternel pour les sacrifices

e

que tu m’as consenti pour mon éducation et mon bien étre.

s

e

2, Je souhaite que cette thése t'apporte la joie de voir aboutir
tes espoirs et jespére avoir été digne de ta confiance.
Puisse Dieu te garder et te procurer santé et longue vie. Ameen

A
: ma trés chére mére Saadia Mofarir
1 Des mots ne pourront jamais exprimer la profondeur de mon
amour et mon affection.
A toi maman, je dédie ce travail, que sans ton soutien, ton
i A amour, n'aurait pu voir le jour.
B Tes priéres ont été pour moi un grand soutien moral au long
e de mes études.

% ~ = Veuillez trouver, chére mére, dans ce travail le fruit de ton
o f:f.f“‘- devouement et de tes sacrifices ainsi que Lexpression de ma
7 ‘nl gratitude et mon profond amour.

Puisse Dieu te préserver des malheurs de la vie et te procurer

B longue vie. Ameen
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iy _m‘bes tres"cﬁe_res ‘soeurs : Meriem et Sakina
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Je ne peuxiexprimer d travers ces lignes tous mes sentiments

g’ amour et de tendresse envers vous. Je vous remercie énormement
i

-:._\"\.-
=

et fespére que vous trouverez dans cette thése Lexpression de mon

affection pour vous. Je vous souhaite un avenir
i e flovissant et une vie pleine de bonheur, de santé et de prospérite.
Que Dieu vous protége et consolide les liens sacrés qui nous
i, unissent. Ameen
“ X 54
mes trés chers fréres : Nabil et Tarik

Aucune parole ne peut étre dite d sa juste valeur pour exprimer tout le
respect et Lamour que je vous porte. Vous m'avez toujours donné de votre

¥ p p s y P . . PR
¥ temps, de votre énergie . Cest certainement grdce d vous que je suis ld
= maintenant. Je vous souhaite tout le bonheur du monde, une vie pleine de

sérénite et damour. Ameen
i A tous [ es membres de ma famille
TIMOUYAS & MOFARIR
&, petits et grands

#in i Veuillez accepter lexpression de ma profonde gratitude pour

e
"y

* % By votre soutien, encouragements, et affection.

i
il
L f

; ~i| mes sentiments sinceres et de mes veeux de santé et de bonheur.

Jespére que vous trouverez d travers ce travail, le témoignage de

Que Dieu le tout puissant, vous

P protége et vous garde. Ameen
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M il “ A mes chers amies

" " :

A : Sara ﬁgmsi'; Sara Belabyad ; Karima Benjouad ; Layla Bendaoud;

.:'. i
S e 4 P s, , s
: Leila Elrazi ; Hajar Joulal ; Njat Lasri; Hanan Mohib ;
Amal Ouyad ;Loubna Tayebi ; Maryem Tarmidi ; Nidal Yaakoubi ;
By Imane Yafi; Sara Zahid ; Fyrouz Zemde
Chaque instant en votre présence d mes cotés se transformait
£ ) ) )
e A spontanément en un agréable souvenir.
¥
A Vous étiez toujours ld d mes cotés dans les moments les plus difficiles de
toute ma vie -chacun d sa maniére- vous continuez d me prouver chaque
i instant que j'ai des vrais fréres et sceurs sur lesquelles je peux toujours
v
¥
&
: compter.
i 8
i
¥ A mes enseignants :
i
|: L 4 4
g Oussama Laaroussi ; Jaouad Bachikh; Mohamed Jaamoud
if

..z Aucune dédicace ne saurait exprimer le respect et la reconnaissance pour tous
‘?}es saerifices consentis d ma formation, mon instruction et mon bien étre. Puisse
O
4
. % "= Dieu tout puissant vous procure santé, bonheur et longue vie.
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A tous mes amis et collégues de la
Faculté de Médecine de Marrakech
A tous mes professeurs et maitres
: j : qui m’ont imbibé de leur Savoir
£
Au personnel du laboratoire de microbiologie de HMA et de CDTMR
ll' 7 pel 7 7 7
£ A tous ceux qui me sont chers et que j'ai omis de citer.
F A tous ceux qui ont participé de prés ou de loin d Célaboration
it de ce travail
-l
iy
o
e .f A tous les tuberculeux du Maroc, de [ Afrique, du monde et d tous
i

- l.‘\' 7 V3 ,
T ceux qui cewvrent pour une meilleure prise en charge des tuberculeux,

i courage et gardons espoir.
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. Le tout miséricordieux, Le tout puissant,

Quim’a inspire,
i Qui m’a guidé sur le droit chemin,
% Je vous dois ce que je suis devenu,
Soumission, louanges et remerciements,

Pour votre cléemence et misevicorde.
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A NOTRE MAITRE ET PRESIDENT DE THESE :

Professeur Said Amal
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Professeur de Dermatologie
. Yous nous avez fait un grand honneur en acceptant aimablement la
: . présidence de notre jury.
Vos qualités professionnelles nous ont beaucoup marqués mais encore plus
. votre gentillesse et votre sympathie. Veuillez accepter, cher maitre, dans

.l'..g:

ce travail nos sincéres remerciements et toute la reconnaissance que nous

e

vous témoignons.

A
3 Notre Maitre et Rapporteur de thése
2 Monsieur le professeur Said Zouhair
¥ Professeur de Microbiologie-Virologie
: Yous nous avez confié ce travail sans aucune réserve. Nous
souhaitons étre digne de cet honneur.

il Yous nous avez guidé tout au long de notre travail en nous
i : apportant vos précieux et pertinents conseils.
4 Nous vous remercions pour votre patience et votre soutien
%i' L lors de la réalisation de cette thése.
Veuillez trouver ici ['expression de notre respectueuse
L considération et notre profonde admiration pour toutes vos

N .

- qualités scientifiques et humaines.
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Notre Maitre et Juge de thése
é""\. .--_ﬁ ]
S Professeur Lamiae Arsalane
: Professeur de Microbiologie-Virologie

; . Ce fut pour moi, un honneur et un grand plaisiv d'avoir préparé ma these
sous votre guidance et nul mot ne qualifie ma gratitude.

... Jevous prie de bien vouloir trouver dans ce travail le témoignage de ma

Ao
T reconnaissance et de mes sentiments les meilleurs.
£ 4
II
"
; A
'l
Y Notre Maitre et Juge de thése
%
& F Professeur Nabila Soraa
i Professeur agrégé de Microbiologie
3

. C'est pour nous un grand honneur de vous voir siéger dans notre jury.
o
i

o
Fome
-

! Nous vous sommes trés reconnaissants de (a spontanéité et de £'amabilité

e

avec lesquelles vous avez accepté de juger notre travail.

] _\_'.-' .

4 Veuillez trouver, chére Maitre, (e temoignage de notre grande

i Reconnaissance et de notre profond respect
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vl Notre Maitre eti{uge de thése
! Professeur Harzimi Amine Benjelloun
Professeur agrégé de pneumologie
Nous vous remercions vivement de honneur que vous nous
faites en acceptant de siéger parmi notre jury de thése.
Puisse ce travail témoigner de ma reconnaissance et de
Cestime que je porte d votre personne.

Veuillez croire d nos sinceres remerciements.

A Mon Maitre:
Monsieur le Professeur Assistant EL Kamouni Youssef
Je vous exprime ici mes remerciements sincéres et mon profond
respect

Pour votre soutien et vos remarques pertinentes.

A tous nos enseignants de la faculté
de médecine de Marrakech

S ‘Une thése est le fruit de plusieurs années d’études

-

ne saurait oublier dans mes dédicaces Lensemble de nos professeurs

e

et maitres qui ont contribué de prés ou de loin

dans Célaboration de ce travail.
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ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNTr : Acide désoxyribonucléique ribosomique
AMTD : Amplified Mycobacterium tuberculosis direct
ARN : Acide ribonucléique

ARNt : Acide ribonucléique de transfert

ATB : Antibiotique

BAAR : Bacilles acido-alcoolo-résistants

BCG : Bacille de Calmette et Guérin

BK : Bacille de Kokh

CD : Cellules dendritiques

CDTMR : Centre Diagnostique de Tuberculose et des Maladies Respiratoire
CEMOVIS : Cryo-electron microscopy of vitreous sections
CMmI : Concentration minimale inhibitrice

CRP : Protéine C-réactive

DOTS : Directly observed treatment, short-course
DR : Direct repeat

DST : Drug susceptibility testing

ELISPOT : Enzyme-linked immunospot

ETM : Ethambutol

FQ : Fluoroquinolone

H202 : Peroxyde d'hydrogene

H.pylori : Helicobacter pylori

IDR . Intradermoréaction.

IFNy : Interferon gamma

IGRA : Interferon gamma release assay

IL-2 . Interleukine 2

INH : Isonicotinyl hydrazine


http://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-acide-750/�
http://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-acide-750/�
http://www.helicobacter.fr/index.php/informations-sur-helicobacter-pylori/quelles-sont-les-maladies-associees-a-h-pylori�

IS . Insertion Sequences

ITL : Infection tuberculeuse latente

LAM : Lipoarabinomannane

LAMP : Loop media-ted isothermal amplification test
LCR : Liquide céphalorachidien

LED : Light emetting diode

L-J : Lowenstein-Jensen

LPA : Line probe assay

LY B : Lymphocyte B

LYT : Lymphocyte T
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Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

La tuberculose (TB) constitue encore de nos jours, un probléme majeur de santé
publique. Dans son dernier rapport, 'OMS déclare 10,4 millions de nouveaux cas avec 1,4

millions de déces en 2015 [1].

Au Maroc, la situation épidémiologique de la tuberculose est trés inquiétante, selon le
ministere de la santé, 31542 nouveaux cas déclarés en 2016, correspondant a une incidence

de 91/100000 habitant [2].

Le controle de la TB est devenu de plus en plus compliqué suite a la co-infection par le
virus d’immunodéficience humaine (VIH) et a I’émergence de souches résistantes a la
rifampicine, voire des souches multi-résistantes (résistante a au moins l'isoniazide et la
rifampicine.) et ultra-résistantes (résistante a une fluorquinolone et a au moins un des trois
médicaments injectables de deuxiéme intention, en plus de la multi-résistance.). Cette
résistance menace le succés des différents programmes de controle de la TB et entraine
souvent une augmentation du taux de la mortalité. En 2015, I'OMS estime que 580 000
personnes ont développé une tuberculose résistante a la rifampicine. Alors qu’au Maroc 160

patients ont développé une TB-multirésistante [1].

Le diagnostic bactériologique est essentiel pour la prise en charge de la maladie
puisqu’il permet d’identifier le bacille, de tester sa sensibilité aux antibacillaires et d’adapter
ensuite le traitement en fonction des résultats de I'antibacillogramme. Cependant, en raison
de la lenteur de la croissance des mycobactéries, le délai d’obtention des résultats est assez
long, une antibiothérapie systématique est administrée au patient ce qui favoriserait
I’émergence de souches résistantes aux ATB et leur propagation dans la population, d’ou
I'intérét d’'une méthode de diagnostic efficace et rapide. En 2011, I'OMS a introduit l'utilisation
large du test Xpert MTB / RIF. Il s'agit d'un test moléculaire de diagnostic entiérement
automatisé utilisant la technologie de PCR en temps réel pour détecter simultanément les

mutations de la tuberculose et de la résistance a la rifampicine dans le gene rpoB [3].

L’objectif de ce travail est d'identifier par étude moléculaire les cas de résistance des

souches du complexe Mycobacterium tuberculosis a la rifampicine isolées dans la région de
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Marrakech, I'identification des principaux facteurs de risques associés a cette résistance, ainsi
que d’évaluer la sensibilité de I’étude moléculaire et de I’examen direct par rapport a la

culture.

Cette étude prospective est menée auprés de 152 patients ayant une tuberculose
confirmée par culture, au sein des laboratoires de mycobactériologie de Marrakech, sur une

durée de 26 mois.




Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

@,@\@ Q@“e R O eg,@a @, © 6)

py ao@ Q@, w
@n (“a Cf-é‘ 7 %

i 3
9> MATERIELS 5§

| &
) METHODES
(

"---...ﬂ-/a
[

A\
)
S
I @

(@ ' ﬂo@

2 @a

“F N

N




Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

|. TYPE DE L’ETUDE

Notre travail est une étude prospective transversale de type descriptive et analytique

qui s’est déroulée sur une période de 26 mois (du 1ier janvier 2015 au 28 février 2017).

II. OBJECTIFS DE L’ETUDE

1.1. Objectif principal

L'objectif de ce travail est d'identifier par étude moléculaire tous les cas de résistance
du complexe Mpycobacterium tuberculosis a la rifampicine dans les laboratoires de

mycobactériologie de Marrakech, sur une durée de 26 mois.

1.2. Obijectifs secondaires

~Evaluer la sensibilité de I’étude moléculaire et de ’examen direct par rapport a la

culture.

-Etudier la relation entre les facteurs de risque et la résistance du Mycobacterium

tuberculosis a la rifampicine.

IIl. CADRE D’ETUDE

Nos patients ont été colligés des laboratoires de mycobactériologie de Marrakech

e Laboratoire de mycobactériologie de I’hopital militaire Avicenne.
e Laboratoire de mycobactériologie de I’hopital Arrazi.
e Laboratoire de mycobactériologie du centre diagnostique de tuberculose et des

maladies respiratoires (CDTMR).
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IV. CRITERES D’INCLUSION ET D’EXCLUSION

IV.1. Ciritéres d’inclusion

Les patients inclus dans notre étude sont des nouveaux cas ou précédemment traités
atteints de tuberculose toutes formes confondues, de n'importe quel groupe d'dge et chez qui
la tuberculose a été confirmée par culture, avec ou sans examen direct initial positif, sur la

période du 1ier janvier 2015 au 28 février 2017.

IV.2. Critéres d’exclusion

Les patients exclus de notre étude sont les cas de tuberculose suspectés cliniquement
ou les cas confirmés bactériologiquement par examen microscopique de frottis positif mais

avec culture négative.

V. RECUEIL DES DONNEES

Le recueil des données de chaque patient s’est fait par I’exploration minutieuse des

dossiers médicaux, et des registres.

Les renseignements recueillis ont été notés sur une fiche d’exploitation (annexe) prenant en
considération les éléments suivants :

v" Nom et prénom,

v Sexe,

v Age,

v' Lieu de résidence,

v Antécédents de tuberculose,

v" Conditions prédisposant a la tuberculose,

v' Diagnostic clinique,

v' Diagnostic bactériologique,
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v Traitement,

v' Evolution de la maladie.

VI. CONSIDERATION ETHIQUE

Nous avons recensé les données en respectant I’anonymat des patients et des

centres, ainsi que la confidentialité de leurs informations aprés agrément.

VIl. DEROULEMENT DE L’ETUDE

VI11.1. Mode de collecte et acheminement des prélévements

De chaque patient suspect de tuberculose pulmonaire, 3 échantillons d'expectoration
ont été recueillis (1 par jour, 3 jours successifs). Dans le cas de suspicion de tuberculose
extrapulmonaire, 1 échantillon de pus, de LCR, d'aspiration ganglionnaire, d'échantillons de

fluide péritonéal et pleural ou d’un fragment de biopsie a été recueilli.

Les échantillons ont été acheminés rapidement au laboratoire de bactériologie de référence,

dans les 24 h de la collecte.

VI11.2. Analyse des échantillons et description des procédures

VII1.2.1. Examen direct

Le N° du prélevement est gravé au diamant sur la lame correspondant. A partir du
préléevement, sous hotte, un frottis fin est réalisé sur les 2/3 de la lame, trop épais le frottis se

décolle. Le frottis est séché a I'air ou sur une plaque chauffante a température moyenne.

» Coloration Ziehl-Armand

La coloration de Ziehl-Armand, variante de technique de Ziehl-Neelsen , qui permet
une détection des mycobactéries ou Bacilles Acido-Alcoolo-Résistants (B.A.A.R) dont la
structure tres particuliére de la paroi rend difficile la pénétration d’agents décolorants. Cette
propriété permet au B.A.A.R de conserver la coloration par la fuchsine phéniquée. L’utilisation

du colorant d’Armand permet de réaliser simultanément la décoloration et contre-coloration

7
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de toutes les bactéries non acido-alcolo-résistantes, des éléments cellulaires et du fond de la
préparation. Dans cette technique de coloration rapide a froid, le temps de contact avec la

fuchsine phéniquée est réduit.

v" Mode opératoire

Le frottis fixé est placé sur le support de coloration, on recouvre la lame avec la fuchsine
phéniquée pendant 5 min, on rince a '’eau courante, ensuite on recouvre la lame avec le

colorant d’Armand pendant 1 min, on rince brievement a I’eau courante et on seche le frottis.

Nous avons utilisé le kit Quick-BK (annexe). Kit de coloration a froid pour la détection des

mycobactéries.

> Résultats des frottis

La lecture des lames colorées se fait par microscope optique avec objectif 100 x et des

oculaires de 10 (figure 1). C'est-a-dire grossissement final de 1000.

Figure 1: Microscope optique (matériels du laboratoire de bactériologie a I’hopital militaire
Avicenne

Il faut examiner au moins 100 champs, ce qui requiert environ 15 minutes avant de déclarer

une lame négative. Trois balayages du frottis doivent étre réalisés (figure 2).
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Figure 2: Technique de lecture des lames

Les Bacilles Acido-Alcoolo Résistants (B.A.A.R.) apparaissent roses sur fond bleu.

Les résultats sont quantifiés de la facon suivante : (Codification OMS/UICTMR) (tableauT).

Tableau I: Quantification des bacilles acido-alcolo-résistants

Douteux 1-2 bacilles pour > 200 champs (x 1000) (répéter
I’examen)

<10 1 - 9 bacilles pour 100 champs

+ 10 - 99 bacilles pour 100 champs

++ 1 - 9 bacilles par champ

+++ > 10 bacilles pour 1 champ

VI1.2.2. Traitement et mise en culture

Tous les échantillons pulmonaires nécessitent une étape de traitement pré-analytique
spéciale, avant de les cultiver, appelée décontamination et homogénéisation pour laisser les
bacilles tuberculeux exempts de mucus, de cellules ou de tissus, ainsi que pour éviter le
surcroit de I'organisme commensal qui peut étre présent dans I'échantillon. Cette étape a été
réalisée par la méthode NALC-NaOH pour la culture liquide dans Bact / Alert, qui n’est
disponible qu’au laboratoire de bactériologie de CHU Mohamed IV, et la méthode Kubica,
modifiée par Krasnow, pour la culture sur milieu LJ, qui est basée sur I'emploi simultané de L-
cystéine et du chlorure de benzalkonium. La L-cystéine est un agent mucolytique a action
rapide, le chlorure de benzalkonium détruit la plupart des germes a I’exception des
mycobactéries. Le tampon phosphate garantit que I'échantillon est au pH optimal pour la
culture. L’albumine bovine agit comme agent protecteur. Le prétraitement et la
décontamination des échantillons augmente la concentration des bacilles relativement acides

et assure une détection plus sensible pendant la culture.
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Figure 3: Colonies de Mycobacterium tuberculosis sur milieu de culture Lowenstein-Jensen.

On commence par laisser les réactifs revenir a température ambiante, puis dissoudre
50 mg de réactif R1 dans 10 ml de réactif R2, ce mélange (réactif décontaminant) doit étre
préparé extemporanément. Dans un tube a centrifuger stérile de 50 ml fermé par un bouchon
vissé, on introduit a volume égal 5 a 10 ml de crachat et de réactif décontaminant. On
homogénéise sur un agitateur pendant 30 secondes a 1 min, on laisse agir 15 a 45 min a
température de laboratoire pour décontaminer. On ajoute a ce mélange un volume équivalent
de réactif R3, puis on centrifuge a 3000 tr/min, pendant 20 minutes et éliminer le liquide
surnageant. On remet en suspension le culot dans 1 a 2 ml de réactif R4 pour la mise en
culture. Ce mélange a été ensemencé dans un tube de LJ. Les milieux ont été incubés a 37°C,
et placés verticalement pendant 1 semaine et horizontalement pour les 5 prochaines
semaines. La coloration ZN se fait a partir de colonies suspectes, cultivées sur les milieux LJ
sur une base hebdomadaire jusqu'a la fin de la durée de routine de l'incubation de 6 semaines

(figure 3).

Chaque flacon de culture liquide a été inoculé avec 0,5 ml de I’échantillon aprés un
traitement initial avec du NALC-NaOH. Toute bactérie si présente dans le flacon, produira du
CO2 comme métabolite respiratoire. Lorsque la croissance du microorganisme produit du
CO2, la couleur du capteur perméable aux gaz installé au bas du flacon se transforme en vert
ou en jaune qui, a son tour, sera détectée par le capteur optique de la machine. Tous les

flacons signalés positifs ont ensuite été confirmés par coloration au ZN.
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VI1.2.3. Exdirect sur culture

Les cultures positives sont confirmées par un examen direct aprés coloration de ZA (figure 4).

Technique

Figure 4: Aspect microscopique de Mycobacterium Tuberculosis apres culture

VI1.2.4. ldentification et test de sensibilité

Nous avons confirmé 190 cultures positives sur des préléevements de 152 patients
(ayant chacun de 1 a 3 cultures positives). Nous avons, pour ceci, prélevé une colonie de
chacune pour les mélanger dans un seul tube contenant 2 ml de PBS pour préparer

I’échantillon a tester.

Les cultures positives de I’'année 2015 confirmées au laboratoire de CDTMR ont été renvoyées
a l'institut national d’hygiéne a Rabat (INH) pour identification et étude moléculaire de la
sensibilité aux antibacillaires, le reste des cultures positives incluses dans notre étude ont été
identifiées et testées, soit au laboratoire de CDTMR par technique d’hybridation inverse
GenoType® MTBDRplus, soit au laboratoire de bactériologie de I’'hopital militaire d’Avicenne

par GeneXpert® MTB/RIF.
> Xpert MTB/RIF

L’identification du Mycobacterium tuberculosis et la détection de la résistance a la
rifampicine a été réalisée par la version G4 Xpert, qui comprend des modifications a I'une des

cing sondes de test spécifiques de rpoB (sonde B) et aux parameétres du logiciel analytique
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dans le but de diminuer a la fois les résultats de résistance a la RIF faussement positifs et le

taux de résultat de 5% non déterminé dans certains parametres (figure 5) [4].

PROBE D

PROBEA PROBEC

6'- GCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG - &

3'- CGTGGTCGGTCGACTCGGTTAAGTACCTGGTCTTGTTGGGCGACAGCCCCAACTGGGTGTTCGCGGCTGACAGCCGCGAC - &'

Figure 5: Géne rpoB région déterminant la résistance a la rifampicine

5 sondes : séquence sauvage
1 sonde témoin de la réaction

v Protocole

NN

Puis laissez agir 10

Prenez un flacon de Ajoutez le "Sample Agitez le mélange. : :
reagent” a I'échantillon minutes a

"Sample Reagent”.
température
ambiante.

Agitez le mélange a Laissez agir 30"“ la (.I-:.ﬂ"{?uche Ouvrez le capot de la
nouveau. pendant 5 minutes oo .E-m_ _d . - cartou_chcs_et
supplémentaires. s utilisez la 2 transférez 2mL
pipette pour aspirer d’échantillon dans la
I'échantillon chambre de la
liquéfié. cartouche.

Figure 6: Protocole de préparation du test

La cartouche est chargée dans un module disponible de I'instrument (figure 7), puis le test est
lancé.
Au cours du test, le systéme réalise les étapes suivantes :

1. Il déplace les échantillons et les réactifs dans différentes chambres de la cartouche

pour la préparation d’échantillons,

2. Il hydrate les billes de réactifs,

12
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3. |l effectue des vérifications de la sonde pour assurer que la préparation de I'échantillon
est réussie,
4. |l déplace le mélange de I’échantillon et du réactif dans le tube réactionnel,

5. Il initie les cycles PCR et la détection en temps réel (annexe).

Figure 7: Instrument de GenXpert MTB/RIF

> MTBDRplus

La méthode de dosage moléculaire utilisée pour l'identification et la détection des
mutations responsable de la résistance a la RIF et INH a été effectuée a l'aide du test
GenoType MTBDRplus version 2.0 (Hain Lifescience GmbH). Le test est rapide et précis pour
identifier les cas de TB-MR. En utilisant la PCR multiplex (annexe), les génes responsables de
la résistance aux médicaments, tels que katG, inhA et rpoB, ont été amplifiés (figure 8) et les
amplicons marqués par la biotine résultants ont été hybridés avec des sondes ADN liées a la
membrane sur la bande. Ceci est suivi par l'addition d'un conjugué et d'un substrat pour
détecter des motifs de bande visibles sur la bande, qui est effectué manuellement a I'aide d'un
bain-marie agitateur a 45 ° C. Ensuite, les bandes sont prétes a étre séchées et interprétées

(figure 9) [5,6].
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Figure 8: Amplificateur d’ADN

Figure 9: Carte d’interprétation

Pour chaque géne, le test a été effectué pour tester la présence de sondes de type
sauvage (WT) et mutant (MUT). Chaque bande de I'essai comporte 27 zones de réaction, y
compris six témoins (conjugué, amplification, MTBC, rpoB, katG et inhA), huit rpoB WT (WT-1
a WT-8) et quatre MUT (rpoB MUT Asp516Val, rpoB MUT His526Tyr, rpoB MUT His526Asp et
rpoB MUT Ser531Leu), un katG WT (WT-315) et deux sondes MUT (katG MUT Ser315Thr1 et
katG MUT Ser315Thr2) et deux inhA WT (WT-15 / -16 et WT- 8) et quatre sondes MUT (inhA
MUT1 Cys15Thr, inhA MUT2 Ala16Gly, inhA MUT3A Thr8Cys et inhA MUT3B Thr8Ala). Ce

dosage comprenait trois étapes: l'extraction de I'ADN, I'amplification multiplex par PCR et
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I'hybridation inverse. Ces étapes ont été réalisées dans deux salles séparées de l'installation

avec un acces restreint et un flux de travail unidirectionnel [5].

VIll.  ANALYSE STATISTIQUE

Les données recueillies ont été saisies et codées sur le logiciel Microsoft Office Excel
2007, I’analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SPSS statistics 17.0 ; Les variables
guantitatives ont été exprimées en moyenne + écart-type ou en médiane et percentiles, tandis
que les variables qualitatives ont été exprimées en effectif et pourcentage. Nous avons
subdivisé notre échantillon en deux groupes, pour I’étude des facteurs de risque : groupe
sensible a la RIF et groupe résistant a la RIF. Pour I’analyse statistique univariée, nous avons
utilisé le test-t de Student et le khi-2. Pour I’analyse multivariée, nous avons utilisé la

régression logistique multiple. Un p < 0,05.

15



Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

16



Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

I. CARACTERISTIQUES GENERALES DE LA POPULATION ETUDIEE :

1.1. Données démographigues

1.1.1. Service

Dans notre étude, 152 patients étaient atteints de tuberculose a culture positive, confirmé par

examen direct. La plupart des participants ont été recrutés du CDTMR. (Figure 10)

m CDTMR
m HMA

W Arrazi

Figure 10: Répartition des patients selon le service de recrutement

1.1.2. Le sexe

Dans notre étude, la majorité des participants étaient des hommes, avec un sexe ratio de 3.47

(Figure 11).

B Femme

B Homme

Figure 11: Répartition des patients selon le sexe

1.1.3. L’age
Dans notre étude, I’dge des participants varie de 4 a 82 ans, dont la tranche d’age la plus

fréquente était de 35 a 45 ans, avec une moyenne de 39,7 ans. (Figure 12)
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Figure 12: Répartition des participants selon I'dge

1.1.4. Lieu de résidence

Sur les 152 sujets étudiés, 125 étaient des habitants de Marrakech. (Figure 13)

B Marrakech
M Chichaoua
W Tahenaout
1% )
1% M Bengurir
1% M Azilal
1% M ElKelaa des Sraghna
1% mBenimellal

1% mEssaouira

1 Kasbat tadla

m Safi

m Sidi slimane

Figure 13: Répartition des participants selon le lieu de résidence (n=152)

1.2. Données cliniques et paraclinigues

1.2.1. Conditions prédisposantes

Dans notre étude, 3 patients présentaient une co-infection tuberculose-VIH et 35 patients

étaient tabagiques. (Tableau 2)
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Tableau II: Conditions prédisposantes des participants a I'étude

conditions prédisposantes Nombre (%)
Infection VIH positive 3 (2%)
Tabagisme 35 (23%)
Bas niveau socioéconomique 23 (15,1%)
Diabétique 7 (4,6%)
Sous traitement immunosuppresseur 2 (1,3%)
Sujet agé 11 (7,2%)
Cachexie 1 (0,7%)
pas de conditions prédisposantes évidentes 96 (64,4%)
Ethylisme 2 (1,3%)

1.2.2. Antécédent de traitement antérieur

Sur les 152 cas, 46 patients avaient un profil de traitement anti-bacillaire antérieur inconnu.

(Figure 14)

B Antérieurement
traité

B Nouveaux cas

Figure 14: Répartitions des patients selon |I' antécédent de traitement antérieur (n=106)
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1.2.3. Antécédents tuberculeux

Dans notre étude, plus que la moitié des participants n’avait pas d’antécédent tuberculeux.

(Figure 15)

2% 3%

B Pas d'ATCD
B Rechute
m Contage tuberculeux

B Arrét de traitement

Figure 15: Répartition des patients selon les antécédents (n=152)

1.2.4. Localisation de la tuberculose

Dans notre étude, la majorité des patients avaient une tuberculose pulmonaire. (Figure 16)

B TPM+
HTPMO
W TEP

Figure 16: Répartition des patients selon le diagnostic (n=152)

1.2.5. Nature des prélévements

Dans notre étude, plus que 80% des prélevements étaient des expectorations. (Tableau 3)
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Tableau llI: Nature des prélevements étudié

Nature des prélévements Nombre (%)
Expectoration 128 (84,2%)
Aspiration bronchique 3 (2%)
Tubage gastrique 1 (0,7%)
Liquide pleural 5 (3,3%)
Biopsie pleurale 5 (3,3%)
pus ganglionnaire 8 (7,7%)
LCR 1(0,7%)
Urine 1(0,7%)
Totale 152 (100%)

1.2.6. Examen direct initial

Dans notre étude, I'examen direct des échantillons est positif dans la majorité des cas. (Figure
17)

M Positif

B Négatif
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1.2.7. Evolution des patients sous traitement

L’évolution de nos patients est marquée par la guérison. (Figure 18)

39 1%
1%

M Guérison

M En cours de traitement

1 Perdu de vue
W Rechut

W Décédé

Figure 18: Evolution des patients pendant la durée d'étude (n=152)

Il. ETUDE MOLECULAIRE

11.1. Identification des souches

Parmi les 152 échantillons, 9 souches n’ont pas été détectées par I’étude moléculaire.

Ces souches, ont été considérées comme Mycobacterium non tuberculosis (MNT). Cependant,

les patients infectés par ses souches ont été déclarés tuberculeux et ont pris un traitement

anti-bacillaire. (Figure 19)

Figure 17: K

mCMTB
B MNT

ux (n=152)

Figure 19: Identification des souches isolés (n=152)

22



Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

11.2. ldentification de la résistance a la rifampicine

Le test de sensibilité génotypique des 143 souches du CMTB a objectivé 15 cas de résistance a

la rifampicine dont 3 souches non MDR. (Figure 20)

LN

ER

Figure 20: Proportion de la résistance a la rifampicine (h=143)

I1l. CARACTERISTIQUES CLINIQUES ET SOCIODEMOGRAPHIQUES DES

PATIENTS ATTEINTS DE TUBERCULOSE RESISTANTE A LA

RIFAMPICINE

111.1. Données démographigues

n.1.1.

La majorité de nos patients atteints de tuberculose résistante a la rifampicine ont été recrutés

du CDTMR (figure 21).
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7% 0%

m CDTMR
mHMA

W Arrazi

Figure 21: Répartition des patients atteints de tuberculose résistante a la rifampicine selon le
service

111.1.2.  Sexe

Dans notre étude, on constate que les hommes sont plus touchés par la tuberculose résistante

a la rifampicine. (Figure 22)

B Femme

® Homme

Figure 22: Répartition des patients atteints de tuberculose résistante a la rifampicine selon le

sexe (h=15)

11.1.3. L’age
Dans notre étude, la tranche d’age la plus touchée par la tuberculose résistante a la

rifampicine était de 46 a 60 ans, avec une moyenne de 46.2 ans et une médiane de 48 ans.

(Figure 23)
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Figure 23: Répartition des patients atteints de tuberculose résistante a la rifampicine selon

I'dge (n=15)

111.1.4. Lieu de résidence

Dans notre étude, le M.tuberculosis résistant a la rifampicine touche essentiellement les

habitants de Marrakech. (Tableau 4)

Tableau IV: Lieu de résidence des patients atteints de tuberculose résistante a la rifampicine

Lieu de résidence Nombre (%)

Milieu urbain Marrakech 11 (73,3%)
Essaouira 1 (6,7%)

Milieu rural Tahennaout 2 (13,3%)
Chichaoua 1(6,7%)

Total 15 (100%)

111.2. Données cliniques et paraclinigues

11.2.1. Conditions prédisposantes

Dans notre étude, la majorité de nos patients n’avaient pas de conditions prédisposantes a la

résistance du M.tuberculosis a la rifampicine. (Tableau 5)

25




Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

Tableau V: Conditions prédisposantes des patients atteints de tuberculose résistante a la

rifampicine
conditions prédisposantes Nombre (%)
Infection VIH positive 1(6,7%)
Tabagisme 3 (20%)
Bas niveau socioéconomique 4 (26,6%)
Sujet agé 3 (20%)
RAS 7 (46,7%)
1.2.2. Antécédent de traitement antérieur

Dans notre étude, la tuberculose résistante a la rifampicine a été principalement acquise.
(Figure 24)

H Nv cas Cas anterieurement traité

93,30%

57,80%

20%

6,70%

Sensible Résistant

Figure 24: La relation entre la résistance du complexe M. tuberculosis a la rifampicine et
I'antécédent de traitement antérieur de la tuberculose (h=143)

111.2.3. Localisation de la tuberculose

Sur les 15 cas de tuberculose résistante a la rifampicine, on a trouvé un seul cas de

localisation extrapulmonaire. (Figure 25)
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7%

mTPM+
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TEP

Figure 25: Répartition des patients atteints de tuberculose résistante a la rifampicine selon la
localisation de la tuberculose

111.2.4. Evolution des patients sous traitement

L’évolution de nos patients était marquée par la guérison dans un cas et I’abandon de

traitement dans un autre cas. (Figure 26)

0,
7% 7%
W Gérison
G H Abandon de
traitement
En cours de
traitement

Figure 26: Evolution des patients atteints de tuberculose résistante a la rifampicine pendant la
durée d’étude

IV. L'ASSOCIATION ENTRE LES FACTEURS DE RISQUE ET LA

RESISTANCE A LA RIFAMPICINE

L’analyse multivariée par la régression logistique des facteurs susceptibles d’étre liés
a la résistance du MTB a la rifampicine, nous a permis d’objectiver un seul facteur qui était lié
de facon statistiquement significative, a savoir le traitement anti-bacillaire antérieur ou le

risque est multiplié par 8.9 (tableau 6).
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Tableau VI: Analyse multivariée des facteurs de risque

Analyse multivariée
FDR
O.R IC P

Sexe:
-Masculin %
-Féminin % 0.385 [0.110; 1.440] 0.102
Age (année) 3.698 [0.559;18.311] 0.092
Lieu de résidence :
-Urbain %
-Rural % 0.455 [0.102 ; 2.835] 0.377
VIH :
-positif %
-négatif % 4,421 [0.071 ; 90.289] 0.284
Tabagisme % 0.751 [0.128 ; 3.034] 1
Bas niveau socioéconomique % 2.073 [0.436 ; 7.988] 0.264
Traitement :
~ . e

Antérieurement traité % <0.001
-Nouveau cas % 8.940 [1.252 ; 393.730]

Diagnostic :
-TPM%
-TEP% 2.579 [0.352 ; 114.979] 0.698
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|. RAPPEL

1.1. Histoire de la tuberculose

La tuberculose existe probablement depuis la préhistoire, période s’étendant jusqu’ a
3000 ans avant notre ére. En 2007, une équipe de paléontologues a trouvé, a I'ouest de la
Turquie, des fragments osseux d’un fossile humain appartenant a ’espéce Homo Erectus et
présentant des lésions intracraniennes caractéristique d’une infection par Leptomeningitis
tuberculosa a l'origine de la méningite tuberculeuse [7]. Cette étude soutient que la
tuberculose remonterait a plus de 300 000 ans, ce qui reste a confirmer puisque le diagnostic
établi reste prématuré [8]. D’autre analyse sont indispensables pour l'interprétation de ces
Iésions sur les fragments humains retrouvés sur le site de Kocabas. D’autres études non
controversées, ont été faites a partir de lésions tuberculeuses trouvées sur des fragments d’os
de momies originaires des trois continents. En Amérique, dans le Nord du Pérou ou encore
dans le Sud du Chili, les lésions tuberculeuses trouvées dataient avant 6000 ans av.J.-C [9]. En
Afrique, elles furent observées dans la région méridionale d’Egypte (2050 av.J.-C) [10] et en
Asie, dans la population Chinoise, il y a 2000 ans [11]. Initialement appelée « phtisie », cette
maladie souvent mortelle et la plus répandue de tous les temps, fut renommeée « tuberculose »
par Johann Lucas Schonlein en 1834 [12,13]. En 1679, pour la premiere fois Francois de Le
Boe a identifié des nodules qui évoluent en abceés et cavités comme étant des lésions
caractéristiques des patients phtisiques [14]. Ce n’est qu’en 1865 que Jean-Antoine Villemin a
suspectée la nature microbienne de la tuberculose en reproduisant une infection analogue a la
phtisie sur des lapins et des cochons d’Inde, et ce, aprés les avoir inoculés avec un homogénat

préparé a partir de lésions tuberculeuses [12].

En 1882, Robert Koch annonce la découverte de I'agent pathogéne de la tuberculose
appelé bacille de Koch [15]. Gaspard Laurent Bayle (1774-1816) a prouvé que les bacilles
tuberculeux sont la cause de la maladie, et non une conséquence de celle-ci. Le nom «
tuberculose » a vu le jour suite a cette découverte de Bayle. Le terme tuberculose a été utilisé

pour définir la maladie causée par ces tubercules. Cependant, c’est un peu plus tard que le
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germe causant la tuberculose sera formellement identifié. Le 24 Mars 1882, Robert Koch
rendit publique sa découverte de I'agent pathogéne de la tuberculose (TB), Mycobacterium
tuberculosis. Cette découverte a été rejetée par le monde scientifique, dans un premier temps,
avant d’étre accepté mondialement. En 1905, il recut le prix Nobel de médecine et de

physiologie pour ses recherches scientifiques [15,16].

En 1895, Wilhelm Rontgen découvrit les rayons X, cette découverte conduira au
développement de la technique de radiographie. En 1896, Bouchard décrit les premieres
applications des rayons X sur | »étude de la TB pulmonaire, cet examen devient rapidement

indispensable pour le diagnostic et le suivi des patients tuberculeux.

L’introduction des sanatoriums (figure 27 et 28) fut un événement majeur de la fin du
19eéme siécle pour le traitement antituberculeux. Ces établissements proposaient aux patients

une nourriture équilibrée, une cure d’air frais, de lumiéere et de soleil.

Figure 28: timbre illustrant le sanatorium antituberculeux de Ben-Smim [1 8]
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Une avancée déterminante est apportée par les bactériologistes francais Calmette et
Guérin en 1921, avec la mise au point du premier vaccin contre la tuberculose [19]. lIs
arriverent a ce résultat grace a des milieux de cultures spécifiques qui diminuaient la virulence
de la bactérie de la tuberculose bovine (M.bovis). La technique de coloration mis au point par
Paul Ehrlich (biologiste allemand, 1854-1915) fut améliorée par Ziehl et Neelsen en mettant
en évidence une propriété déterminante dans la détection de ces bactéries : leur caractere

acido-alcoolo-résistant.

Un nouveau challenge dans la lutte contre la tuberculose, la chimiothérapie vit le jour
vers la fin de la seconde guerre mondiale. Dans ce sens, des tests furent menés avec des
antibiotiques tres réputés et souvent utilisés contre les maladies infectieuses ; la pénicilline et
les sulfamides, sans effets sur M.tuberculosis. Le premier antibiotique isolé, I'actinomycine
extraite de divers Streptomyces, inhibe la croissance de ces bactéries en bloquant la
progression de I’ARN polymérase. Cette molécule découverte par Selman Abraham Waksman
en 1940, fut trop toxique en thérapie humaine ou animale [20]. Elle laissa la place a la
streptomycine, découverte 2 ans plus tard. Mais la monothérapie avec cette derniere entrainait
I'apparition de souche résistante a la streptomycine. La combinaison avec d’autres
antibiotiques comme I'acide paramino-salicylique (1949), I'isoniazide (1952), le pyrazinamide

(1954), la cyclocyrine (1955), I’éthambutol (1962) et la rifampicine (1963), pallia ce probléme.
1.2. Taxonomie

L’espéce M. tuberculosis appartient a la classe des actinobactéries, a I'ordre des
Actinomycétales, a la famille des Mycobacteriaceae et au genre Mycobacterium [21]. Les
mycobactéries comprennent plus de 100 especes, il inclut les parasites obligatoires, les
saprophytes ainsi que les formes intermédiaires. Ces espéces sont ubiquitaires et peuvent étre
détectées dans les échantillons cliniques ou dans les sources environnementales, elles

peuvent étre la cause de maladies diverses aussi bien chez I’lhomme que chez I’'animal.
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Le genre Mycobacterium comprend le complexe « Mycobacterium tuberculosis »
(MTBC), les mycobactéries non cultivables et les mycobactéries atypiques ou encore appelées

«Mycobactéries Non Tuberculeuses» (MNT) (figure 29).

Le complexe M.tuberculosis est constitué de 7 sous-especes : M.tuberculosis et
M.africanum dont le réservoir naturel est préférentiellement humain, Mycobacterium bovis,
M.microti, M.pinnipedii [22], M.caprae et M.canettii dont le réservoir naturel est animal
[23,24]. Ces nouveaux candidats passant du statut d’espéce a sous-espéce, ont été mis en
évidence par des techniques d’hybridation ADN /ADN, qui ont confirmé des homologies
supérieures a 99% [25,26]. On voit apparaitre de plus en plus de cas d’infection zoonotique
par M.microti [24 ;27], M.cannetti, M.tuberculosis [28], cependant les cas les plus fréquents
concernent M.bovis [29]. Les mycobactéries du MTBC sont des pathogénes spécifiques,

génétiquement tres liées [30], elles sont naturellement sensibles aux antituberculeux.

Domaine:
Bacteria

Classe:
Actinobacteria

i
Ordre:
Actinomycetales

L
Famille:
Mycobacteriaceae

L4
Genre:
Mycobacterium

Espéce:

— N .
Mycobactéries non Complexe Mycobactéries
cultivables: M.tuberculosis atyp 1\ ques
\ A \
M.tuberculosis

M.africanum s ; 1'“’;;":"'_
= », o
Mcanetti intracellulaire,

M.leprae M.Microti M.marinum,
M.lepraemunium M. bovis M. kansasii,
M.xenopi,

M.pinnipedii e
M.simiae...

M.caprae

Figure 29: Représentation schématique des mycobactéries
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1.3. Caractéres bactériologiques

1.3.1. Caractéres morphologiques

Les bacilles tuberculeux apparaissent généralement comme des batonnets droits ou
légérement incurvés. Selon les conditions de la croissance et de I'dge de la culture, les bacilles
peuvent varier en taille et en forme a partir de courte coccobacilles a de longs batonnets [31].
Les dimensions des bacilles ont été rapportés pour étre 1-10 um de long (généralement de 3
a5 um), et de 0,2 a 0,6 um de largeur. (Figure 30 et 31). De ce fait, la longueur du micro-

organisme est comparable au diamétre du noyau d'un lymphocyte [32].

M.tuberculosis est un parasite intracellulaire qui partage avec les autres
mycobactéries la caractéristique de posséder une forte teneur en lipides (40-60% du poids sec
de la paroi) [33]. Parmi ces lipides, les acides mycoliques conferent aux mycobactéries une
particularité de coloration dénommeée acido-alcoolo résistance qui permet de les différencier

de la majorité des autres bactéries lors de la coloration de Ziehl-Neelsen.

L’enveloppe des mycobactéries est constituée schématiquement de l'intérieur vers
I’extérieur, d’une membrane plasmique semblable, croit-on, a celles d'autres bactéries.
D’une paroi, composée outre de peptidoglycane, d’acides mycoliques exclusifs aux
mycobactéries et a l'arabinogalactane, qui forme une barriere hydrophobe, les protéines de
transport dans la membrane plasmique et les porines dans la couche d'acide mycolique
permettent le passage de substances hydrophiles. Au-dessus de cette couche se trouve une
capsule, (ou pseudocapsule car elle n'est pas liée par covalence au reste de l'enveloppe)
constituée de polysaccharides, de protéines et de lipides [34]. La technique de cryo-
microscopie électronique en section vitreuse (CEMOVIS, Cryo-Electron Microscopy of Vitreous
Sections) a récemment permis de visualiser la structure fine de I'enveloppe et de mettre en
évidence une bicouche lipidique appelée mycomembrane (ou membrane externe) [35,36].
L’épaisseur de la mycomembrane ou membrane externe a été estimée a 7-8 nm pour les

mycobactéries. [37,38]. (Figure 32).
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Figure 30: Aspect microscopique de Mycobacterium Tuberculosis aprés coloration de Ziehl-

Nielsen [31]
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Figure 31: image de Mycobacterium tuberculosis par microscope électronique (Courtesy of M.
Rohde —M. Singh) [31]
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Figure 32: Modeéle d’organisation de I’enveloppe des mycobactéries [35 ;39]

Au niveau de la mycomembrane, les acides mycoliques sont modélisé en Noir, en bleu foncé : les
phospholipides (longueur 16- a 18- carbone), en bleu clair : les GPLs, en gris clair : les porines,
en orange : les dimycolate de tréhalose, en rouge : les monomycolate de tréhalose. Les acides
mycoliques et les mycolates de tréhalose sont repliés selon la conformation proposée par
Villeneuve et collaborateurs [40,41]. Les phospholipides de la membrane plasmique sont
représentés en orange et marron.

1.3.2. Caractéres culturaux

La qualité nutritionnelle de I'environnement détermine le mode de vie du bacille et
ses limites, que ce soit dans I'habitat naturel ou dans les milieux de cultures, comme la

disponibilité de I'oxygene, la température, le pH et la salinité.

Les bacilles ont la capacité de s’adapter a n’importe quel environnement et ce en
adoptant différents modes physiologiques les rendant a méme de survivre dans les pietres
conditions. Il a été prouvé que durant lI'infection des souris par le M. tuberculosis, son
métabolisme peut passer d’un mode aérobic, carbohyrate-métablolisant a un autre mode plus

microaérophile utilisant des lipides [42].

Ces démonstrations, qui ont été rapportées il y a longtemps, ont été soutenues ces
derniers temps par le séquencage complet du génome de M. tuberculosis dans lequel un
nombre inhabituellement élevé de génes supposés impliqués dans le métabolisme des acides
gras ont été identifiés. Ce phénomeéne peut étre lié a la capacité du pathogéne de croitre ou
de persister dans les tissus hotes ou les acides gras peuvent étre la principale source de

carbone [43].
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In vitro, les membres du complexe M. tuberculosis ne sont pas endommagés par
certains agents nocifs. En fait, le milieu utilisé par Koch pour cultiver M. tuberculosis était
simplement du sérum sanguin coagulé stérile. Les bacilles tuberculeux peuvent également
croitre dans des solutions salines utilisant du glycérol comme source de carbone, des ions
ammonium et de l'asparagine comme sources d'azote, et des micronutriments. L'albumine,
qui est normalement fournie par I'ajout d'ceufs ou de sérum d’albumine bovine aux milieux de

culture, favorise la croissance de ces microorganismes [44].

Le magnésium et le fer sont essentiels a la vie. Une carence de ces éléments réduit

fréquemment la virulence des bactéries, y compris le bacille tuberculeux.

Dans la nature, le bacille se développe mieux dans les tissus a forte concentration
d'oxygéne avec une tension partielle, tels que les poumons dont les lobes supérieurs, en
particulier, sont bien aérés. Le dioxyde de carbone est aussi essentiel et peut étre prélevé
dans lI'atmosphére. En laboratoire, une atmosphére de 5 a 10% de ce gaz favorise la croissance

de la culture, au moins pendant la phase initiale d'incubation [31].

M. tuberculosis est mésophile et neutrophile, sa multiplication étant limitée a des
conditions offertes par les animaux a sang chaud: environ 37 ° C et un pH neutre. Les
intervalles de température et d'ions d'hydrogene, dans lesquels le bacille est capable de se
multiplier, sont relativement étroits. Une concentration saline élevée telle que celle trouvée

dans un milieu contenant du chlorure de sodium a 5%, inhibe sa croissance.

Dans des conditions de laboratoire favorables, M. tuberculosis se divise toutes les 12
a 24 heures. Ce rythme est extrémement lent par rapport a celui de la plupart des bactéries
cultivables, qui se reproduisent a des intervalles réguliers allant d'environ 15 minutes a une

heure.

Le taux de croissance lent pourrait étre partiellement di a l'imperméabilité de la
paroi cellulaire qui limite I'absorption des nutriments. Cependant, un simple stimulus minimal
de la multiplication bactérienne est obtenu lorsque la perméabilité est augmentée par le

traitement avec certains composants qui interagissent avec l'enveloppe cellulaire. Hershey et
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Ramakrishnan ont identifié la synthese de l'acide ribonucléique (ARN) comme un facteur
important lié a la longue génération du bacille tuberculeux. lls ont démontré que le taux
d'ARN par rapport a I'ADN et le taux d'allongement de la chaine d'ARN sont dix fois plus
faibles chez M. tuberculosis comparativement a £. coli [45]. De plus, lorsque le bacille de la
tuberculose passe de la phase stationnaire a la phase active de multiplication, sa teneur totale
en ARN augmente seulement de deux fois. Par conséquent, la synthése des protéines doit étre
retardée [46]. Et donc, l'influence de la disponibilité des éléments nutritifs sur la vitesse de
synthése des ribosomes, qui est un indicateur de I'activité métabolique, demeure controversée
[47].

1.3.3. Caracteres biochimigues

La niacine (acide nicotinique) joue un role vital dans la vie organique, car elle
intervient dans les réactions d'oxydoréduction du métabolisme énergétique et dans les
processus de réparation de I'ADN. Bien que toutes les mycobactéries produisent de la niacine,
la plupart d'entre elles I'emploient dans la synthése des coenzymes. En revanche, M.
tuberculosis produit et accumule des quantités importantes de niacine résultant d'un
processus de dégradation trés active du dinucléotide nicotinamide-adénine et de l'incapacité
de traiter la niacine résultante [48]. In vitro, M. tuberculosis, "M. Canettii ", et certains isolats
de M. africanum excrétent la niacine hydrosoluble dans les milieux de culture, dont la

détection est extrémement utile pour l'identification définitive.

Comme beaucoup d'aérobies, y compris d'autres mycobactéries, le bacille
tuberculeux dépend de certaines enzymes pour détoxifier les radicaux oxygénés mortels, tels
que les peroxydes et H202, qui sont autogénérés pendant la respiration ou produits par les
phagocytes de I'h6te. La principale enzyme antioxydante de M. tuberculosis qui peut
hydrolyser le H202 est une catalase-peroxydase thermolabile avec a la fois des activités de
catalase et de peroxydase. La stabilité thermique de cette enzyme est un marqueur du
complexe de M. tuberculosis. Ce dernier a également une alkyl-hydroperoxydase alternative,

qui est supposée compenser le manque d'activité catalase. Paradoxalement, la catalase n'est
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pas seulement autoprotectrice mais peut également étre autodestructrice car elle active le

promédicament antituberculeux INH.

Méme si M. tuberculosis préfere 'ammonium et l'asparagine, il peut utiliser de facon
insuffisante les nitrates et les nitrites comme seules sources d'azote in vitro. M. tuberculosis a
une enzyme liée a la membrane cellulaire qui réduit rapidement le nitrate et conduit a
I'accumulation de nitrite. Contrairement aux autres mycobactéries, Tuberculose nitrate
réductase est en permanence trés active in vitro indépendamment des conditions de culture

[49].

M. tuberculosis est capable de produire de I'ammoniac a partir de l'urée par une
réaction induite par l'uréase. L'ammonium peut ensuite étre utilisé par le microorganisme
pour la biosynthése. Elle peut également étre importante pour l'acquisition d'azote, son
activité augmente lorsque les sources d'azote sont limitées [50]. De plus, l'alcalinisation
consécutive du microenvironnement par les ions d’ammonium pourrait inhiber la maturation
des phagolysosomes et contribuer a la maturation défectueuse des molécules majeures

d'histocompatibilité de classe Il des monocytes hotes [51].

1.3.4. Caractéres antigénigues

Le lipoarabinomannane est un glycolipide de haut poids moléculaire, résistant a la
température, composant majoritaire de la paroi bactérienne [52]. Cette molécule n’est pas
spécifique pour le complexe MTB mais plusieurs groupes ont montré la présence de
concentrations mesurables de lipoarabinomannane dans les expectorations [53] ou dans les

urines des patients atteint de tuberculose [54].

L’antigéne MPT64, est une protéine incriminée dans la virulence et secrétée par les
mycobactéries du complexe tuberculosis a I'exception de certaines souches de M. bovis BCG,

dont la souche vaccinale Pasteur [55].

1.3.5. Caractéres géniques

La recherche sur la tuberculose a fait d'énormes progrés avec la disponibilité de la

séquence génomique de la souche type M. tuberculosis H37Rv. Qui a révélé une séquence de
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4 411 529 pb, dont 3989 génes (Figure 33), et se caractérise par un contenu en guanine et
cytosine (G+C) élevé estimé a 65.6% [56,57]. Une caractéristique qui a été associée plus

souvent aux procaryotes aérobies [58].

Il existe un certain nombre de séquences d'ADN répétitives dans le génome de M.
tuberculosis, y compris les séquences d'insertion (IS), la région de répétition directe (DR), les
répétitions en tandem polymorphiques principales (MPTR) et la séquence répétitive

polymorphe riche en GC (PGRS) [59].

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Le cercle extérieur montre I'échelle dans Mb, avec 0 représentant I'origine de la réplication. Le
premier anneau de l'extérieur indique les positions des génes d'ARN stables (les ARNt sont bleus,
d'autres sont roses) et la région de répétition directe (cube rose); Le deuxié€me anneau vers
l'intérieur montre la séquence codante par brin (dans le sens des aiguilles d'une montre, vert
foncé, dans le sens inverse des aiguilles d'une montre, vert clair); Le troisieme anneau représente
I'ADN répétitif (séquences d'insertion, orange, famille 13E12 REP, rose foncé, prophage, bleu); Le
quatriéme anneau indique les positions des membres de la famille PPE (vert); Le cinquiéme anneau
montre les membres de la famille PE (violet, excluant PGRS); Et le sixieme anneau montre les
positions des séquences PGRS (rouge foncé). L'histogramme (centre) représente le contenu G + C,
avec <65% G + C en jaune et> 65% G + C en rouge [56].
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1.4. Caractéres épidémiologies

1.4.1. Mode de transmission

L’infection tuberculeuse se transmet essentiellement par voie aérienne a partir d’un
malade atteint de tuberculose pulmonaire, bronchique ou de la sphére orolaryngée. Lorsque le
patient tousse ou éternue, il émet des particules infectantes. Il s’agit des « gouttelettes de
Flugge » qui peuvent rester en suspension dans I'air et qui sont susceptibles d’étre inhalées
par les sujets contacts. Les autres modes de contamination telle la voie digestive ou

cutanéomuqueuse sont exceptionnelles [60].

La contagiosité d’'un patient est liée a la quantité de bacilles présents dans ses
crachats. Les patients positifs a I’examen microscopique direct des crachats sont de loin les
plus contagieux. Ceux positifs a la culture mais négatifs a I’examen microscopique sont
moins contagieux. Les patients dont la microscopie et la culture de crachats sont négatifs ne
sont habituellement pas contagieux. En général, le risque d'infection chez les contacts
familiaux des patients tuberculeux est de 30% [61]. La transmission est rapidement réduite

avec un traitement efficace. [62,63]

1.4.2. Mode de diffusion

Si les quelques bacilles contenus dans les gouttelettes de Flugge parviennent au
niveau des alvéoles pulmonaires, ils peuvent alors se multiplier et étre a I'origine d’une
primo-infection tuberculeuse (PIT). Lors d’une PIT, les bacilles tuberculeux sont phagocytés
par des macrophages dans lesquels ils vont survivre et pouvoir se multiplier. Aprés quelques

Figure 33: Représentation schématique du génome de M. tuberculosis H37Rv
jours de multiplication, les macrophages migrent passivement vers les ganglions satellites du

foyer primaire par les vaisseaux lymphatiques. Il y a alors dissémination des bacilles
tuberculeux dans I’organisme et activation des lymphocytes T. Une immunité cellulaire
retardée se développe, perceptible par le test cutané a la tuberculine ou intradermoréaction
(IDR). Au niveau des alvéoles pulmonaires, il se forme alors un granulome ou tubercule
constitué d’un noyau de macrophages infectés dégénérés (épithélioides) ou fusionnés,

entouré de lymphocytes T et d’'une couronne fibroblastique [64] (Figure 34). Au centre du

41



Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

granulome, contenant des bacilles tuberculeux quiescents, il peut apparaitre une nécrose
riche en lipides ou caséum. Cette lésion n’est généralement pas repérable cliniqguement

(asymptomatique) ou par radiographie mais peut néanmoins étre détectée par IDR.

Pour les patients immunocompétents, on estime que dans 5% des cas, la PIT peut
évoluer en tuberculose maladie ou tuberculose patente dans les 2 ans qui suivent la primo-
infection et que dans 5 autres pourcents, cette évolution ne se fera que plusieurs années plus
tard [65]. De nombreux facteurs influencent cette transition telle que I’age du patient infecté
(enfants de moins de 15 ans et personnes agées) ou son statut immunitaire (personnes
immunodéprimées) [65]. Chez des patients immunodéprimés, cette évolution est beaucoup
plus fréquente puisqu’on estime que 50% des patients immunodéprimés infectés par
M.tuberculosis développeront une tuberculose maladie dans les deux ans suivant leur
infection. De plus, il a été montré qu’un taux de 5 a 10% des patients porteurs d’une

tuberculose latente et contractant le VIH développent une tuberculose maladie par an [65,66].

Lors de la transition de la tuberculose latente en tuberculose pulmonaire, il y a
évolution du granulome par liquéfaction du caséum et création d’une cavité trés riche en
bacilles tuberculeux viables. Les bacilles retrouvent des conditions favorables a leur évolution
(présence d’oxygéne), et reprennent leur multiplication. lls envahissent alors I’ensemble des
bronches entrainant une réaction inflammatoire intense provoquant toux et expectoration
chronique. C’est a ce stade que le patient est le plus contagieux [67]. Apres dissémination via
la circulation sanguine et lymphatique de bacilles tuberculeux, ceux-ci peuvent se développer
et provoquer des lésions dans de nombreux autres organes tels que les os (mal de Pott), les
méninges (méningite tuberculeuse), les reins, etc. On parle alors de tuberculose extra-

pulmonaire.
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Figure 34: le cycle infectieux du M.tuberculosis [68]

1.4.3. Facteurs favorisants

Le degré de contact entre une personne atteinte de tuberculose contagieuse et son
entourage, détermine le niveau de risque de transmission. En fait, ce dernier dépend a la fois
de la notion de confinement, de proximité et de durée du contact [69]. Toutefois, il n’existe
pas un seuil minimal de durée mettant a I'abri de ce risque, qui peut se manifester en un

contact unique en cas de manceuvres médicales [71].

En effet, quelles que soient les circonstances, la maladie tuberculeuse est le résultat
d’'un déséquilibre entre la charge bactérienne tuberculeuse (les bacilles présents dans
I'organisme) et les défenses de I’organisme incapables, pour diverses raisons, de s’opposer a
la multiplication des bacilles. Chez les enfants la maturation immunitaire est un déterminant
majeur chez les nourrissons (<2 ans) étant au plus haut risque de développement de la
maladie et de sa diffusion potentielle [71]. Les facteurs de risque pour la maladie de

tuberculose qui découlent de ces notions peuvent étre cumulés (tableau 7) [72].
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Par ailleurs, Le role de facteurs génétiques dans la prédisposition a la tuberculose a
été suggéré par plusieurs études épidémiologiques, comme la mise en évidence de fortes
différences interethniques, qui montre, en particulier, une prévalence de la maladie plus forte

dans les populations d’origine africaine que dans celles d’origine caucasienne [73].

Tableau VII: Facteurs de risque pour la tuberculose maladie [72]

En rapport avec I'insuffisance des moyens de
En rapport avec le contage tuberculeux )
défense

- Contage récent ou répété _
_ _ -Enfants, surtout de moins de 2 ans
-Tuberculoses non ou insuffisamment
-Adolescents, jeunes adultes, sujet de plus

de 65 ans

-Traitement immunodépresseur

traitées
-Expositions professionnelles

-Promiscuité .
o _ _ -Affections diverses : infection a VIH,
-Séjour ou migration en provenance d’une i R
. dénutrition, diabete, IRCT, gastrectomie, etc.
zone de haute prévalence de tuberculose

1.4.4. Statistiques épidémiologique

1.4.4.1. Statistiques mondiale

La tuberculose est une maladie relevant de la santé publique par son caractére
potentiellement épidémique. Elle figure sur la liste des maladies a déclaration obligatoire, de
ce fait, I’émergence d’éventuelles épidémies est fortement surveillée d’autant plus que

I’incidence et la prévalence de I'infection dans certains pays sont préoccupantes.

Bien que l'incidence mondiale de la tuberculose ait tendance a décroitre, cette
maladie représente un fléau menacant pour de nombreuses populations. L’épidémie globale
de tuberculose semble étre liée a la pauvreté, la promiscuité, les conditions de vie précaires,

ou d’autres aspects socio-démographiques et socio-économiques difficiles [74,75].

En 2015, on estimait a 10,4 millions le nombre de nouveaux cas (incidents) de
tuberculose dans le monde, dont 5,9 millions (56 %) chez les hommes, 3,5 millions (34 %)
chez les femmes et 1 million (10 %) chez les enfants. Les personnes vivant avec le VIH

représentaient 1,2 million (11 %) sur I’ensemble des nouveaux cas de tuberculose (figure 35)

[1].
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En 2015, le plus grand nombre de nouveaux cas de TB a été enregistré dans Six pays
représentant 60 % des nouveaux cas : I'Inde, I'Indonésie, la Chine, le Nigéria, le Pakistan et
I’Afrique du Sud. Les progrés accomplis a I'échelle mondiale sont tributaires des avancées
majeures en matiere de prévention et de soins de la tuberculose dans ces pays. Dans le
monde entier, le rythme de diminution de I'incidence de la tuberculose est resté a seulement
1,5 % de 2014 a 2015. |l faut accélérer la tendance pour parvenir a une réduction annuelle de
4%a5 %d’icia 2020 et atteindre les premiers jalons de la Stratégie de I’'OMS pour mettre fin

a la tuberculose [1].

La tuberculose reste I'une des maladies transmissibles causant le plus de décés dans
le monde. Selon les estimations, 1,4 million de décés en 2015 étaient dus a la tuberculose et
0,4 million de déces supplémentaires concernant les cas de tuberculose chez les personnes
vivant avec le VIH. Bien que le nombre de décés par tuberculose a baissé de 22 % entre 2000
et 2015, la tuberculose demeure I'une des 10 principales causes de déces dans le monde en

2015 [1].

Figure 35: Incidence de la tuberculose par pays, 2015 [1]

L’OMS estime que la lutte mondiale contre la TB est confrontée a la propagation des
bacilles MDR et XDR dans toutes les régions du monde. La forme ultra-résistante (UR ou TB-

XDR) concerne 9.5 % des patients présentant une tuberculose MR notifiée. Environ 3,9% des
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nouveaux cas de TB dans le monde sont dus a des souches multi-résistantes, cette proportion
est bien plus grande chez les patients déja traités et atteint 21% en 2014. En 2015, on estime
que 480 000 personnes ont développé une tuberculose multirésistante (MR) et 100 000 autres
ont développé une tuberculose résistante a la rifampicine et ces dernieres étaient également
de nouvelles personnes remplissant les conditions pour un traitement de la tuberculose-MR.
La fréquence de la TB-MDR varie sensiblement d’un pays a I'autre. 45 % du total de 580 000

cas sont concentrés en Inde, en Chine et en Fédération de Russie (figure 36, 37 et 38) [1].

* Figures are basad on the most necent yaar Boe wiich daia haves been niporied, which viries semoeg countries. Duta reported belone the yuar 2001
e Nt shoves

Figure 36: Cas notifiés de la TB-MDR chez les nouveaux cas, 2015 [1]
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Figure 38: Pourcentage de cas de tuberculose confirmés bactériologiquement testés pour la
tuberculose résistante a la rifampicine, 2015 [1]

Par ailleurs, En 2015, 7579 cas de TB-XDR ont été détectés par 74 pays, dont 7234

patients ont été inscrits au traitement (plus du double du niveau en 2014). (Figure 39). La
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plupart des cas en 2015 ont été notifiés par I'Inde (2130), I'Ukraine (1206), la Fédération de

Russie (1205) et I'Afrique du Sud (719) [1].

Figure 39: Patients avec TB-XDR confirmé, ayant commencé le traitement en 2015[1]

Récemment, plusieurs rapports ont décrit une nouvelle forme de résistance, il s’agit d’une
TB totalement résistante (TB-TDR) [76,77]. Cette définition est confrontée au fait que pas tous
les laboratoires testent tous les ATB. Aussi, il n’y a pas une liste consensus pour tous les ATB
et enfin, le fait de donner la nomenclature TDR laisse penser que cette forme de résistance est

incurable et que les patients ne seront pas traités par les ATB disponibles [77].

1.4.4.2. Statistigues national

La tuberculose demeure un probléme majeur de santé publique au Maroc.

Un total de 31.542 cas de tuberculose, toutes formes confondues, a été notifié
définissant une incidence de 91 cas pour 100 000 habitants. La proportion de la forme
extrapulmonaire (TEP) était la plus élevée, avec 53% des cas, contre 47% des cas de

tuberculose pulmonaire [2].

En 2016, 238 patients ont développé une TB pharmaco-résistante [2].
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La maladie affecte les hommes plus que les femmes avec un sexe ratio de 1,5. Dans
pres de 63% des cas, la TB touche une population jeune et active d’dge compris entre 15 et 45

ans, réduisant ainsi leur capacité d’activité et le rendement économique de la communauté

[2].

Selon le systeme de surveillance épidémiologique, 87% des cas notifié sont
concentrés dans les zones les plus urbanisées et les plus peuplées du pays (78% de la
population national), notamment les régions de Casablanca-Settat, Rabat-Salé-Kenitra,
Tanger-Tétouan-Al-Hoceima, Fes-Meknés, Marrakech-Safi et Souss-Massa avec une

incidence dépassant la moyenne nationale [2]. (Figure 40).
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Figure 40: Distribution proportionnelle, par région, des cas de TB rapporté en 2016[2]

L’atteinte de la cible 6-C des Objectifs du Millénaire pour le Développement, a
inversé la tendance de TB entre 1990 et 2015 ; selon les données officielles de ’'OMS pour le
Maroc : I'incidence estimée par ’'OMS a baissé de 27% et la mortalité a baissé de 59% (figure

41) [2].

Cela a été possible griace aux performances du Programme National de Lutte
Antituberculeuse (PNLAT), notamment : le taux de détection de TB, passé de 75% a 83%, a
permis de diagnostiquer et de prendre en charge de plus en plus de cas prévalant ; le taux de

succes thérapeutique a été maintenu a plus de 86% depuis 1995 ;le taux d’interruption du
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traitement et de perdus de vue a été abaissé a 7,4% ; la prévalence de TB multi-résistante a

été maintenue trés basse : 1% de résistance primaire et 8,7% de résistance secondaire [2].
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Figure 41: Evolution du hombre de cas et de l'incidence de la TB au Maroc, 1991-2016 [2]

» Physiopathologie :

Une fois inhalés, les bacilles tuberculeux sont déposés au niveau des espaces
alvéolaires distaux, le plus souvent au niveau des zones pulmonaires supérieures, ou ils sont
phagocytés [79]. Leur survie dans le poumon dépendra de leur pathogénicité, de leur
virulence et de la capacité des cellules hotes pour les éliminer. Les macrophages alvéolaires et
les cellules dendritiques (CD) sont la premiére ligne de défense contre le Mycobacterium
tuberculosis (immunité innée) [80]. Ces bactéries ingérées sont ensuite détruites par
phagosome-lysosome fusion et acidification (par H202 et d'autres oxygéne réactif
intermédiaires) mais le M. tuberculosis peut renverser ce processus et échapper a la

destruction [81].

Les cellules dendritiques activées, migrent jusqu’aux ganglions, y présentent les
peptides bactériens aux lymphocytes T CD4 naifs, qui aprés différenciation, retournent dans
le poumon orchestrer la réponse anti-infectieuse. On y retrouve les trois types cellulaires
indispensables a une réponse protectrice contre le BK : les macrophages, les lymphocytes T
CD4 Th1 et les lymphocytes T CD8. Les lymphocytes T CD4 Th1 sont les cellules principales

de la réponse anti-M. tuberculosis, et les cytokines majeures sont I'IFNy, I'interleukine 2 (IL-
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2) et le facteur de nécrose des tumeurs alpha (TNFx). L'IFNy a undle pivot pour I’activation
des macrophages [82]. Les lymphocytes T CD8, capables aussi de produire de I'lIFNy, ont pour

role de lyser les macrophages infectés et inefficaces [83].

Au niveau des ganglions, les cellules dendritiques infectées, participent a la
dissémination du M.tuberculosis par voie lymphatique. Cette dissémination est a |'origine des
formes extrapulmonaires. La survie des macrophages infectés permet aux mycobactéries de
persister et méme de proliférer avant que la réponse immunitaire adaptative sera activée par
les cellules T spécifique qui ont été sélectionnés dans les ganglions lymphatiques régionaux;
généralement dans 2-3 semaines apres l'infection primaire [84]. Cela aboutit a la formation

de la lésion initiale pulmonaire (granulome primaire) (figure 42).
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Figure 42: Structure et constituants cellulaires du granulome tuberculeux [85]

L'infiltration tardive du granulome primaire par les CD4+ et CD8+ va aboutir a la
formation d’un granulome plus large et plus organisé, dont il apparait une nécrose riche en
lipides (nécrose caséeuse) qui est trés évocatrice d’une infection par le bacille de la

tuberculose sur les coupes histologiques.

L’infection par Mycobacterium tuberculosis se caractérise par une réponse
immunitaire spécifique essentiellement de type cellulaire, accompagnées par I'immunité a

médiation humorale. Lu et al.[86] ont constaté que les anticorps produits chez des personnes
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atteintes de tuberculose latente sont plus efficaces pour inhiber in vitro la croissance de M.
tuberculosis que ceux qui sont produits chez des personnes atteintes d'une maladie active.
Plus précisément, les chercheurs ont constaté que les IgG obtenues chez des personnes
présentant une infection latente étaient supérieures aux IgG obtenues chez des personnes
ayant une infection active en ce qui concerne la promotion de l'activation de l'inflammasome,
la fusion phagolysosomale et la destruction des mycobactéries phagocytées par les
macrophages. Zimmermann et al. [87] ont comparé les anticorps monoclonaux IgA avec les
anticorps monoclonaux IgG et ont constaté que les isotypes IgA inhibaient l'infection d'une
lignée cellulaire épithéliale et que les isotypes IgG favorisaient l'infection. De méme, la
maitrise des propriétés antimicrobiennes des anticorps pour la prévention et le traitement de

la tuberculose n'a pas été réussie [88].

Le développement du granulome est asymptomatique, son diagnostic repose sur la
positivité de la réaction cutanée a la tuberculine (RTC), témoin de I'allergie tuberculinique, ou
la libération in vitro d’IFNy par les lymphocytes sensibilisés par M.tuberculosis: interferon
gamma release assay (IGRA) [72]. La nécrose caséeuse s'accumule dans le granulome et se
ramollit, ce qui aboutit a la nécrose et au collapsus du granulome avec la formation d’une
caverne pulmonaire. Cette caverne peut s’ouvrir dans une bronche. A partir des lésions
cavitaires ouvertes, les bacilles vont étre dispersés a I’ occasion de la toux dans I'air pour

contaminer d’autres personnes.

Dans 90 % des cas, la réponse immunitaire de I'organisme prévient la prolifération
des mycobactéries et contréle l'infection en 3 a 9 semaines. Il s’agit d’une infection
tuberculeuse latente [89,90]. Toutefois, des BK peuvent persister a I’état quiescent dans les
macrophages sous un mode réplicatif lent ou non. Une tuberculose peut survenir lors d’une

baisse de I'immunité cellulaire ou lors d’une réinfection [79,91].

Dans les 10 % de cas restant, I'infection n’est pas maitrisée et le bacille continue de
se multiplier — phase de progression rapide vers la maladie tuberculeuse immédiatement
aprés l'infection ou au contraire aprés une phase de latence qui peut durer plusieurs années.

On estime que le risque cumulé de développer une TB maladie est de 10% sur toute une vie.
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La moitie des cas de TB maladie surviennent dans les 2 ans qui suivent le contage. Les

personnes immunodéprimées sont plus a risque de développer une TB maladie.

1.5. Aspect clinique

1.5.1. La tuberculose pulmonaire

1.5.1.1. La primo-infection _tuberculeuse

La primo-infection tuberculeuse (PIT) traduit le premier contact de I’organisme avec
le BK et c’est de loin la forme la plus fréquente puisqu’un tiers de la population mondiale est
infecté par le BK. Dans la grande majorité des cas, elle est asymptomatique et se traduit par

un simple virage des réactions cutanées tuberculiniques. La PIT est dite alors latente [92,93].

Dans environ 10 % des cas, la PIT est symptomatique ou patente, associée a des
manifestations cliniques et/ou radiologiques [79]. Le tableau clinique peut étre réduit a
I’association d’une cause bien précise identifiée, voire a une simple asthénie isolée. D’autres
manifestations sont I'érytheme noueux, la kératoconjonctivite phlycténulaire et les
adénopathies externes. Ces derniers, peuvent étre cervicales, sous-maxillaires, axillaires ;

sans traitement, elles évoluent vers la caséification, le ramollissement et la fistulisation [72].

Si ce premier contact infectant survient a un age avancé ou sur un sujet fragilisé
(sida), I’évolution peut se faire d’emblée vers une forme pneumonique excavée a

dissémination bronchogénique [94].

En raison de la pauvreté et de I'absence de spécificité des signes cliniques, le
diagnostic de PIT est basé sur la mise en évidence de la réponse immunitaire spécifique [94].
Deux types de tests d’'immunodiagnostic sont disponibles: le test cutané tuberculinique, ou

intradermoréaction (IDR) et les tests sériques de détection de I'IFNy.

1.5.1.2. La tuberculose pulmonaire commune

Classiqguement, les symptomes de la tuberculose s’installent progressivement et
persistent plus de 3 semaines. Ces symptomes, associant des signes généraux et
respiratoires, sont non spécifiques occasionnant un retard diagnostique et un risque de

contamination de I’entourage.
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Les signes généraux sont marqués par une fievre généralement modérée et a
prédominance nocturne. Elle peut prendre un aspect oscillant avec des frissons dans certaines
formes sévéres. Les sueurs nocturnes sont trés fréquentes, surtout dans les formes évoluées
de tuberculose. Une altération de I'état général est observée mais souvent négligée par les
patients. L’amaigrissement peut, dans les formes graves, dépasser 10 kg. L’anorexie et les
malaises, fréquents dans la tuberculose évoluée, peuvent étre les seuls signes de la maladie

[79].

La toux peut étre absente au début de la maladie, puis devient de plus en plus
fréquente et survient surtout le matin. Elle peut étre non ou peu productive. Une toux
fréquente et nocturne témoigne souvent d’'une forme évoluée. Les sujets symptomatiques
sont plus susceptibles d’avoir des bacilloscopies positives. Les douleurs thoraciques sont
présentes en cas d’épanchements pleuraux. Les hémoptysies inquiétent le malade et orientent
rapidement vers le diagnostic mais sont rarement massives. La dyspnée se voit dans les

formes évoluées de la maladie ou en cas d’atteinte pleurale [79]

L’examen clinique est pauvre dans la tuberculose pulmonaire, contrastant avec
I'importance des signes fonctionnels et radiologiques. Des signes cliniques extra-respiratoires

peuvent s’y associer et dépendent de la localisation de la maladie.

La tuberculose pulmonaire peut étre diagnostiquée dans un contexte aigu, a
I’occasion d’une complication (hémoptysie, épanchement pleural, pneumothorax) ou d’une

infection broncho-pulmonaire aigué [79]

1.5.1.3. La miliaire tuberculeuse :

La tuberculose miliaire est la conséquence de la dissémination hématogene du bacille
tuberculeux. Le bacille atteint la circulation a partir d’une lésion tuberculeuse qui érode
progressivement un vaisseau sanguin et s’y répand. Le terme de miliaire provient de la

similarité des lésions (granulomes de 1 a 3 mm de diamétre) avec des grains de mil [72].

Le diagnostic de la miliaire tuberculeuse est avant tout clinique, car la radiographie

pulmonaire peut étre normale a un stade tres précoce, I'IDR inconstamment positive, et la
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confirmation bactériologique obtenue bien tardivement. Elle commence habituellement
insidieusement par de I'anorexie, des malaises, de la fievre, une perte de poids, symptomes
qui s’aggravent progressivement et s’enrichissent de diverses manifestations liées a la
dissémination du bacille tuberculeux, mais qui aboutissent a un tableau infectieux sévére avec
insuffisance respiratoire se majorant progressivement. Toux, dyspnée, hémoptysie peuvent
manquer ; céphalée et confusion liées a une méningite tuberculeuse sont rares, comme
I’hépatomégalie, les adénomégalie et la splénomégalie. Des épanchements pleuraux et
péricardiques, voire péritonéaux, peuvent étre présents. Un signe spécifique mais rare de la
miliaire tuberculeuse est le tubercule de Bouchut, tache jaunatre a bords flous, peu saillante,
pouvant devenir blanchatre lorsque la maladie progresse, siégeant sur la rétine prés d’un
vaisseau ; cette atteinte rétinienne peut étre rapprochée des lésions cutanées (papules,

macules, taches purpuriques) qui sont des lésions de vascularite infectieuse [72].

1.5.2. La tuberculose extrapulmonaire

1.5.2.1. La tuberculose ganglionnaire

Les localisations ganglionnaires représentent entre 30 et 60 % de I’ensemble des TEP

[95,96]. Les ganglions cervicaux sont, de loin, les plus fréquemment atteints [97,98].

A un stade précoce, les adénopathies tuberculeuses sont indolores, fermes et
mobiles par rapport aux plans profond et superficiel. Au bout de quelques semaines, elles se
ramollissent puis se fistulisent parfois a la peau, fistulisation qui cicatrice difficilement [99]. La
tuberculose ganglionnaire chez les patients séropositifs pour le VIH est caractérisée par des
formes plus disséminées avec atteintes ganglionnaires profondes, abdominales en particulier

[99].

L’aspiration du ganglion a I'aiguille fine est peu rentable pour le diagnostic. La

biopsie exérese permet mieux d’isoler le BK et d’objectiver une histologie évocatrice [94].

1.5.2.2. La tuberculose pleurale

Les pleurésies tuberculeuses sont, avec les tuberculoses ganglionnaires, les formes

les plus fréquentes de TEP. Elles peuvent apparaitre dans les mois qui suivent une primo-
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infection ou tardivement, lors d’une réactivation, et sont, dans ce cas, souvent satellites d’'une
atteinte pulmonaire [100]. La contamination de la plevre est secondaire a la rupture dans la
cavité pleurale d’'un foyer caséeux pulmonaire ou d’une adénopathie, ou encore a une

dissémination hématogéne.

Cliniquement, le début est habituellement aigu, avec fiévre, toux et douleurs latéro-
thoraciques. Le liquide pleural est le plus souvent exsudatif et lymphocytaire. Le diagnostic de
certitude repose sur l'identification de M. tuberculosis dans le liquide pleural ou sur un
préléevement biopsique. Les frottis de liquide pleural sont presque toujours négatifs dans les
formes habituelles de tuberculose. Les cultures sur milieu de Lowenstein-Jensen sont plus
sensibles que les frottis. La recherche de BK dans les crachats, fréquemment positive, ne doit
pas étre négligée, méme en |'absence d’anomalies parenchymateuses détectables a la

radiographie thoracique [101].

1.5.2.3. Tuberculose du systéme nerveux central

L’atteinte du systeme nerveux central est peu fréquente mais revét une importance

particuliere en raison de sa gravité.

> Méningite tuberculeuse

La méningite tuberculeuse se développe a la suite de la rupture d’un granulome
tuberculeux méningé d’origine hématogene dans I’espace sous-arachnoidien. La réaction
inflammatoire qui s’ensuit provoque la formation d’'un exsudat épais, lequel entrave
I’absorption et la circulation du liquide céphalo-rachidien (LCR), pouvant ainsi causer une

hydrocéphalie.

Le tableau de méningite tuberculeuse s’installe insidieusement et associe un
syndrome infectieux, un syndrome méningé, souvent incomplet, et des signes d’atteinte

neurologique centrale trés divers [99].

La ponction lombaire raméne une liquide eau de roche, a prédominance
lymphocytaire, riche en protides (0,8 a 4 g/L) et pauvre en glucose. Une prédominance de

polynucléaires neutrophiles peut s’observer aux stades précoces et n’élimine pas le
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diagnostic. La recherche de BK sur les frottis de liquide céphalorachidien permet parfois de
confirmer rapidement le diagnostic mais est habituellement négative. Un examen prolongé et

attentif des lames permet cependant d’améliorer la rentabilité des frottis [99].

> Tuberculome intracrdnien

Les tuberculomes sont des masses sphériques granulomateuses, qui mesurent le plus
souvent deux a huit centimétres, bien limitées et renfermant typiquement en leur centre du
caséum. lls peuvent étre découverts fortuitement a I'occasion d’une imagerie cérébrale

réalisée dans le cadre d’une miliaire tuberculeuse ou se manifester par une hypertension

intracranienne, des convulsions ou des signes neurologiques focaux [99].

La confirmation du diagnostic est difficile et repose essentiellement sur la recherche
d’une localisation tuberculeuse associée, pulmonaire en particulier. Sinon, une biopsie

cérébrale stéréotaxique, dont la rentabilité est excellente, est indiquée [99].

1.5.2.4. La tuberculose cutanée

Les manifestations cutanées de la tuberculose sont multiples. Certaines formes sont
historiques, et presque jamais rencontrées dans les pays a faible prévalence de la maladie
(gommes, miliaire, chancre tuberculeux, scrofuloderme). Dans ces pays, on rencontre surtout
I'érythéme noueux et I'érytheme induré de Bazin, manifestations d'hypersensisibilité dans le
cadre de l'infection. La tuberculose verruqueuse et le lupus tuberculeux sont dus a une
réinoculation ou a une dissémination hématogene a partir d'un foyer tuberculeux profond
actif ou latent. La tuberculose verruqueuse consiste en une plaque hyperkératosique dure a
centre croliteux s'affaissant progressivement, sur un site de réinoculation (souvent la main)
(figure 43). Le lupus tuberculeux est un placard rouge violacé du visage ou du cou, a bords

irréguliers polycycliques, dont le centre s'affaisse et devient cicatriciel [102] (figure 44).
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Figure 43: Tuberculose verruqueuse du dos de la main. [102]

Figure 44: Lupus tuberculeux étendu [103]

1.5.2.5. tuberculose ostéo-articulaire

La tuberculose ostéo-articulaire résulte le plus souvent de la dissémination
hématogene du BK atteignant initialement les zones osseuses sous-chondrales, puis
s’étendant de proche en proche vers I’enveloppe synoviale, le cartilage et I’espace articulaire.
Une extension vers les tissus mous adjacents avec formation d’abces froids est couramment
observée. Le rachis est la localisation ostéo-articulaire la plus fréquente, suivi par les ostéo-

arthrites et les ostéomyélites [99].

» Tuberculose rachidienne

L'infection atteint initialement le corps vertébral par voie hématogene puis s’étend au
disque vertébral et a la vertébre adjacente. Elle atteint avec prédilection la région thoracique
basse et lombaire haute [104]. Le tableau clinique est le plus souvent insidieux et non

spécifique, et le diagnostic est posé tardivement dans la majorité des cas. La maladie est
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habituellement révélée par des douleurs rachidiennes d’allure mécanique au début puis
progressivement de type inflammatoire. Les signes généraux sont inconstants et modérés. Un
déficit neurologique (syndrome de compression médullaire ou syndrome de la queue-de-
cheval) est présent dans25 a 75 % des cas [105]. Dans de rares cas, les bacilles peuvent étre
libérés dans I'espace sous-arachnoidien, entrainant une méningite ou un abces peut s'écouler

a I'extérieur avec une formation de sinusite. [106].

> Ostéo-arthrite tuberculeuse

Les ostéo-arthrites tuberculeuses sont typiquement mono-articulaires, atteignant
préférentiellement les grosses articulations portantes, hanche et genou le plus souvent [107].
Le tableau clinique est celui d’une arthrite subaigué ou chronique s’aggravant
progressivement. Des abces froids, parfois fistulisés a la peau, sont observés dans un quart

des cas [99].

1.5.2.6. Tuberculose uro-génitale

La tuberculose uro-génitale survient généralement a I’age adulte, la maladie se
déclarant habituellement 15 a 20 ans apreés la primo-infection. [108].Aprés ensemencement
par voie hématogéne, le plus souvent a partir d’un foyer pulmonaire, le BK se fixe au niveau
des deux reins, préférentiellement a la jonction cortico-médullaire et dans les capillaires péri-
glomérulaires [109].L’infection se développe habituellement au niveau d’un seul rein et se
propage par voie canalaire pour atteindre le bassinet, I'uretére, la vessie et 'urétre. Chez
I’homme, les organes urinaires et génitaux sont souvent atteints simultanément, [108]. Chez
la femme, I'atteinte génitale est le plus souvent isolée, le BK atteignant initialement les

trompes par voie hématogene puis diffusant vers les ovaires et I’endomeétre.

La tuberculose urinaire se révele le plus souvent par des signes non spécifiques tels
que dysurie, pollakiurie, infections urinaires récidivantes et altération fébrile de I'état général
[110]. Elle reste souvent longtemps asymptomatique, les lésions n’étant découvertes qu’a un

stade avancé. L’atteinte génitale se manifeste habituellement chez I'homme par une orchi-
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épididymite chronique et chez la femme par une salpingite chronique ou une endométrite
[T11]. La tuberculose génitale est souvent découverte a I'occasion du bilan d’une infertilité,

laquelle représente sa principale complication.

L’analyse des urines réveéle une pyurie aseptique avec ou sans hématurie. L'isolement
du BK dans les urines, prélevées plusieurs jours de suite, permet fréquemment de poser le
diagnostic [110]. L’apport de la PCR est particulierement précieux dans le diagnostic des
tuberculoses génitales de la femme ou les moyens diagnostiques classiques, laparoscopie et

hystérosalpingographie, ont une valeur limitée [112].

1.5.2.7. Tuberculose abdominale

La tuberculose abdominale concerne surtout le péritoine et I'intestin. Les atteintes
des visceres pleins, foie, rate, pancréas et surrénales, s’observent plutot au cours des miliaires
tuberculeuses. La contamination de [I'abdomen peut se faire par la déglutition
d’expectorations contenant du BK, une dissémination hématogene, ou I'ingestion de produits
laitiers souillés. Enfin, une contamination du péritoine par contiguité a partir des ganglions ou
des organes génitaux est possible [113]. On retrouve une atteinte pulmonaire associée dans

environ la moitié des cas [114,115].

> Tuberculose péritonéale

La présentation clinique typique est celle d’une ascite fébrile avec altération de I’état
général évoluant de facon insidieuse. La ponction d’ascite ramene un liquide exsudatif et
lymphocytaire avec un taux d’ADA élevé. Les recherches de BK a I'’examen direct sont
habituellement négatives, mais les cultures sont positives dans environ un tiers des cas. La
PCR a une bonne valeur quand elle est positive, mais sa sensibilité est insuffisante [116] et un
test négatif a donc peu de valeur. La laparoscopie, avec une sensibilité de 93 % et une
spécificité de 98 %, reste I’examen-clé pour le diagnostic de la tuberculose péritonéale.
L’analyse histologique et microbiologique complete les données de [Iinspection

laparoscopique [99].
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>

La tuberculose peut intéresser toutes les portions du tube digestif, mais elle sieége
préférentiellement au niveau de la région iléo-cacale, probablement en raison de la richesse
en tissu lymphatique, de la stase physiologique et de la réduction de I'activité digestive qui
caractérisent cette région. Les signes cliniques, douleurs abdominales, anorexie,
vomissements, ne sont pas spécifiques et ce sont les explorations radiologiques qui orientent
vers le diagnostic de tuberculose intestinale. Celui-ci est habituellement confirmé par la
colonoscopie, qui permet une inspection des lésions a la recherche d’anomalies

caractéristiques et des préléevements pour analyse histologique et microbiologique [99].

1.5.2.8. Tuberculose de I'immunodéprimé

» Malades non infectés par le VIH

La symptomatologie de tuberculose de I'immunodéprimé dépend de I'importance et
de la nature de 'immunodépression. La fieévre est fréquente, mais peut étre masquée par la
corticothérapie. Si I'immunodépression est sévére, les lésions granulomateuse et nécrotiques

ne se forment pas, et ne sont donc pas retrouvées par I’étude anatomopathologique [72].

> Malades infectés par le VIH

La tuberculose chez le sujet VIH positif a des aspects différents selon le stade de

I'infection, selon la sévérité de I'immunodéficience.

Aussi longtemps que les lymphocytes CD4 sanguins restent en nombre suffisant
(supérieurs a 200/mm3), I’expression clinique et radiologique de la tuberculose reste
comparable a celle qui est observée chez les sujets VIH négatifs ; mais I'immunodéficience
cellulaire, méme discrete, favorise chez les sujets infectés par le bacille tuberculeux la
survenue d’une maladie tuberculeuse. Les malades doublement infectés ont volontiers une
atteinte de plusieurs organes, des lésions miliaires et /ou des adénopathies médiastinales et
une fréquence élevée de mycobactériémies. Quand les lymphocytes CD4 diminuent, la

probabilité de localisation extrapulmonaire et de dissémination augmente [72]
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TAherstadee desttomimantidéferession sévere due au VIH, la tuberculose a des

particularités. Les symptomes généraux en régle séveres (asthénie, amaigrissement, fievre) et

/ou les signes respiratoires sont présents dans la quasi-totalité des cas [72].

1.6. Diagnostic

1.6.1. Diagnostic radiologique

1.6.1.1. Tuberculose pulmonaire

> La tuberculose primaire

La tuberculose primaire se manifeste radiologiqguement par une atteinte
parenchymateuse, ganglionnaire, pleurale, plus rarement une atteinte miliaire hématogéne

diffuse ou toute combinaison de celles-ci [117].

La radiographie thoracique continue d'étre le pilier du diagnostic. Typiquement, la
maladie parenchymateuse se manifeste comme consolidation dans n'importe quel lobe, avec
prédominance dans les lobes inférieurs et moyens (figure 45). Dans ces cas, les infections
bactériennes sont beaucoup plus susceptibles d'étre la cause de telles caractéristiques
radiologiques et par conséquent les résultats sont non spécifiques, bien que l'infection
primaire devrait étre suspectée chez les individus a risque d'exposition a la tuberculose

[117,118].
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Figure 45: Radiographie du thorax de face : opacité alvéolaire systématisée du lobe moyen :
forme pneumonique d’une tuberculose primaire [119]

Dans environ deux tiers des cas, les lésions parenchymateuses se résorbent sans
laisser de séquelles mais cette résolution peut prendre jusqu’a 2 ans. Dans un tiers des cas, la
seule preuve radiologique suggérant une tuberculose antérieure est le complexe dit de Ranke:
la combinaison d'une cicatrice parenchymateuse, calcifiée ou non (Iésion de Ghon), et des
ganglions lymphatiques hilaires et / ou para-trachéaux calcifiés. La destruction et la fibrose
du parenchyme pulmonaire entrainent la formation de bronchiectasies de traction dans la

région fibrotique [118,119].

L’atteinte des ganglions lymphatiques est le plus souvent unilatérale, elle est
bilatérale dans prés d'un tiers des cas. Les chaines hilaires et para-trachéales sont les plus
affectées. (figure46). La TDM est plus sensible pour détecter cette atteinte ganglionnaire. Les
adénomégalies de plus de 20 mm de diametre présentent une hypodensité centrale
correspondant a la nécrose caséeuse et une prise de contraste périphérique en anneau apres

injection de produit de contraste, correspondant au tissu inflammatoire granulomateux [119].
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Figure 46: Radiographie du thorax de face : élargissement du médiastin supérieur antérieur et
moyen avec compression de la face latérale droite de la trachée : tuberculose ganglionnaire

[119]

La miliaire est tres rare lors de la primo-infection, elle se voit également au cours de
la tuberculose post-primaire [119]. L’aspect radiologique est caractéristique en montrant dans
85 % des cas des micronodules de 1 a 3 mm de diameétre de contours nets et de distribution
diffuse avec une apparente prédominance au niveau des bases (figure 47a) lié a I'effet de

sommation.

Figure 47: a : radiographie du thorax de face : syndrome interstitiel micronodulaire bilatéral
diffus aux deux champs pulmonaires ; b : coupe TDM axiale: micronodules bilatéraux diffus
de distribution hématogéne : miliaire tuberculeuse [119]

La TDM est plus sensible pour la détection des micronodules et la détermination de

leur répartition diffuse aléatoire au niveau des deux champs pulmonaires (figure 47b)
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[120,121]. La TDM permet également de rechercher d’autres localisations asymptomatiques

telles que les localisations cérébrales.

> La tuberculose pot-primaire .

La tuberculose post-primaire est considérée comme une réactivation d’une lésion
tuberculeuse antérieure. La sémiologie de base est trés polymorphe comportant des images
nodulaires, des images cavitaires, des opacités alvéolaires systématisées ou non. L’excavation
est caractéristique de cette forme de tuberculose. L’atteinte ganglionnaire est moins fréquente

gue dans la forme primaire décrite dans 5 a 10 % des cas [119,120].

> Les micronodules et les nodules

En radiographie standard ces opacités nodulaires sont présentes dans 90 % des cas,
siégeant aux sommets, dans les segments postérieurs des lobes supérieurs ou dans les
segments apicaux des lobes inférieurs. Elles sont a limites floues de type alvéolaire, le plus

souvent multiples, mesurant 5 a 15 mm de diamétre et d’évolution lente (figure 48).

Figure 48: Radiographie du thorax de face : nodules et nodules excavés multiples diffus au
champ pulmonaire gauche [119]

En TDM, les micronodules centrolobulaires sont caractérisés par des limites floues,
une densité variable, une taille inférieure a 5 mm et une topographie centrolobulaire siégeant

a 2 ou 3 mm de la plévre, avec intégrité des interfaces pleuro-pulmonaires.
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» Images cavitaires

La formation de cavitation est le signe caractéristique d’une tuberculose pulmonaire
post-primaire ; c’est un marqueur d’activité. La présence de lésions cavitaires est un facteur
significativement associé a la positivité de la recherche de BK dans les expectorations du fait

de la plus grande richesse bacillaire des cavernes [119].

Les cavités sont des images aériques, rarement hydro-aériques, de contours souvent
anfractueux, a limites nettes et a parois épaisses. Elles sont identifiées sur la radiographie du
thorax qui peut visualiser la bronche de drainage (Fig. 7). La mise en évidence en TDM de
micronodules bronchiolaires branchés autour de cette image cavitaire dans un territoire
particulier (segments apicaux et dorsaux des lobes supérieurs et apicaux des lobes inférieurs)

permet d’évoquer le diagnostic de tuberculose (figure 49).

Figure 49: Radiographie du thorax de face : cavité aérique apicale gauche avec visualisation de
la bronche de drainage (fleche) entourée de micronodules et nodules [119]

> tuberculose multirésistante

La tuberculose multirésistante se caractérise par des cavités, des bronchectasies, une
destruction du parenchyme et des granulomes calcifiés plus fréquents que dans la tuberculose
sensible. Ces anomalies sont également plus fréquentes en cas de résistance acquise qu’en
cas de résistance primaire [120]. L’aspect d’arbre en bourgeons et les condensations sont plus

fréquents en cas de tuberculose ultra-résistante [122].
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1.6.1.2. Tuberculose extrapulmonaire

> Tuberculose pleurale

L'épanchement pleural est généralement unilatéral et modéré, et peut facilement étre
détecté par une radiographie thoracique (Figure 50). Dans un tiers des cas, un infiltrat

pulmonaire sous-jacent peut étre observé [123].

Figure 50: Epanchement pleurales sans lésion parenchymateuse (a) et infiltration pulmonaire
du lobe supérieur (b) [123]

» La tuberculose rachidienne

L'imagerie permet d’évoquer le diagnostic. Les radiographies standard révélent
fréguemment un pincement discal avec une destruction du corps vertébral, mais peuvent étre
normales a un stade précoce. La TDM permet de détecter les lésions a un stade plus précoce
et d’analyser I’extension intracanalaire et paravertébrale de [I'infection. L’'imagerie par
résonance magnétique (IRM), supérieure a la TDM, est aujourd’hui I’examen de référence tant
pour le diagnostic que pour le suivi des tuberculoses vertébrales (figure 51). Les anomalies
observées a I'imagerie ne sont pas entierement spécifiques et une biopsie vertébrale sous
controle tomodensitométrique, ou éventuellement une ponction a I'aiguille fine d’'un abcés

froid, sont nécessaires pour confirmer le diagnostic [99].
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Figure 51: Image par résonance magnétique (IRM) d'une femme de 35 ans souffrant de
tuberculose spinale, montrant la destruction des corps vertébraux thoracigues (T8 et T9) et la
compression de la moelle épiniére [124]

» Ostéo artrite tuberculeuse

La tuberculose articulaire se manifeste typiquement en radiographie standard par une
déminéralisation péri-articulaire, des érosions osseuses périphériques et un pincement de
I'interligne articulaire. La tomodensitométrie ou mieux I'IRM articulaire permettent de réaliser

un bilan lésionnel précis et de suivre I’évolution sous traitement [99].

» Tuberculose du systéeme nerveux central

e La méningite tuberculeuse

L’IRM joue un role de premier plan dans le diagnostic et la surveillance des
méningites tuberculeuses. Elle peut révéler une arachnoidite basale avec hyperdensité
spontanée et rehaussement apres injection de produit de contraste, une hydrocéphalie, des

infarctus ou un tuberculome associé [99] (figure 52).

Bien qu’il s’agisse d’un signe sensible et trés classique, I'appréciation d’un
rehaussement basal est assez fortement observateur-dépendante [125] et son absence

n’élimine donc pas le diagnostic.
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e Tuberculomes intracrdnien

Le tuberculome apparait en TDM sous la forme d’une lésion arrondie, discrétement
hypodense par rapport au parenchyme cérébral, prenant fortement le produit de contraste en

périphérie, donnant ainsi un aspect en couronne tres évocateur du diagnostic [99] (figure 52).

Figure 52: IRM montrant un tuberculome (grande fléche blanche), rehaussement méningée
basale (petites fleches rouges) et hydrocéphalie (fleche bleue) chez un enfant de 2 ans atteint
de méningite tuberculeuse [124]

> Tuberculose abdominale

Malgré une certaine difficulté a différencier les différentes présentations de la
tuberculose abdominale, en plus d'une superposition considérable des modeles de
présentation, la tuberculose péritonéale est classiquement classée en trois types selon ses
aspects macroscopiques, a savoir: les types sec, humide et fibreux. Le type humide présente
principalement soit comme une ascite libre ou loculée, associée ou non a un épaississement
péritonéal diffus et lisse; Dans le type sec, il existe une prédominance de I'épaississement
péritonéal et mésentérique avec des nodules caséeux, [|'élargissement des ganglions
lymphatiques et des adhérences fibreuses; A son tour, le type fibreux est caractérisé par un
épaississement omental remarquable et I'enchevétrement des boucles intestinales
ressemblant cliniguement a une masse, parfois avec une ascite loculée et qui peut étre

similaire a la carcinose péritonéale [126].
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L’échographie abdominale a une bonne valeur d’orientation quand elle montre

I’association d’une ascite cloisonnée et d’un épaississement péritonéal. [99].

1.6.2. Diagnostic biologigue non spécifique

1.6.2.1. Examens biochimiques

La numération formule sanguine (NFS) et les analyses biochimiques de routine sont
souvent normales au cours de la tuberculose pulmonaire. La protéine C-réactive (CRP) est
élevée chez 85 % des patients [127]. Dans les formes évoluées de la maladie, une anémie
normocytaire, une hyperleucocytose ou une monocytose sont observées. L’hyponatrémie
secondaire a un syndrome de sécrétion inappropriée de I’hormone antidiurétique ou a une
insuffisance surrénalienne peut étre observée [128]. Une hypoalbuminémie avec
hypergammaglobulinémie peuvent survenir plus tardivement. Dans les pays a haute
prévalence d’infection par le VIH, la sérologie VIH est recommandée en raison de la fréquence

importante de la coinfection [129].

1.6.2.2. Examen anatomopathologique

Sur un plan histologique, le processus inflammatoire provoque certaines lésions
élémentaires qui font évoquer le diagnostic de tuberculose, quel que soit I’organe examiné :
lésions caséofolliculaires. Ces caractéristiques associent [|'apparition de granulomes
épithélioides et gigantocellulaires, et la survenue fréquente d’une nécrose tissulaire
particuliere typique, la nécrose caséeuse (aspect macroscopique de lait caillé, aspect

microscopique de nécrose acidophile) [94 ;130].

1.6.3. Diagnostic biologique spécifique

1.6.2.3. Prélevements

Le matériel soumis a la culture mycobactérienne comprend une grande variété de

fluides corporels, ainsi que des échantillons de tissus.

> Formes pulmonaires

Dans les formes pulmonaires, on privilégie les produits de I’expectoration spontanée.

Les prélevements d’aspect salivaire ne conviennent pas. Comme les émissions de bacilles de
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la tuberculose sont intermittentes, les examens bactériologiques doivent étre répétés. Le
nombre optimal de prélevements est de 3 (1 par jour, 3 jours consécutifs), a réaliser avant la

mise en route du traitement antituberculeux.

L’examen mycobactériologique des crachats n’est faisable que chez le grand enfant
qui sait cracher. Il n’est rentable qu’en cas d’encombrement patent, habituellement dans les
formes caverneuses observées chez [I'adolescent, mais peut étre sensibilisé par
I’ladministration préalable d’'un aérosol de sérum salé hypertonique (crachats « induits »).
L’enfant déglutit ses sécrétions pendant le sommeil et concentre le BK dans son estomac. La
méthode de référence chez I’enfant reste donc I’aspiration gastrique ou « tubage ». Ce dernier
est réalisé le matin au réveil, a jeun, avant le lever du patient, il est répété 3 jours consécutifs,
habituellement en hospitalisation, comme il peut étre effectué a domicile [131]. Ces
échantillons doivent étre traités dans les 4 h de la collecte, car l'acidité gastrique est
potentiellement nocive pour les mycobactéries. Si un traitement rapide n'est pas possible, les
échantillons gastriques doivent étre neutralisés avec du carbonate de sodium ou un autre sel

tampon a un pH de 7,0 [132].

En 2007, ’'OMS recommandait 2 prélevements 2 jours successifs (spot morning) au

lieu de 3 et depuis 2009, 2 prélévements successifs le méme jour (spot-spot) [133].

S’il est difficile d’obtenir une expectoration ou si la recherche de BAAR dans
I'expectoration est négative, malgré un contexte clinique évocateur, l'aspiration des
sécrétions bronchiques au cours d’une fibroscopie bronchique et, éventuellement, la biopsie
d’une lésion endobronchique peuvent étre proposés. En 'absence de sécrétions, on procéde a
un lavage broncho-alvéolaire avec un faible volume (20 ml) d’eau distillée de préférence. Le
recours a la fibroscopie bronchique n’est justifié qu’apreés trois prélevements par tubage
négatifs. Chez I'enfant, il permet de repérer une adénopathie fistulisée ou une volumineuse
adénopathie latéro-trachéale droite pouvant faire courir un risque vital. Il est contre-indiqué
en cas d’images évocatrices de tuberculose a la radiographie pulmonaire en raison des risques

de contagion pour I’opérateur et les difficultés pour décontaminer le fibroscope [134].
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» Formes extrapulmonaires

En cas de suspicion de tuberculose rénale, les urines sont prélevées trois jours de

suite, si possible apres restriction hydrique.

Pour le diagnostic de méningite tuberculeuse, le liquide céphalorachidien (LCR) est
prélevé par ponction lombaire. Afin d’optimiser la découverte de bacilles de la tuberculose a
I’examen microscopique et en culture, il est souhaitable de prélever au moins 2ml de LCR et

de signaler au laboratoire la suspicion de tuberculose.
En cas d’adénopathies, I'exérese est préférable a la ponction-aspiration.

Dans les formes disséminées, fréquentes chez les immunodéprimés, notamment les
patients séropositifs pour le VIH, M. tuberculosis peut étre cherché par hémoculture. Le
prélevement est réalisé sur tube spécial pour centrifugation-lyse, soit sur flacon spécial
contenant un milieu de culture lytique radioactif ou froid. Le prélévement de sang sur tube

conventionnel n’est pas recommandé.

En cas de biopsie (plévre, péritoine, bronche, os, péricarde, foie, ganglion

lymphatique, etc.), il convient de fractionner le prélévement :

e Un premier fragment est placé dans un tube sec, destiné a la bactériologie. Si le
fragment est trés petit et si I'analyse ne peut étre effectuée rapidement, on ajoute
quelques gouttes d’eau distillée stérile (et non de sérum salé isotonique) pour
I'examen bactériologique. La culture positive apportera la preuve formelle du
diagnostic de tuberculose [134].

e Un second fragment est destiné a I'’examen anatomopathologique. Il peut étre placé
dans le formol, mais pas dans le liquide de Bouin qui altere I’acido-alcoolo-résistance.
La présence de granulomes épithélio-gigantocellulaires est un argument présomptif
dans un contexte clinique évocateur. La nécrose caséeuse constitue la Iésion spécifique

[134].
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» Recommandations générales

Il faut éviter la contamination des prélevements par I’eau de distribution du réseau ou
d’autres liquides qui peuvent contenir des mycobactéries de I'’environnement. Le rincage de
bouche avant expectoration est déconseillé et I'usage de récipients rincés a I'’eau du robinet
est proscrit. N’ajouter ni conservateur ni agents fixateurs aux prélévements. Les prélévements
sont rapidement transportés au laboratoire pour éviter la multiplication d’autres bactéries ou
champignons. Les prélevements sont conservés au froid (+4 °C) en attendant leur

manipulation [134].

1.6.3.1. Diagnostic directe

Le diagnostic de certitude de la tuberculose repose sur la mise en évidence

de Mycobacterium tuberculosis dans les prélevements pathologiques.

» Examen microscopique direct.

Depuis plus de 125 ans, I'examen microscopique direct demeure un outil trés simple
et rapide renseignant sur la présence de BAAR dans les échantillons biologiques [135]. Cette
étape clé repose le plus souvent sur une coloration fluorescente a I’auramine, qui est
nettement plus sensible que la coloration de Ziehl-Neelsen (Figure 53), surtout dans les
formes pauci-bacillaires (< 10 bacilles pour 100 champs) avec un gain de 10%. Elle permet
une lecture plus rapide et une économie de temps non négligeable dans les laboratoires a
grand débit. Classiquement, le délai de rendu du résultat de positivité pour I’examen direct
est compris entre 4 heures et 1 jour. Le colt élevé des microscopes a fluorescence utilisant
des lampes a vapeur de mercure a limité dans le passé la généralisation de cette technique et

son utilisation dans les régions ou la tuberculose est endémique [136].

L’avenement de nouvelles technologies dans ce domaine a permis de contourner ce
probléme. Le remplacement des lampes a mercure par le systeme Light Emetting Diode(LED) a
facilité le développement et la généralisation de la microscopie a fluorescence. Par rapport

aux microscopes a fluorescence conventionnels, les microscopes LED sont moins colteux,

73



Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

nécessitent moins d’énergie et sont capables de fonctionner sur piles. De plus, la lecture

microscopique ne nécessite pas le recours a I’obscurité (chambre noire) [137,138].

Selon les données de L’OMS, la microscopie LED (M-LED) a montré une sensibilité et
une spécificité respectivement de 84 % et 97 % quand la culture est prise comme référence

[138,139].

Les BAAR apparaissent sous forme de bacilles verts fluorescents sur fond rouge pour
les frottis colorés a I'auramine (Figure 54) et roses sur fond bleu apres coloration de Ziehl-

Neelsen.(Figure 55).

L’examen direct présente plusieurs limites : sa sensibilité moyenne de 50 %,
I’labsence de distinction entre les mycobactéries du complexe tuberculosis et les
mycobactéries non tuberculeuses et I’absence de discrimination entre BAAR vivants et morts,
I’examen direct positif n’est pas un bon marqueur d’efficacité thérapeutique, d’échec

thérapeutique ou de rechute tuberculeuse. [ 140-142]

A. Une partie de
I"expectoration est déposée
sur une lame, puis étalée
avec une autre lame;

B. La lame est couverte de

C. La lame est rincée 4
I"eau, décolorée par un
mélange d’acide et

fuchine phéniquée, puis
chauffée.

I"écartement longitudinal des == d’alcool (acide sulfurique
deux lames forme le frottis. % ‘Q:\‘;f. au Y et de I’éthanol a 907)
e — " ) et rincée 4 nouveau.
3z

D. Recoloration au bleu de
méthyléne, puis nouveau ringage et
séchage.

Figure 53: méthode de coloration Ziehl-Nielsen [60]
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[60]

Figure 55: Coloration de Ziehl-Neelsen sur examen direct. Présence de nombreux bacilles
acido-alcolo-résistants colorés en rose par la fuchsine de Ziehl sur le sputum d’un patient
avec cavernes. Microscopie optigue a fond clair, grossissement x 1 000.

(Coll. F. Schramm, |Institut de bactériologie, Hbpitaux Universitaires de
Strasbourg.)[131]

> Culture :

La culture reste la méthode de référence dans le diagnostic de la tuberculose,
associée a une étape préalable de décontamination-fluidification pour les prélévements
provenant de cavités ouvertes, les prélévements considérés comme stériles tels que le LCR, le
sang et les lésions fermées (ponctions ou biopsies) sont directement mis en culture sans

décontamination préalable. Sa spécificité est absolue et sa sensibilité est meilleure que celle
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de la microscopie directe. Elle permet de confirmer les cas, d’obtenir la souche et de
I’identifier, de porter le diagnostic des tuberculoses a microscopie négative et de déterminer
la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées. Elle renseigne également sur la viabilité

du germe [134 ; 139 ;143].

Les milieux de culture mycobactériens classiques comprennent des milieux a base
d'ceuf, a base d'agar, liquides et sélectifs. Parmi les milieux a base d'ceufs on a les milieux de
Lowenstein-Jensen (L-J) et Petragnani. Ce dernier est le plus inhibiteur des bactéries
contaminantes en raison de la teneur élevée en vert de malachite. Tous sont des milieux
complexes et comprennent les ceufs entiers, la farine de pomme de terre, les sels, le glycérol

et le vert de malachite.

Le milieu L-J pendant de nombreuses années était le milieu a base d'ceuf le plus
courant utilisé pour la culture primaire. Cependant, un taux de récupération plus faible (40%)

a été décrit pour le milieu L-J que pour le milieu a base d'agar 7H11 (81%).

Middlebrook 7H10 et 7H11 sont des milieux a base de gélose bien définis contenant
de l'agar, des composés organiques, des sels, du glycérol et de I'albumine. 7H11 contient
également 0,1% d'hydrolysat de caséine, qui est incorporé pour améliorer le taux de
récupération et améliorer la croissance de mycobactéries qui présentent une résistance a
I'isoniazide. Les milieux sélectifs sont fabriqués avec le milieu de base plus I'addition d'agents
antimicrobiens, qui sont inclus pour inhiber les bactéries contaminantes qui ont survécu a la
procédure de décontamination ; dont le milieu L-J Gruft, qui contient de la pénicilline, de
I'acide nalidixique et du vert de malachite, ainsi que le milieu sélectif 7H11 (S7H11) de
Middlebrook, qui contient de la carbénicilline, de la polymyxine B, du lactate de

triméthoprime, de I'amphotéricine B et du vert de malachite [132].

On inocule 0,25 ml du sédiment provenant de I'échantillon décontaminé sur la
surface du milieu solide, si on utilise un milieu de culture tubé; on inocule 0,5 ml sur le milieu
contenu dans les plaques de culture. Les bouchons sur les tubes doivent étre laissés

légerement laches pour fournir une aération adéquate de la culture.
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En raison de la croissance lente des mycobactéries, le résultat des cultures n’est
obtenu qu’apres plusieurs semaines cela dépend de la charge bactérienne et du milieu utilisé,
respectivement compris entre 2 et 6 semaines pour le milieu solide, et 1 et 4 semaines pour le

milieu liquide [139;143].

Ce sont les systémes de cultures liquides automatisés introduits depuis une dizaine
d’années, qui sont actuellement les plus performants. Ces cultures liquides réduisent
considérablement le temps de détection par rapport aux cultures sur milieu solide en
moyenne a 10 jours quand la microscopie est positive et a 14 jours quand elle est négative

[144,145].

Parmi ces systemes, on peut citer le BACT/Alert 3D automatisé, la méthode

Mycobacterial Growth Indicator Tube (MGIT) et Méthode Versa TREK (TREK diagnostic system).

La méthode Mycobacterial Growth Indicator Tube (MGIT) : Le MGIT est basé sur la
présence dans le tube d’un sel de ruthénium qui émet une fluorescence visible en lumiére
violette lorsque la pression partielle en oxygéne diminue dans le tube, signant la croissance

des micro-organismes [145] (figure 56).

L’automate de culture MGIT (Bactec MGIT 960) effectue une mesure automatisée de la
croissance bactérienne, éliminant toute subjectivité de lecture. Le systéme Bactec 960 a
remplacé le systeme Bactec 460 avec les mémes performances tout en évitant I'utilisation de

produits radioactifs [146,147].
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Figure 56: Le tube MGIT 960 a droite contient des mycobactéries en croissance et est
fluorescent lorsqu'il est exposé a la lumiére UV. En revanche, le tube de gauche ne contient

pas de mycobactéries [132]

Méthode BacT/Alert : Il s’agit d’une technique automatisée dont le principe repose
sur I'acidification du milieu provoquée par le métabolisme bactérien, qui entraine un virage de

I’indicateur coloré contenu dans une pastille au fond du flacon [139].

Méthode Versa TREK (TREK diagnostic system) : Cette méthode automatisée détecte

la croissance bactérienne grace a des capteurs de pression [148].

Ces systémes en milieu liquide ont une sensibilité d’environ 10 % supérieure aux
milieux solides. Cependant, la meilleure performance de la culture réside dans la combinaison
des milieux solides et liquides, car certaines souches ne poussent qu’en milieu liquide et
d’autres en milieu solide [144 ; 149]. Un autre atout des cultures en milieu liquide est de
permettre de tester plus rapidement la sensibilité aux antituberculeux de premiere ligne, a
savoir la rifampicine, I'isoniazide, I’éthambutol, la streptomycine et le pyrazinamide [146]. Et

plus récemment a certains antituberculeux de seconde ligne [150].

> Identification phénotypiques et biochimiques

Les souches de M. tuberculosis sont classiquement identifiées par la morphologie des
colonies sur milieu solide (aspect rugueux, en chou-fleur, blanc créme) (Figure 57) et des
tests biochimiques (accumulation de niacine, catalase thermolabile, présence de nitrate

réductase...) [134].
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Figure 57: Les colonies de deux espéces différentes de Mycobacterium sont mises en évidence
sur des arétes de gélose Lowenstein—Jensen. L'isolat de M. tuberculosis sur la gauche est
«rugueux et chamois», avec des colonies qui ont un aspect de chou-fleur. L'isolat a droite, a t

o Tests biochimiques

Niacine test : La niacine fait partie du métabolisme énergétique des mycobactéries
dans les réactions redox. Toutes les mycobactéries produisent de la niacine, mais M.
tuberculosis I'accumule en raison de l'activité majeure de Nicotinamide Adénine Dinucléotide
et de l'incapacité de traiter la Niacine résultante [31 ; 151]. L'essai démontre la présence de
chlorure de cyanogéne formé par réaction de la chloramine T et du thiocyanate de potassium
en présence d'acide citrique. Le chlorure de cyanogene rompt le cycle pyridine de la niacine,
formant l'aldéhyde gammacarboxyglutamate qui se lie a I'amine aromatique produisant une

couleur jaune (figure 58) [80].
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Figure 58: Niacin test (Courtesy of A. Martin) [80]

Catalase test: Il s'agit d'une enzyme antioxydante responsable de I|'élimination des
molécules de peroxyde d'hydrogéne des cellules qui sont produites pendant la respiration
[31]. Deux classes de catalase, thermolabile et thermostable apparaissent dans les
mycobactéries. Chez M. tuberculosis et M. bovis, |'activité enzymatique est inhibée a 68 ° C;
Ceci contraste avec les especes restantes de mycobactéries qui maintiennent ['activité
enzymatique apres l'augmentation de la température [152]. Au cours du test, l'oxygene
apparait sous forme de bulles, provoqué par l'activité de l'enzyme dans une solution de
perhydrol 30% et de Tween 80 a 10%. La hauteur de la colonne de bulles peut étre mesurée,

qguantifiant ainsi l'activité enzymatique [80 ;153].

Nitrate réductase test (NRA) : M. tuberculosis possede une NRA qui réduit les nitrates
en nitrites. Cette propriété est mise a profit afin de détecter rapidement sa croissance en
milieu solide ou liquide par une réaction colorimétrique, avant la visualisation macroscopique
des colonies [139]. Le test détecte la présence de nitrate réductase dans un milieu contenant
du nitrate de sodium. L'enzyme réduit le nitrate en nitrite qui apparait par l'addition de
sulfanilamide et de dichlorhydrate -N- naphtyl éthylénediamine, formant un complexe de

chlorure de diazonium de couleur fuchsia [153].
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C’est une méthode simple et rapide, ne nécessitant pas d’équipement particulier et qui
peut étre réalisée sur les cultures ou directement sur les échantillons cliniques a microscopie

positive ; les résultats sont obtenus en 10 al14 jours [154,155].

» Identification antigénique

D’autres méthodes commencent a apparaitre pour le diagnostic de la TB. Ces
techniques profitent a la fois des progres dans la connaissance de la biologie de MTB et de la

découverte de nouvelles protéines cellulaires ou excrétées.

Deux marqueurs biologiques ont démontré leur utilité pour le diagnostic

immunochromatographique de la tuberculose [145] :

Le premier test d’identification apres culture repose sur la détection de I'antigéne
MPT64. Cette détection sur kit unitaire est réalisée en 15 minutes a partir de culture en milieu
solide ou liquide. La sensibilité et la spécificité sont de I'ordre de 99 %. Ce test permet

d’identifier le complexe tuberculosis, hors BCG, deés la positivité de la culture [156].

Le deuxieme test est réalisé directement sur les urines du patient suspect de
tuberculose et repose sur la détection de lipoarabinomannane (LAM). Ce test peu couteux,
rapide et facile est utilisé dans les pays en voie de développement a forte incidence de

coinfection tuberculose-VIH ou il présente une valeur prédictive positive (VPP) de 80 % [52].

» Diagnostic moléculaire génotypique

Les avancées technologiques dans la mise en évidence de la tuberculose reposent en

grande partie sur la biologie moléculaire.

La Techniques de PCR: est la premiere technique d’amplification employée, Elle a été
concue en 1983 par K. Mullis [157]. En 1989, cette technique fut décrétée "développement
scientifique majeur" de I’année [158]. Elle consiste en une réaction simple de polymérisation
en chaine de la séquence d’insertion I1S6110 avec détection du fragment amplifié sur gel
d’agarose. Elle a été vite remplacée par des techniques standardisées, utilisant des réactifs

préts a I'emploi et basées sur diverses cibles et divers procédés d’amplification [159].
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Aujourd’hui, 'automatisation a pris le pas sur ces techniques, avec la PCR en temps réel.
Grace a un indicateur de la production des amplicons qui émet une fluorescence, on peut

suivre la réaction d’amplification et obtenir encore plus rapidement les résultats.

Le test d’amplification génique par Amplicore® : permet la mise en évidence des
especes du complexe M. tuberculosis et d’une espéce atypique plus rare M.avium-
intracellulaire. Son principe est basé sur I'amplification d’une partie spécifique de I’ADN

codant pour la sous unité 16S de I’ARN ribosomal [145].

Le test AMTD® : repose sur I'amplification, par une Reverse Transcriptase d’un site

spécifique de I’ARN ribosomal [159].

Le test LAMP: est une technique d’amplification manuelle directe (sur les
préléevements) qui utilise 6 paires d’amorce générant une grande quantité d’ADN, I'essai cible
le géne gyrB et la séquence d'insertion 1S6110 [160]. Ce test offre 'avantage d’une lecture
visuelle d’une fluorescence ou d’une turbidité sans avoir besoin d’un gel d’électrophorése ou
d’un autre instrument de détection. Ainsi, le travail s’effectue dans un seul tube fermé évitant
la contamination de I’environnement de travail. Cette méthode a une sensibilité de 97,7 %
pour les échantillons a microscopie positive mais seulement de 48,8 % pour les microscopies
négatives ; sa spécificité est de 99 % [139]. Le kit de détection MTBC LoopAMP a été lancé au
Japon et a été évalué par un groupe d'experts de I'OMS en 2013, mais n'a pas été approuvé en
raison de preuves insuffisantes [161]. Actuellement, une évaluation plus large est en cours

dans 14 pays [162].

Test d’hybridation inverse sur bandelettes: En 2008, les LPA sont devenus la premiere
méthode moléculaire approuvée par I'OMS pour la détection de M. tuberculosis et la
pharmacorésistance des patients a frottis positif a risque de MDRTB [163]. Des
oligonucleotides spécifiques sont immobilisés a des endroits connus sur une bande de
membrane et sont hybridés dans des conditions strictement contrblées avec le produit de PCR
marqué a la biotine. Les hybrides formés sont détectés colorimétriquement. L’identification

par amplification et hybridation se fait en quelques heures a partir de culture [162].
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Le complexe tuberculosis peut étre mis en évidence par le kit GenoType®
Mycobacterium CM/AS dont la technologie cible ’ADNr 23S. L’identification d’espéce au sein
du complexe tuberculosis par le test GenoType® MTBC est fondée sur I'analyse du
polymorphisme du gene gyrB [55]. Le test INNO-LIPA MYCOBACTERIA permet la détection des
bactéries du genre Mycobacterium et I'identification de 16 especes mycobactériennes

différentes. L’amplification génique concerne la région codant I’espace 165-23S de I’ARNTr.

Xpert MTB/RIF: Il s’agit d’une PCR en temps réel automatisée semi-quantitatif
permettant d’établir a la fois la présence de M. tuberculosis et des mutations les plus

fréquentes du géne rpoBindiquant une résistance a la rifampicine en moins de 2 heures [139].

Ce test permet de réaliser, a la demande et dans une seule cartouche, les différentes
étapes d’extraction, purification, amplification d’ADN, hybridation des sondes et détection
multiplex. L’amplification génique cible la région de 81 pb du gene rpoB, qui code la sous-
unité B de I’ARN polymérase et qui héberge les principales mutations responsables de la

résistance a la rifampicine [55].

L’utilisation du systeme Xpert MTB/RIF s’applique a des échantillons
d’expectorations (y compris les pellets provenant de prélevements décontaminés). Hiroyuki et
al. a évalué I'efficacité du test Xpert MTB / RIF pour la détection de MTB dans des échantillons
de matieres fécales obtenus a partir de patients tuberculeux pulmonaires adultes, confirmés
par culture. La sensibilité du test fécal était de 100% (81,7% -100%) pour la détection de MTB

dans des échantillons a frottis positifs [164].

Les études récentes sur I'évaluation de la performance diagnostique de ce test ont
montré que la sensibilité par rapport a la culture était de plus de 98 % pour les prélevements a
microscopie positive mais de 68 % pour les prélevements a microscopie négative [165,166].
Plusieurs études ont rapporté une utilisation réussie du test Xpert MTB / RIF sur des
échantillons extrapulmonaires, avec des sensibilités de 80% et une spécificité atteignant 100%

[167-170]. Cependant, le nombre d'échantillons dans ces études était faible [169 ;171]. Cette
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technique reste donc moins sensible que la culture et un résultat négatif obtenu sur un

préléevement pauci-bacillaire ne permet pas d’exclure une tuberculose [55].

Le test Xpert MTB/RIF est actuellement la seule technique parvenue a maturité et il
représente une nouvelle génération de plates-formes de diagnostic moléculaire automatisé.
Les autres en sont au stade du prototype et devraient étre mises a disposition en temps voulu.
Elles devront étre soumises au méme niveau de validation et d’examen par les experts avant

que I’OMS puisse recommander leur mise en ceuvre [172].

1.6.3.2. Diagnostic indirecte

> Tests cutanés

L’intradermoréaction (IDR) a la tuberculine, mise au point par Mantoux en 1910, est
le plus vieux test diagnostique encore utilise a ce jour [173]. Elle explore I’hypersensibilité
retardée induite par un premier contact avec M. tuberculosis. |l y a plus de cent ans, elle
utilise désormais un extrait antigénique, obtenu a partir de souches de M. tuberculosis tuées
par la chaleur, appelé DPP, pour dérivé protéique purifié. Ce dernier est constitué de plus de

200 protéines plus ou moins dénaturées [174].

Les professionnels de santé doivent maitriser parfaitement la réalisation de I’'IDR pour
en assurer la reproductibilité: injection rigoureusement intradermique, sur la face antérieure
de I'avant-bras de 0,1 mL de tuberculine. La lecture se fait a la 72e heure en mesurant le

diametre d’induration (figure 59).

La détermination du seuil de positivité de I'IDR et son interprétation doit tenir compte
du statut vaccinal du patient mais aussi de plusieurs autres facteurs, notamment le contexte
épidémiologique de la population concernée et la promiscuité. En effet, dans les zones a forte
endémicité de tuberculose, la majorité des IDR positives sont le témoin d’une authentique
infection tuberculeuse a Mycobacterium tuberculosis. Dans ce cas, le seuil de positivité est
estimé a 5 mm. Au contraire, lorsque la prévalence de la tuberculose est faible, le risque
gu’une IDR positive soit le reflet d’un contact avec M. tuberculosis est plus faible avec un seuil

de positivité plus élevé [175].
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Quoique simple, sensible et peu colteux, ce test présente certaines insuffisances.
L’IDR peut étre faussement positive en cas de vaccination par le BCG, d’infections a
mycobactéries atypiques (> 200 antigénes communs avec BCG et mycobactéries atypiques) ou
suite a un effet « booster » induit par la répétitivité de I'IDR chez un sujet antérieurement «
négatif » [176]. Son interprétation est subjective (operateur dépendante). Le test nécessite
deux visites, I'une pour le réaliser, I’autre pour sa lecture : on estime a environ 30 % les

patients non compliants qui ne se représentent pas pour la lecture [89].

La positivité de I'IDR n’est aucunement spécifique d’une tuberculose active. En
revanche, un virage tuberculinique a plus de valeur d’orientation diagnostique surtout dans un

pays de forte endémie tuberculeuse [177].

Figure 59: test tuberculinique

A : L'injection de 0,1 ml de tuberculine dans le derme de I’avant-bras forme une
papule blanchatre. Il faut diriger le biseau de I'aiguille vers le haut afin de prévenir
une pénétration profonde. B: Le résultat est lu aprés 48 a 72 h. L’étendue de
I'induration est déterminée par I'observation directe et la palpation. Les limites de
I'induration sont marquées. La zone d’érythéme n’est pas prise en compte [60]
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> Les tests interferon gamma release assays (IGRA)

Les tests IGRA reposent sur la détection de la production d’IFNy par les cellules
mononuclées sanguines du patient aprés contact avec des protéines spécifiques de
Mycobacterium tuberculosis: ESAT-6, CFP-10 et TB7.7 [55]. lls sont absents de la souche
vaccinale et des mycobactéries non tuberculeuses a I’exception de M. kansasii, M. szulgai, M.
marinum et M. flavesens [176]. Ces tests mettent en évidence la réaction immunitaire de type
cellulaire, témoin d’une sensibilisation antérieure, sans distinction entre une infection récente

ou ancienne [139;174 :178].

Le principal avantage de ces tests est leur bonne spécificité par rapport a I'IDR,
puisqu’ils ne présentent pas de réaction croisée induite par la vaccination par le BCG ou par

une sensibilisation par des mycobactéries non tuberculeuses [139 ;176].

Deux tests commerciaux ont été développés a partir de ce principe, avec des
technologies un peu différentes. Le Quantiféron basé sur la mesure de la production in vitro
d’IFNy par test Elisa (Quantiferon-TB®), le taux d’IFNy est exprimé en ng/ml, le seuil de
positivité est de 0,35. Et le test appelé T-SPOT-TB® basé sur une technique d’ELISPOT
guantifiant le nombre de cellules mononuclées sanguines capables de produire de I'IFNy en
réponse a un contact avec les différents antigenes. Le taux d’IFNy est exprimé en « spots »,

avec un seuil de positivité de six spots/10G cellules.

La sensibilité des IGRAs et du test tuberculinique est équivalente avec un léger
avantage pour le T-SPOT. La sensibilité du T-SPOT, du QFT-G et de I'IDR est respectivement
de 91 %, 83 % et 89 % [179]. L’avantage majeur que présente les tests IGRAs est leur bonne
spécificité. Elle est comprise entre 97 % et 100 % [174;178]. Cette spécificité est

significativement supérieure a celle de I'IDR qui est de 88,7 % [176].

L’étude de El Azbaoui et al. qui a évalué la performance de QFT-G chez 109 enfants
marocains atteints de tuberculose cliniqguement soupconnée, a confirmé le diagnostic de
tuberculose chez 81 enfants des 109. Les 28 autres enfants n'avaient pas de tuberculose.

QFT-G avait une sensibilité de 66% (IC 95% 52-77) pour le diagnostic de la tuberculose et une
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spécificité de 100% (IC 95% 88-100). Le test cutané de la tuberculine (TST) avait une
sensibilité plus faible, a 46% (95% IC 33-60), et sa concordance avec QFT-GIT était limitée
(69%). La combinaison des résultats QFT-GIT et TST a augmenté la sensibilité a 83% (95% ClI

69-92) [180].

Les tests immunologiques ne doivent étre utilisés que pour le seul diagnostic de
tuberculose latente et uniquement dans l'objectif d’un traitement. Pour le diagnostic de la
tuberculose maladie, ces tests ne doivent pas étre indiqués en pratique courante mais peuvent
toutefois apporter une aide dans certains cas de diagnostic difficile [55]. Bien que non indiqué
pour le diagnostic de la tuberculose maladie, I’intérét du dosage de I'IFNy et sa variation sous

traitement reste discuté et variable selon la localisation de la maladie [176 ;181,182].
1.7. Prévention

Comme dans toute maladie infectieuse, la prévention s’attaque a chacune des étapes
du cycle de vie de I'agent pathogéne a savoir le réservoir, la transmission et le vecteur. Ainsi,
la prévention de la tuberculose, maladie interhumaine dont la transmission se fait de maniére
quasi exclusive par voie aérienne, revient a diminuer le réservoir humain du M. tuberculosis et

a éviter sa transmission [183].
La prévention de la transmission peut se résumer en deux points :

diminuer le risque de contact potentiel avec le germe par des mesures visant le patient
potentiellement contaminant et les sujets en contact avec lui, particulierement en milieu

hospitalier ;

Diminuer le risque de développer une infection tuberculeuse suite a un contact avec
un patient bacillifere en stimulant la réponse immunitaire spécifique grace a la vaccination par

le BCG [69].

1.7.1. Mesures de prévention de contact

La principale mesure de prévention de la transmission est I'isolement du patient, qui

doit étre hospitalisé en chambre individuelle, ou dans une unité dédiée aux tuberculeux et
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signalée en tant que telle. Il doit étre sensibilisé sur le risque de contamination qu’il présente
et doit limiter ses déplacements au sein de la structure hospitaliere en portant un masque de

type « masque chirurgical » a chaque sortie de sa chambre.

Par ailleurs, la chambre du patient doit étre suffisamment aérée afin d’assurer le

renouvellement régulier de I'air.

Enfin, d’autres mesures visent les sujets en contact avec le patient, comme le
personnel médical, qui doivent porter un masque de type « piece faciale filtrante contre les
particules » (FFP) a chaque fois qu’ils rentrent dans la chambre. Ce personnel doit étre soumis
a une surveillance dans le cadre de la médecine de travail par la pratique réguliére d’IDR et de

radiographie du thorax [69].

1.7.2. Lavaccination par le BCG

Le BCG est le seul vaccin vivant d’origine bactérien chez I’lhomme, résultant d’un
atténuement de la virulence de M.bovis (Calmette et Guérin en 1921). Il est appliqué
massivement depuis la fin de la seconde guerre mondiale et a montré une efficacité trés
variable d’une population a une autre. Le BCG est injecté par voie intradermique de maniére a
stimuler une réaction immunitaire a médiation cellulaire et humorale de I’organisme sans pour

autant provoquer la maladie [184].

Le vaccin BCG confére une meilleure protection contre les formes graves de TB
(milliaire, extrapulmonaire et méningée) que contre les formes pulmonaires. Il n’empéche pas
la survenue d’une primo-infection tuberculeuse, et encore moins la réactivation d’'une TB
pulmonaire latente. Son effet sur la transmission du bacille tuberculeux est par conséquent
limité. Néanmoins, I'OMS maintient ses recommandations concernant la vaccination
systématique des enfants dés la naissance dans les pays a forte prévalence de TB du fait de
I'effet protecteur avéré du vaccin BCG contre la méningite tuberculeuse et la TB disséminée

chez I’enfant [185].

Suite au décret du ministére de la santé, la réglementation au Maroc préconise la

vaccination pour chaque naissance des le premier mois, comme obligation pour que les
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autorités puissent les enregistrer dans les cahiers de I’état civil. Ainsi, la protection conférée
par le BCG étant insuffisante, la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans
la physiologie de la maladie (mécanisme d’échappement au systeme immunitaire,
caractérisation de I’état de persistance aux formes graves) assurera une meilleure réponse

pour la mise en place de nouvelles stratégies vaccinales.

1.7.3. Lachimio prophylaxie

Les personnes porteuses d’une ITL représentent un réservoir du M. tuberculosis et
peuvent devenir une source de contagion lors de la réactivation de I'infection. La décision de
traiter I’'I'TL doit prendre en compte les effets indésirables potentiels du traitement d’une part
et le risque de développer une tuberculose active d’autre part. Il est évident que le traitement
des sujets a haut risque de développer une tuberculose active représente une mesure
préventive a I’échelle individuelle et collective. Cependant, avant que ce traitement ne soit

démarré, une potentielle tuberculose active doit étre exclue [69].

Une méta-analyse comparant les études faites sur les régimes a base de
monothérapie par INH et les régimes comportant une bithérapie incluant INH et rifampicine

(RMP) pendant 3 mois n’a pas mis en évidence de différence entre ces deux régimes [186].

La norme actuelle pour le traitement de [I'ITL est I'INH auto-administré
guotidiennement pendant 9 mois, mais d’autres schémas thérapeutiques alternatifs restent
acceptables comme I'administration quotidienne d’INH pendant 6 mois ou I’'administration

qguotidienne d’INH associé a la RFM pendant 3 a 4 mois [69].

Des publications récentes ont rapporté une bonne efficacité de I'administration
hebdomadaire d’INH associé a la Rifapentine pendant 12 semaines [187]. Cependant,
I'innocuité et I'efficacité de ce régime chez les enfants et les personnes infectées par le VIH

est en cours d’évaluation [69].

En cas de suspicion d’ITL chez les sujets VIH+, un traitement préventif est
recommandé par I’'OMS depuis 1998. Chez les patients au stade de sida, I’'OMS recommande

depuis 2011, un traitement préventif de la tuberculose en particulier dans les pays a forte
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endémicité, quel que soit le résultat de I'IDR a la tuberculine, aprés élimination d’une
tuberculose patente [188]. Ce traitement est a base d’isoniazide a une dose de 300 mg/j
pendant au moins six mois. Il peut étre prolongé pendant 36 mois dans les pays a forte
prévalence de la tuberculose. Cette chimio prophylaxie doit étre administrée a ces patients
quel que soit le degré d’'immunodépression et ne doit pas retarder le début du traitement

antirétroviral [188].

Actuellement, le traitement par les anti-TNF est largement utilisé dans la prise en
charge des maladies inflammatoires chroniques rhumatismales et intestinales. Cependant, ce
traitement expose a un risque élevé de réactivation de I'ITL [69]. Le traitement prophylactique
chez les sujets candidats au traitement anti-TNF et qui sont a risque de réactivation de
tuberculose comprend actuellement deux schémas possibles, I'isoniazide seul pendant 9 mois
ou l'association rifampicine et isoniazide pendant 3 mois. Ce traitement doit étre débuté au

moins trois semaines avant I'instauration du traitement anti-TNF [189].

1.7.4. Stratégie DOTS (Directly Observed Treatment, Short course)

En 1993, 'OMS considére I’état de tuberculose comme préoccupant et en fait une
urgence mondiale. La stratégie de lutte contre I'expansion du BK est décrite dans le

programme Directly Observed Treatment Short-course (DOTS). Cette stratégie implique :

e L’engagement politique et financier accru,

e Un dépistage de qualité reposant sur I’examen direct de frottis,

e Un traitement normalisé des patients avec surveillance directe de la prise du
traitement,

e L’approvisionnement ininterrompu en antituberculeux de qualité,

e Le suivi et I’évaluation des effets de la mise en place du programme DOTS.

Les objectifs principaux annoncés de ce plan de lutte pour arriver a I’éradication de
I’épidémie, étaient le dépistage de 70% des cas de TB maladie et la guérison de 85% d’entre

eux auraient dii étre atteint en 2005. Les résultats actuels ne sont pas si optimistes mais

90



Etude moléculaire de la résistance a la rifampicine des bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis

restent encourageant avec 60% de nouveau cas a frottis positifs dépistés et un taux de
guérison de 84% [190].

1.7.5. Le Plan Halte a la tuberculose

La situation tend a s’améliorer. L'OMS et le partenariat HALTE a la tuberculose
recommandent une approche visant I’éradication mondiale de la TB d’ici 2050. En 2001, aprés
des résultats encourageants obtenus avec la stratégie DOTS mais face a la dégradation de la
situation épidémique dans certains pays d’Afrique et d’Europe de I’Est notamment, ’'OMS a
décidé de renforcer la stratégie DOTS et a lancé le plan mondial «Halte a la TB» visant « un
monde sans TB» et dont I'objectif principal était de réduire I'incidence de la maladie dans le
monde. La TB sera considérée comme éradiquée lorsque son incidence passera en dessous du
seuil de 1cas/100 000 habitants par an [191]. Ainsi, le programme propose de lutter contre
les principaux facteurs favorisant la propagation de la maladie et s’organise en six lignes

directrices:

e Poursuivre I'extension du programme DOTS,

e Lutter contre les cas de coinfection TB/VIH et la TB-MDR,

e Contribuer au renforcement des systémes de santé,

e Impliquer 'ensemble des soignants,

e Donner des moyens d’agir aux malades et aux communautés,

e Renforcer la recherche.

1.7.6. La tuberculose dans les objectifs de développement durable

L'année 2015 marque la date limite pour les objectifs mondiaux de lutte contre la
tuberculose, et est une phase de transition des Objectifs du Millénaire pour le développement
« OMD » a une nouvelle ere des objectifs de développement durable (ODD). C'est une nouvelle
stratégie a I’échelle mondiale qui met fin a I'épidémie mondiale de la tuberculose a partir de
I'année 2016, qui a été adoptée par I’Assemblée de Santé en Mai 2014. Elle sert a inverser les
tendances d’incidence a 80% et a réduire le nombre de déces par tuberculose de 90% en 2030

(par rapport a I’lannée 2015) [192].
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1.8. Traitement

La Tuberculose est une maladie curable si un traitement approprié est prescrit a
temps et est scrupuleusement respecté par le malade. Ce traitement a trois objectifs
principaux. Le premier consiste a réduire rapidement la population de bactéries répliquées
afin de résoudre les symptémes, prévenir la mort et prévenir la transmission de l'infection. Le
deuxiéme consiste a éliminer les sous—populations de bactéries persistantes qui pourraient
causer une rechute apres avoir arrété le traitement et ainsi obtenir une guérison durable. Le
troisieme consiste a prévenir l'apparition de la résistance aux médicaments pendant la
thérapie. La thérapie combinée, l'utilisation simultanée d'antibiotiques multiples, est

nécessaire pour atteindre ces objectifs.

Les médicaments antituberculeux sont regroupés en cing groupes en fonction de
I'efficacité, de la puissance, de I'expérience d'utilisation et de la classe des médicaments
(tableau 8) [193, 194]. Les médicaments du groupe 1 «premiére ligne» sont ceux
recommandés pour le traitement de la tuberculose susceptible d'étre sensible. Les
médicaments «de deuxieme ligne» (groupes 2, 3, 4) sont généralement réservés a la
tuberculose résistante aux médicaments. Les médicaments de troisieme intention (Groupe 5)
ont une efficacité peu claire et / ou un role peu clair dans le traitement de la tuberculose, bien
gue pour certains médicaments du groupe 5, cela reflete davantage une lacune dans notre

connaissance que les insuffisances des médicaments eux-mémes [195].

1.8.1. Les antibiotiques de premiére ligne

1.8.1.1. Rifamycines

Trois composées dérivés de la rifamycine ont une activité anti-tuberculeuse : la
rifampicine, la rifabutine et la rifapentine. La RFB et la RFP ont des demi-vies plus longues et
des concentrations minimales inhibitrices plus élevée que la RMP pour M.tuberculosis, ce qui
autorise une prise bihebdomadaire pour la RFB, et hebdomadaire pour la RFP, la prise de RMP

restant quotidienne.
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La RMP est active par voie orale sur diverses espéces de mycobactéries dont les
bacilles tuberculeux. La RMP est le seul antituberculeux actif sur toutes les populations de BK
et notamment sur ceux contenus dans le caséum. In vitro, un BK sur 107 est un mutant
résistant a la RMP qui ne doit donc pas etre administrée seule. Aprés prise orale, la RMP est
absorbée en totalité si elle est prise a jeun et suffisamment a distance de toute prise
alimentaire. A la dose de 10mg/kg/j, les taux plasmatiques sont 50 a 100 fois supérieurs a la

concentration minimale inhibitrice [72].

La RFB est bien tolérée chez les malades qui ont des effets secondaires liés a la prise
de RMP, excepté pour les effets dermatologiques, ce qui fait de la RFB un substitut possible a
la RMP en cas d’intolérance [196]. C’est aussi en cas de co-infection un candidat au
remplacement de la RMP si le traitement antirétroviral comporte un inhibiteur des protéases
[197]. La résistance croisée avec la rifampicine et incompléte, au moins un tiers des souches

de M.tuberculosis résistantes a la rifampicine restent sensibles a la RFB [72].

1.8.1.2. IN

L’isoniazide est un antituberculeux majeur, bactéricide pour les mycobactéries intra-
et extracellulaires, actif par voie orale. Il agit sur M.tuberculosis, M.bovis et M.africanum.
L’absorption digestive est quasi compléete, et une prise unique quotidienne de 5mg/kg assure

des taux plasmatiques 40 a 60 fois supérieurs a la concentration minimale inhibitrice [72].

Les effets indésirables sont hépatiques et neurologiques. Les complications
hépatiques sont rares, inférieures a 1% ; elles consistent en une cytolyse tres sévéere. Les
facteurs de risques sont une insuffisance hépatique, I’éthylisme, un age supérieur a 50 ans, et
la poursuite prolongée du traitement aprés I'apparition des premiers signes de cytolyse
hépatique [72].

1.8.1.3. Ethambutol
L’EMB est le dérivé de I'éthylene diamine, bactériostatique sur M.tuberculosis, bovis

et africanum. 1l agit sur les germes se multipliant dans la paroi des Iésions caséeuses et sur

les bacilles dans les phagocytes. L'EMB pris par voie orale est absorbé a 80%. Les effets
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indésirables sont avant tout de type oculaire, avec risque de névrite optique rétrobulbaire, de
survenue en fait tres rare, a craindre chez I’alcoolique, I'alcoolo-tabagique, les sujets

présentant des anomalies de la vision et en cas de traitement prolongé [72].
1.8.1.4. Pyrazinamide

Le PZA est I'amide de l'acide pyrazinoide, analogue synthétique pyraziné du
nicotinamide. Le PZA est bactéricide sur le BK en milieu acide (PH 5.5). Il est rapidement
absorbé par voie orale. La demi-vie sérique de 4 a 10 heures est allongée en cas d’atteinte
hépatique. A la posologie de 35 mg/kg/j, les effets indésirables sont rares. Particulier au PZA
est un rash cutané vasomoteur observé au début de traitement, durant quelques heures, se
renouvelant aprés chaque prise, disparaissant habituellement avec la réduction de la

posologie a demi-dose pendant quelques jours [72].

1.8.2. Les antibiotiques de deuxiéme ligne

Les antibiotiques de seconde ligne ne sont pas utilisés en premiere intention car ils
présentent de nombreuses contraintes : ils ont des capacités stérilisantes limitées, ils sont
plus chers et ont des effets secondaires majeurs. Leur utilisation nécessite une assistance
médicale accrue car certains de ces antibiotiques doivent étre injectés aux patients. Enfin, ils
allongent la durée du traitement a 18-24 mois [198]. Les antibiotiques de seconde ligne
peuvent étre classés en six familles : les aminoglycosides, les peptides cycliques, les

fluoroquinolones, les thioamides, la cyclosérine et I’acide para-aminosalicylique.

Ces antibiotiques ciblent la synthese des acides (désoxy)ribonucléiques, la synthese
protéique ou la production d’éléments de l'enveloppe essentiels a la survie du bacille
tuberculeux. Plusieurs mécanismes impliqués dans la résistance de M.tuberculosis a ces
antibiotiques. Depuis 2006, des isolats cliniques de WM. tuberculosis résistants aux

antibiotiques de 2 éme ligne les plus efficaces ont été isolés dans 58 pays [199].
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Tableau VIII: Classifications existantes des médicaments antituberculeux (1 et 2) et éventuels changements futurs basés sur des preuves récentes (3)[200}

(1) Classification des médicaments anti-tuberculeux OMS 2011

(2) Classification des médicaments anti-tuberculeux OMS 2016

(3) Evolutions possibles dans le future

Groupe 1
Médicaments antituberculeux
oraux de premiére intention

Isoniazide

Rifampicine

Ethambutol

Pyrazinamide

Groupe A
Fluoroquinolones

Levofloxacine

Moxifloxacine

Gatifloxacine

Groupe A
Fluoroquinolones

Levofloxacine

Moxifloxacine

Gatifloxacine

Amikacine Bedaquiline
Streptomycine Capreomycine Delamanid
Médi Gl;oup:tzb | — Groupe B — G B
cdicaments antituberculeux Knamycine Médicaments injectables de Knamycine roupe Ethionamide/Prothionamide
injectables deuxieme ligne Autres médicaments de
(Agents injectables ou parentéraux) | Amikacine e (Streptomycine) base de deuxiéme ligne | Cycloserine/ terizidone

Capreomycine Linezolide

Clofazimine
Levofloxacine Ethionamide/Prothionamide Amikacine

Groupe 3
Fluoroquinolones

Moxifloxacine

Gatifloxacine

Ofloxacine

Group C
Autres médicaments de
base de deuxiéme ligne

Cycloserine/ terizidone

Linezolide

Clofazimine

Groupe C
Médicaments injectables
de deuxieme ligne

Capreomycine

Knamycine

Meropenem/cclavulanate

Groupe 4
Médicaments anti-TB
bactériostatiques oraux de
deuxiéme intention

Ethionamide/Prothionamide

Cycloserine/ terizidone

p-Aminosalicylic acid

Groupe 5
Médicaments antituberculeux
ayant des données limitées sur
I'efficacité et la sécurité a long
terme dans le traitement de la

tuberculose résistante aux
médicaments

Linezolide

Clofazimine

Amoxicilin-clavulanate

Meropenem

Isoniazide a forte dose

Thioacetazone

Clarithromycine

Groupe D
Médicaments
complémentaires (pas les
composants principaux de
la thérapie MDR-TB)

Pyrazinamide

D1 Ethambutol
Isoniazide a forte dose
Bedaquiline
Delamanid
p-Aminosalicylic acid
D2

Imipenem-cilastatin

Meropenem

Amoxicilin-clavulanate

(Thioacetazone)

Groupe D
Médicaments
complémentaires (pas les
composants principaux de
la thérapie MDR-TB)

Pyrazinamide

Ethambutol

Isoniazide a forte dose

p-Aminosalicylic acid

Amoxicilin-clavulanate

Rifabutine
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1.8.3. Indication du traitement

En fonction de la TB rencontrée (TB-maladie ou TB-infection), de sa localisation et de
son degré de gravité, du résultat du frottis, du résultat de I'antibiogramme, des antécédents
de traitement du patient ; I’'OMS a défini des schémas thérapeutiques normalisés adaptés en
fonction du type de tuberculose rencontré mais aussi en fonction des systémes de santé des

pays qui auront a les appliquer et de leurs moyens financiers disponibles [201].

1.8.3.1. Traitement de la tuberculose a bacilles sensibles

Le traitement standardisé de la TB maladie, qu’elle soit pulmonaire ou
extrapulmonaire, d’'une durée de six mois a neuf mois, comporte deux phases. Pendant les
deux premiers mois (phase initiale), le traitement est une quadrithérapie associant INH, RIF,
PZA, et EMB. Il s’en suit une bithérapie (phase de continuation) d’une durée de quatre a sept

mois alliant RIF et INH (tableau 9).
Traitement de la tuberculose a bacilles résistants et multi-résistants :

Tableau IX: Schéma thérapeutique

Type de tuberculose Régime

e Tuberculose pulmonaire a microscopie positive. 2RHZE/4RH
e Les tuberculoses aigues et graves mettant en jeu le pronostic vital
et/ou fonctionnel:
v" Tuberculose miliaire.
v" Tuberculose multifocale (atteinte de 2 organes ou plus non
contigu)
v" La tuberculose broncho-pneumonique étendue.
v" La tuberculose intestinale, rénale, péricardique.
v" La tuberculose extensive chez les sujets vivant avec le VIH.
e Tuberculose pulmonaire a microscopie négative.
e Tuberculose pulmonaire a microscopie négative et a culture positive.
e Primo-infection tuberculeuse.
e Tuberculose extrapulmonaire.

e La tuberculose neuro-méningée. 2S(RHZ)/7RH
o La tuberculose ostéo-articulaire (y compris le mal de pott)
e Rechute. 3RHZE/5RHE

e Echec de traitement.
o Reprise de traitement apres abandon.
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En dépit de sa toxicité, c’est la durée du traitement, le plus souvent supérieure a six
mois, qui est a l'origine de la mauvaise observance des patients. Ce phénomeéne est le
principal mode de sélection des souches MDR voire XDR et nécessite I'emploi d’ATB de
seconde ligne lors de la prise en charge du patient. Ces ATB de seconde ligne
(aminoglycosides, fluoroquinolones, acide paraaminosalicylique, thioamides) sont moins
efficaces et plus toxiques que ceux de premiére intention rendant ainsi le traitement bien plus

compliqué qu’en présence d’une souche sensible [202].

Les lignes directrices de I"OMS sur les schémas thérapeutiques pour la TB-MDR
recommandent actuellement une phase intensive de 8 mois et une durée totale du traitement

de vingt quatre mois pour la plupart des patients [191].

Un médicament candidat- anti-tuberculeuse (TBA-354) est en phase | d’essai.
Plusieurs nouveaux schémas de traitement de la tuberculose sensible et/ou résistante aux
médicaments antitubercueleux sont testés dans des essais en phase Il ou en phase Ill; au
moins deux autres essais devraient commencer début 2016. L'OMS a publié des directives

provisoires sur l'utilisation de bédaquiline en 2013 et Delamanid en 2014[192].

43 pays ont déclaré vers fin 2014, avoir utilisé la bédaquiline pour traiter les patients

dans le cadre des efforts visant a élargir I'acces au traitement pour la TB-MR [192].

1.8.3.2. Traitement de la tuberculose : Nouvelles molécules

Les nouvelles fluoroquinolones (FQs), notamment la Moxifloxacine (MXF) et la
Gatifloxacine (GXF), montrent une meilleure activité in vitro que les « anciennes » FQs
(Ofloxacine et la Ciprofloxacine), par leur action inhibitrice stable de I’ADN gyrase, leur
parametres pharmacocinétiques et dynamiques favorables et une bonne tolérance sur le long
terme [203]. Les oxazolidinones, représentés par le Linezolide (LZD) et le PNU-100480, sont
utilisés pour leurs propriétés antibactériennes. lls agissent en inhibant la synthése protéique
par liaison a la sous unité 50S ribosomal, empéchant ainsi la formation du complexe
d’initiation. Le LZD a de bonnes propriétés pharmacocinétiques mais son efficacité est

controversée par ses effets secondaires. Le PNU-100480 dérive du LZD et montre une
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meilleure activité in vitro contre M. tuberculosis. En raison des effets secondaires de cette
classe de médicaments, leur utilisation n’est envisagée que dans le traitement de la TB-MDR.
Les rifamycines sont représentées par la Rifapentine (RFP), Rifalazil (RFL), Rifabutine (RFB),
elles présentent des demi-vies beaucoup plus longues et des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) plus élevées pour M. tuberculosis que la RIF. La RFL n’a pas d’intérét en
raison de sa toxicité. La RFP est la molécule la plus intéressante, elle possede une demi-vie
plus longue que la RIF, ce qui permettrait de raccourcir le traitement, son utilisation est

envisagée en combinaison avec la MXF.

Les diarylquinolones représentent une nouvelle famille d’antibiotiques. La molécule la
plus active est le R207910 (TMC207). Son mode d’actionest unique parmi tous les ATB: elle
inhibe I’ATP synthétase bactérienne (sous unité atpE), entrainant une déplétion des réserves
en ATP des mycobactéries, notamment des formes persistantes. Du fait de son nouveau
mécanisme d’action, il n’y a pas de résistance croisée avec les autres ATB et I'antibiotique

conserve toute son activité sur les souches MDR et XDR [204].

Une étude récente a montré également que le TMC207 tue efficacement les bacilles
dormants, de ce fait elle peut étre la molécule idéale pour éradiquer le bacille en état de
latence au sein du granulome. Les nitroimidazolés sont représentés par le PA-824 et I’'OPC-

67683.

Le PA-824 est un pro-médicament qui est activé par une bioréduction catalysée par
I’association du cofacteur F420 et d’une protéine spécifique de M.tuberculosis Rv3547. |l
inhibe la synthése des acides mycoliques de la paroi bactérienne. Il est actif contre les
populations aérobies et anaérobies de M.tuberculosis, ce qui devrait le rendre efficace contre
la tuberculose latente. Il n’a pas d’effets secondaires et possede des parametres
pharmacocinétiques intéressants, son utilisation est envisagée dans les thérapies sans RIF,

notamment anti-VIH.
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L’OPC-67683 semble étre 10 a 20 fois plus actif que le PA-824 et posséde un
potentiel bactéricide intéressant a basse concentration, il est également actif contre les

formes latentes du bacille.

Le SQ109 fait partie des familles des diamines qui sont dérivés de I'EMB, c’est un
inhibiteur de la synthese de la paroi cellulaire de la mycobactérie. In vivo et in vitro, le SQ109
est plus efficace que I'EMB et a 4 fois la CMI, autant que I'INH. Il est doté d’un pouvoir
bactéricide rapide, sa lipophilie qui lui assure une bonne diffusion cellulaire et sa longue

demi-vie sont encourageants pour espérer de raccourcir la durée du traitement.

1.9. Resistance aux anti-bacillaires

La résistance d'une souche de M. tuberculosis aux médicaments a été définie par la
présence d’un degré de sensibilité nettement inférieur a celui d'une souche sauvage qui n'a

jamais été en contact avec le médicament [205].

1.9.1. Concepts de base au sujet du développement d’une tuberculose a germes résistants

aux médicaments antituberculeux

La résistance naturelle du bacille tuberculeux a I’égard de nombreux antibiotiques est

expliquée par :

e Le caractere hydrophobe de son enveloppe cellulaire qui agit comme barriére de
perméabilité.

e La présence dans le bacille d’enzymes capables de modifier certains médicaments
notamment par hydrolyse.

e L’existence de nombreux systemes d’excrétion potentiellement capables d’assurer une

élimination des médicaments hors du bacille.

Le développement des résistances médicamenteuses aux antibacillaires n’est pas un
phénomene récent, il a été observé peu aprés I'introduction des premiers antituberculeux. En
1948 déja, on a pu démontrer que 85% des souches de mycobactéries des malades recevant
une monothérapie a base de la streptomycine devenaient résistantes en I’espace de quelques

semaines a quelques mois [206].
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La résistance génétique a un médicament antituberculeux résulte de [I'action
combinée de deux phénomenes : les mutations spontanées dans le chromosome de MTB

suivies de la sélection des mutants par une chimiothérapie inadéquate.

Les souches de MTB sauvages n’ayant jamais été en contact avec un médicament
antituberculeux sont globalement sensibles aux produits utilisés en clinique pour le

traitement de la tuberculose.

1.9.1.1. Les mutations spontanées

La fréquence des mutations spontanées génératrices de résistance au sein des
populations bacillaires « sauvages » est minime et varie selon les médicaments
antituberculeux, elle concerne environ 10-6 a 10-8 divisions mycobactériennes. Les éléments
génétiques mobiles, comme les plasmides et les transposons, dont on sait qu’ils sont les
médiateurs de la résistance aux médicaments dans diverses espéces bactériennes, ne le sont
pas chez M. tuberculosis. Comme de telles mutations entrainant une résistance aux
médicaments ne sont pas liées, la probabilité du développement d’une résistance bacillaire a
I’égard de trois médicaments utilisés simultanément passe a 10-8-10-20. En théorie, les
risques de résistance aux médicaments sont donc virtuellement inexistants lorsque I'on utilise

trois médicaments efficaces en combinaison pour le traitement de la TB [207].

1.9.1.2. Modalités de la sélection des mutants

Une souche bactérienne peut devenir cliniquement résistante (résistance secondaire)

suite a la sélection des mutants, cette sélection résulte de diverses causes :

e Régimes thérapeutiques inadéquats surtout la monothérapie.
e Adhésion thérapeutique déficiente (abandon précoce ou sélection d’une partie des
médicaments) [199].

e Malabsorption ou interactions médicamenteuses [208].

La transmission subséquente de souches résistantes de MTB depuis le cas « index »

vers d’autres personnes engendre une résistance primaire. Le phénotype MDR/XDR est causé
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par une accumulation séquentielle de mutations dans différents génes impliqués dans la

résistance individuelle aux médicaments antituberculeux.

Si la résistance se manifeste contre les deux antituberculeux les plus actifs,
I’isoniazide et la rifampicine, la souche est dite multirésistante (MDR-TB). Et depuis 2005,
cette résistance a franchi un pallier et on parle désormais de souche XDR (pour extensive ou
extreme drug resistance ) : il s’agit de souches résistantes non seulement a lI'isoniazide et a la
rifampicine, mais aussi aux fluoroquinolones et a au moins un des antibiotiques injectables

suivants : capreomycine, kanamycine et amikacine [209, 210].

1.9.1.3. Mécanismes de résistance aux médicaments de premiére ligne

Les antituberculeux de premiére ligne sont des molécules considérées comme les
plus actives a ce jour : l'isoniazide (INH), la rifampicine (RIF), le pyrazinamide (PZA), la

streptomycine (SM) et I’éthambutol (EMB) (figure 60).
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Figure 60: Antibiotigues de premiere ligne utilisés pour le traitement de la tuberculose
sensible et leur mode d’action

1.9.2. Larésistance a la rifampicine

1.9.2.1. La rifampicine
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La rifampicine (RIF) fut introduite dans le traitement antituberculeux en 1966. Elle est
devenue un composant clé du régime thérapeutique vu son action bactéricide contre MTB.

Avec I'INH, la RIF constitue la base de chimiothérapie antituberculeuse.

1.9.2.2. Mode d’action de la RIF sur MTB

La RIF est active a la fois contre les bacilles en phase de multiplication et ceux en

phase stationnaire (dont I'activité métabolique est faible).

Elle se lie au sous unité B de I’ARN polymérase inhibant ainsi l'initiation de la

transcription. Cette sous unité est codée par le géne rpoB.

1.9.2.3. Mutations observées

Pour M. tuberculosis, la résistance a la RIF survient a une fréquence de 107 a 10-8
[204]. Des mutations ponctuelles, des délétions ont été observées chez 96% des isolats
cliniques résistants a la RIF (RIFR) dans une région de 81 paires de bases du gene rpoB. Cette
région encore appelée RRDR (Rifampin Resistance Determining Region) s’étend du codon 507
au codon 533 et code pour 27 acides aminés [211,212]. D'apres les rapports antérieurs
d'autres régions géographiques, les deux mutations Ser531Leu et His526Tyr sont
responsables de plus de deux tiers des cas de résistance a la RIF[212, 213]. En effet, selon
I'étude Marocaine, 59,6% des isolats RIFR présentent des mutations au niveau du codon 531,
alors que 8,5% ont des mutations ponctuelles au niveau du codon 526 [214]. D'autres
mutations et délétions sont données dans le tableau (Tableau 10). En revanche, 15% des
souches résistantes au RIF n'avaient pas de mutations dans le RRDR. Ces isolats ont été
soumis a un nouveau test de sensibilité a la RIF, et leurs modeéles de résistance ont été
confirmés. Pour ces souches, il est possible que des mutations conférant une résistance a la
RIF soient présentes ailleurs dans le gene rpoB (comme un V146F, que l'on trouve
fréquemment chez des souches de M. tuberculosis récupérées chez des patients d'origine
moyen-orientale) [214,215] ou des changements se sont produits dans un ou plus de génes
dont les produits participent a la perméabilité ou au métabolisme des antibiotiques [214]. Il

est possible que deux mutations se produisent chez la méme souche soit dans deux codons
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séparés ou encore dans un seul codon telles que la substitution de I'histidine (CAC) par la

cystéine (TGC) au niveau du codon 526 du géne rpoB[211,212].

En outre, il existe un lien entre la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la RIF
et les changements structuraux au niveau du géne rpoB. Une forte corrélation a été trouvée
entre ces deux parametres : les mutations 531, 516 et 513 conférent un niveau élevé de
résistance a la RIF alors que les mutations localisées au niveau des codons 514, 521 et 523

résultent d’une CMI faible [211,212].

Les souches cliniques de MTB résistantes uniquement a la RIF (monorésistantes) sont
rares. En effet, I’acquisition de la résistance a la RIF s’observe en général chez des souches
déja résistantes a I'INH. Ainsi, la résistance a la RIF est considérée comme un marqueur des

souches MDR [216, 217].

Actuellement, la monorésistance a la RIF commence a prendre de I'ampleur avec

apparition des mutations au niveau des génes rpoA et rpoC (mutation compensatoires) [218].

En outre, d’autres mutations en dehors de la région RRDR peuvent avoir un réle dans
le fitness, ces mutations sont toujours associés a d’autres affectant la région RRDR, elles
assurent une croissance rapide et une dissémination plus large des souches résistantes a la

RIF.

La résistance a la RIF croise généralement avec les autres molécules de la famille des
rifamycines (rifampine, rifapentine, rifabutine). Cependant, une molécule apparentée aux
rifamycines, KRM-1648 faisant I'objet de recherches pourrait etre active contre certains

mutants RIFR [212].
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Tableau X: RRDR dans le géne rpoB de 47 souches de M. tuberculosis résistantes au RIF au

Maroc [214]
Frequency of

Codaon Nucleotide Amino acid mutations
position change substitution n (%)
511 CTG — CCG Leu — Pro 1(2.1)
514-515 A TTC-ATG - TTG Phe-Met — Leu 1(2.1)
516 GAC —= GTC Asp — Val 204.2)
516 GAC — TAC Asp — Tyr 1(2.1)
519-520A AAC-CCG A Asn-Pro A 1(2.1)
522 TCG —=TTG Ser — leu 2(4.2)
526 CAC —» TAC His — Tyr 4(8.5)
531 TCG=TIG Ser — Leu 25(53.2)
531 TCG = TGG Ser — Trp 3(6.4)
— No mutation No substitution 7(15)

Total 47 (100)

RRDR = RMP resistance determining region; RMP = rifampicin.

1.9.3. La résistance a I’isoniazide

1.9.3.1. L’isoniazide

L’isoniazide (INH) a été synthétisé a partir d’isonicotinate d’éthyl et d’hydrazine en
1912 a Prague par Meyer et Mally. Son activité antituberculeuse n’a été découverte que 40 ans
plus tard, en 1952. Sa spécificité pour les mycobactéries, sa haute efficacité et sa faible
toxicité ont fait de cette molécule le pilier de lutte contre la TB dans le monde entier [219,
220].

1.9.3.2.  Mode d’action de I’INH sur MTB

A l'opposé de beaucoup d’autres médicaments antituberculeux, [I'activité
antibactérienne de I'INH se limite essentiellement au MTBC. L'INH n’est actif que sur les
bacilles tuberculeux en phase de multiplication et il n’est pas actif contre les bacilles qui ne se
multiplient pas, ni non plus dans les conditions anaérobies. Il semble agir selon divers
mécanismes dont I'inhibition de la synthese des acides mycoliques est la plus connue. Aprés
oxydation de I'INH par le systéme catalase-peroxydase, le produit intermédiaire (I'acide
isonicotinique) inhibe I'activité de I’enoyl-ACP-réductase impliquée dans la biosynthése des
acides mycoliques de la paroi mycobactérienne. L'INH est donc une « prodrug », qui agit en

inhibant la synthése des acides mycoliques [207].
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La résistance a I'INH est plus complexe que celle a la RIF, elle est contrblée par
plusieurs génes a savoir : katG, inhA, ahpC, kasA et ndh. Elle est due principalement a des
mutations au niveau du géne katG codant pour la catalase-peroxydase. En effet, plusieurs
études ont montré une forte corrélation entre la résistance a I'INH et la perte de I’activité de la
catalase. Ces mutations altérent la structure de I’enzyme et réduisent son habilité a

métaboliser I'INH (conversion de I'INH prodrug en acide isonicotinique (INH activé)) (figure

61).
Isoniazide (INH)
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Figure 61: Schéma des mécanismes d’action et de résistance de I’'isoniazide [220]

1.9.4. La résistance a la streptomycine

1.9.4.1. La streptomycine

La streptomycine est un aminocyclitol glycoside utilisé en premiere intention pour

traiter la tuberculose.

1.9.4.2. Mode d’action de la streptomycine sur MTB

La streptomycine (SM) se fixe sur les ribosomes bactériens (ARNr 16S) inhibant ainsi

I'initiation de la traduction.

1.9.4.3. Mutation observées

Les mutations associées a la résistance a la SM ont été identifiées au niveau de deux

genes rrs (ARNr 16S) et rpsL codant pour la protéine ribosomale S12. Contrairement aux
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autres bactéries, les membres du MTBC présentent une seule copie du gene ARNr. Par

conséquent, un changement d’un seul nucléotide induit une résistance a la SM [212].

1.9.5. La résistance au pyrazinamide

1.9.5.1. Le pyrazinamide
Le pyrazinamide (PZA), analogue structural de la nicotinamide, est un antibiotique
utilisé en premiére intention dans le traitement de la tuberculose, en méme temps que I'INH et
la RMP. Le PZA joue un rble unique dans le raccourcissement du traitement de la TB depuis la
durée antérieure de 9 a 12 mois vers 6 mois [207].

1.9.5.2. Mode d’action du pyrazinamide

En milieu acide, la PZA a une activité bactéricide sur les bacilles quiescents, cette

activité est renforcée dans des conditions de faible oxygénation ou d’anaérobiose [221].

Le PZA est un « prodrug » qui doit étre transformé dans sa forme active, I'acide
pyrazinoique (POA), par I’enzyme pyrazinamidase/nicotinamidase codé par le géne pncA de
M. tuberculosis [222]. Il est supposé que dans I’environnement acide du phagolysosome, le

bacille produit cette enzyme.

Il a été démontré que la déficience d’activité de la pyrazinamidase due aux mutations

de pncA est la cause principale de la résistance au PZA [222-224]

1.9.6. La résistance a I’éthambutol

1.9.6.1. L’éthambutol

C’est un médicament de premiére ligne qui est utilisé en combinaison avec I'INH, la

RMP et le PZA pour prévenir I'apparition de la résistance aux médicaments.

1.9.6.2. Mode d’action de I’éthambutol sur MBT

L’EMB est un agent bactériostatique actif sur les bacilles au stade de multiplication et
inefficient sur les bacilles « dormants » [207]. Il inhiberait I'incorporation des acides
mycoliques dans la paroi cellulaire en agissant sur une arabinosyltransférase (cette enzyme
transfert normalement I’arabinogalactane a I'intérieur de la cellule). Trois geénes organisés en

opéron : embA, embB et embC codent pour cette enzyme. Une mutation au niveau de I'opéron
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ABC induit une altération de I'’enzyme et donc I'EMB ne peut plus agir induisant ainsi la

résistance de MTB a cet ATB [216 ;225].

1.10. Etude de la sensibilité aux anti-bacillaires

1.10.1. Test de détection phénotypique

1.10.1.1. L’antibiogramme par la méthode des proportions

La méthode classiquement utilisée pour mesurer la sensibilité aux antibiotiques
d’une souche du complexe M.tuberculosis est la méthode des proportions qui permet de
déterminer la proportion de bacilles résistants a chaque antibiotique [205]. Cette technique
consiste a ensemencer des milieux de Lowenstein contenant une « concentration
critique » d’antibiotique définie comme la concentration nécessaire pour inhiber au moins 95
% des souches sauvages (cette concentration peut étre différente selon le milieu utilise) et des
milieux témoins sans antibiotique avec un inoculum constant, ceci de facon a dénombrer les
colonies sur les différents milieux et a calculer ainsi le pourcentage de mutants résistants. La
souche sera dite sensible si le pourcentage de mutants résistants est inferieur a la
« proportion critique » défini pour chaque antibiotique, 1 % pour l'isoniazide, rifampicine et

streptomycine, 10 % pour pyrazinamide et les antibiotiques de 2e ligne [226].

Les résultats sont obtenus aprés trois a six semaines d’incubation, délai nécessaire
au développement des colonies, soit souvent deux a trois mois aprés la mise en culture du
préléevement. Lorsque I’examen microscopique du préléevement révele une quantité suffisante
de bacilles (au moins quatre a cinq par champ microscopique apres coloration a I'auramine),
on peut effectuer 'antibiogramme directement a partir du prélevement. Les résultats sont
alors disponibles en méme temps que ceux de la culture, c'est-a-dire en 3 a 4 semaines

[159].

L’'antibiogramme standard, qui mesure la sensibilité aux antibiotiques de premiere
ligne, donne de bons résultats sauf avec le pyrazinamide, antibiotique qui n’est actif qu’a un
ph trés acide peu favorable a la croissance de M.tuberculosis [159]. Par conséquent, la

détermination de la proportion critique de bacilles résistants au pyrazinamide doit comparer
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la croissance sur le milieu avec antibiotique a celle d’un témoin du méme milieu acidifie

(pH6.6) [226].

L’antibiogramme est particulierement important pour bien mener le traitement
lorsque les malades rechutent ou sont en échec thérapeutique. Dans ce cas, en plus de la
sensibilité aux antibiotiques de premiére ligne, il est indispensable d’éprouver la sensibilité

aux antibiotiques de seconde ligne [163].

1.10.1.2. L’antibiogramme en milieu liguide

Bien que la méthode des proportions en milieu solide demeure la méthode de
référence pour la détermination de la sensibilité aux antituberculeux de premiére intention,
les antibiogrammes sont désormais le plus souvent réalisés en milieu liquide sur I'automate
Bactec MGIT 960 ou Versa TREK. Son adaptation a la mesure de la sensibilité aux

antituberculeux de second ligne est en cours [227].

L’avantage évident de I'antibiogramme en milieu liquide est le délai de réponse : les
résultats sont obtenus en 8 a 10 jours au lieu de 3a 6 semaines. La concordance des résultats
avec ceux de la méthode de référence est bonne, de plus de 90%. Elle est meilleure pour la

rifampicine et I'isoniazide que pour la streptomycine et I’éthambutol [147].

Des résultats faussement sensibles responsables d’erreurs majeures, de I'ordre de
1,5 a 2,5 % pour l'isoniazide et la rifampicine et de 5 a 8 % pour la streptomycine et
I’éthambutol, sont rapportés. De méme, des fausses résistances sont décrites et il est
actuellement recommandé de contréler ces résultats par la méthode de référence des

proportions en milieu solide [146].

L'inconvénient de ces systémes réside dans un pourcentage de contamination plus
élevé par rapport aux cultures sur LJ et leur colt élevé qui fait qu’ils soient trés peu utilisés
dans les pays en voie de développement ou la tuberculose est endémique. Pour remédier a
cette situation, des techniques «maison» se sont développées dont certaines ont été validées

par I’OMS [2238].
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1.10.1.3. La technique Microscopic observation drug suceptibility (MODS)

Le principe repose sur I|'observation microscopique de la croissance de M.
tuberculosis sous forme de cordes en milieu liquide et en présence des différents
antibiotiques a tester. Le test se fait dans des plaques a puits et la lecture utilise un
microscope inversé. Cette technique peu coliteuse est surtout utilisée dans les pays en voie de
développement ou elle permet de détecter rapidement la présence de souche MDR avec une

sensibilité et une spécificité respectives de 100 et 94 % [229].

1.10.2. Test de détection génotypique

La détection moléculaire de la résistance a la rifampicine, marqueur de la
multirésistance, a été la premiere a étre développée ; cette résistance étant généralement
associée a celle de I'isoniazide [139 ;159]. Dans les pays ou les moyens de laboratoire sont
limités, la détermination de la sensibilité a la rifampicine peut servir de criblage initial. Les
souches dont on détermine qu’elles sont résistantes a la rifampicine devront étre testées pour

évaluer leur résistance a I'isoniazide [230].

Deux techniques sont principalement utilisées pour la recherche moléculaire de la
résistance, I’hybridation sur bandelettes et la détermination de la séquence nucléotidique
[159]. La premiere utilise une technique d’amplification génique suivie d’une hybridation

inverse sur bandelette. La seconde utilise le principe de la PCR en temps réel [139].

1.10.2.1. Les méthodes d’hybridation sur bandelette(LPA)

L’hybridation sur bandelettes consiste a amplifier un fragment de géne, a le marquer
et a I’hybrider sur des sondes fixées sur une bandelette (Figure 62). Les hybrides sont révélés
par I'apparition d’une coloration. Parmi ces tests, on cite INNO-LiPA Rif.TB détectant la
résistance a la rifampicine, Génotype MTBDRp/us détectant en plus la résistance a I'isoniazide
et Génotype MTBDRs/ détectant la résistance aux antituberculeux de seconde ligne, les

fluoroquinolones, les aminoglycosides et I’éthambutol [139 ;159].

INNO-LiPA a une sensibilité supérieure a 93 % et une spécificité de 100 % quand la

technique est appliquée sur la culture. Par contre, si la recherche de la résistance a la
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rifampicine se fait directement sur le prélevement, la sensibilité est moindre (80 %) avec une

......
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Figure 62: principe de la recherche de mutation dans le géne rpoB par hybridation sur
bandelette : I’exemple du test INNO-LiPA Rif.TB [159]

Sur la bandelette Génotype MTBDRp/us sont fixées :

e Des sondes spécifiques des alléles sauvages du gene rpoB, de la position 15 du
gene katG et des positions -8, -15 et -16 du régulateur du gene /nhA;

e Des sondes spécifiques des mutations les plus fréguemment en cause dans la
résistance a la rifampicine (Ss3i1L, Hs2Y, Hs2sD, et DsigV de rpoB et a
I'isoniazide (deux triplets déterminant la mutation S315T de katG et -15C -T, -

16A -G, -8T -A de inhA).

Avec ce jeu de sondes, il est possible de préciser si les genes rpoB, katG et inhA sont
sauvages ou s’ils sont le siege de mutations aux positions testées. Un signal d’hybridation
avec les sondes détectant spécifiqguement les mutations. L’absence d’hybridation avec la
sonde sauvage sans hybridation avec les sondes des mutations les plus fréquentes révele la
présence de mutations plus rares dont I'identification précise ne pourra étre obtenue que par

séquencage du géne concerné (figure63).
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Figure 63: exemples de résultats de la recherche de mutation dans les genes rpoB et katG par
hybridation sur bandelette GenoType MTBDRplus [159]

La premiére génération de test GenoType MTBDRp/us 1.0 permet en quelques heures
et en un seul test de détecter le complexe tuberculosis ainsi que le statut de la résistance a la
rifampicine et l'isoniazide, soit a partir d’échantillons avec examen direct positif, ou soit a
partir de cultures positives [232]. Dans les deux cas, la sensibilité est supérieure a 95 % pour
la rifampicine et la spécificité est de 99 a100 %. Pour I'isoniazide, la sensibilité est moindre et

varie selon les études entre 73 et 92 % [233].

Depuis peu, les prélevements pulmonaires non bacilliferes peuvent étre analysés par
la nouvelle génération de test GenoType MTBDRplus 2.0. L’étude de Crudu et al. en zone de
moyenne endémie montre une sensibilité de 79,8 % pour la détection du complexe
tuberculosis ainsi qu’une sensibilité de la détection de la résistance de 90 % pour la

rifampicine et de 93,5 % pour I'isoniazide [234].

La bandelette Génotype MTBDRs/, a été mise sur le marché en 2009, elle apporte une
aide au dépistage des XDR-TB. Les sensibilités et spécificités moyennes de ces différentes
études sont respectivement de 87,4 % et 97,1 % pour les FQ, 82,6 % et 99,5 % pour
I’lamikacine, 82 % et 97,3 % pour la capréomycine, 44,4 % et 99 % pour la kanamycine et 68 %
et 80 % pour I'éthambutol [235]. Ces bandelettes permettent une bonne détection de la
résistance aux FQ, a I'amikacine et a la capréomycine, par contre, elles ne semblent pas

appropriées pour la mise en évidence de la résistance a la kanamycine et a I’éthambutol. Les
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valeurs élevées de la spécificité rendent ce test utile au dépistage des isolats XDR-TB

[236,237].

> Test Xpert MTB/RIF®:

Le test Xpert MTB / RIF est un test de diagnostic in vitro de PCR testé en temps réel
pour la détection d'ADN du complexe Mycobacterium tuberculosis dans des sécrétions brutes
ou des sédiments concentrés. Dans les spécimens ou le complexe Mycobacterium tuberculosis
(complexe MTB) est détecté, le test Xpert MTB / RIF détecte également les mutations associées
a la résistance a la rifampicine du gene rpoB. Ce test est premierement recommandé par 'OMS
en 2010 et approuvé par la FDA en 2013. Au début, il n'a été validé que pour les échantillons
pulmonaires, mais en 2013, I'OMS a élargi les recommandations pour l'utilisation de ce test
pour inclure plusieurs autres matrices, avec un traitement approprié des échantillons - LCR,

biopsie pleurale, tissu lymphatique et aspiration gastrique Chez les enfants [195 ;238].

Trente pour cent (30%) des souches de TB-MDR en Suisse ont une résistance a la
rifampicine qui se trouve en dehors des régions du géne rpoB détectées par Xpert® [239].
Cette technique reste donc moins sensible que I'antibiogramme, qui reste la méthode de

référence pour déterminer la sensibilité du M.tuberculosis aux antituberculeux.

DISCUSSION DE NOS RESULTATS

11.1. Prévalence de la résistance de M.tuberculosis a la rifampicine

La prévalence de la tuberculose résistante a la rifampicine varie d’un pays a 'autre et
dans le méme pays d’une région a une autre. Selon I'OMS, 45 % du total de 580 000 cas de
TB-RR sont concentrés en Inde, en Chine et en Russie [1]. Au Maroc, 238 cas de tuberculose

résistante ont été déclarés en 2016 [2].

La proportion de la résistance du M. tuberculosis a la RIF dans notre étude était de
10.5%, ce qui est similaire aux études récentes menées en Ethiopie [240], au Nigeria [241] et
en Inde [242]. Cette prévalence demeure plus élevée que dans les études observées aux Etats-

Unis [243], en Ouganda [244] et au nord-ouest d’Ethiopie [245]. En revanche, cette proportion
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reste inférieure aux rapports de la Mozambique [246] et du nord ouest de I'Inde [247]. Cette
variation pourrait étre expliquée par le recours a la rifampicine dans des indications autre que

la tuberculose, ainsi qu’a la différence des programmes nationaux de lutte antituberculeuse.

D'autre part, des études phénotypiques réalisées en utilisant des tests de sensibilités
aux médicaments (DST) (sur milieu de Lowenstein-Jensen) ont enregistré des fréquences qui

varient de 3.9% a 32.5% [248-255] (tableau 11).

La prévalence constatée dans notre série est faible, comparativement aux données de
I’OMS concernant la fréquence de la résistance a la rifampicine au Maroc qui est estimée a 15%
en 2015 [256]. Cela peut étre expliqué par I'incapacité des techniques utilisées dans notre
étude a détecter la résistance a la RIF provoquée par des mutations autres que celles de la

région RRDR, ce qui sous estime notre prévalence.

La résistance a la RIF est souvent considérée comme un marqueur de substitution ou
une vérification de la TB-MR [216,217]. Cette hypothése n’est pas confortée par notre étude,

dans la mesure ou 20% des échantillons résistants a la RIF ne sont pas des MDR.
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Tableau XI: Comparaison de nos résultats avec des études internationales

Proportion de la

Auteurs Année Type d’étude Zone d’étude résistance du
M.tuberculosis a la Rif %
Mulu et al [240] 2017 Génotypique Debre Markos, Ethiopie 10.3%
Nawadioha et al [241] 2014 Génotypique Benue, Nigeria 13.9%
Chakraborty et al [242] 2016 Génotypique Kolkata, Inde 11.76%
Mekonnen D et al [257] 2015 Génotypique Bahir Dar, Ethiopie 40.9%
Singhal et al [247] 2014 Génotypique Nord-ouest, Inde 63.7%
Namburete et al [246] 2016 Génotypique Beira, Mozambique 17.4%
Mboowa et al [244] 2014 Génotypique Kampala, Ouganda 3.5%
CDC [243] 2014 Génotypique Atlanta, Etats-Unis 1.3%
Mekonnen F et al [245] 2015 Génotypique Nord-ouest, Ethiopie 5.6%
Banu et al [248] 2016 Phénotypique Dhaka, Bangladesh 3.9%
Hamuss et al [249] 2016 Phénotypique Oramia, Ethiopie 7.5%
Alhajoj et al [250] 2013 Phénotypique Arabie Saoudite 5.3%
Nhung et al [251] 2015 Phénotypique Hanoi, Vietnam 6.7%
Yang et al [252] 2014 Phénotypique Nord-est de la Chine 11.2%
Saif Alfaresi et al [253] 2010 Phénotypique Abu Dhabi, UAE 32.5%
ECDC [254] 2015 Phénotypique Europe 4.1%
Fregona G et al. [255] 2017 Phénotypique Vitéria, Brésil 5.7%
WHO [258] 2016 Indéfinie Russie 31%
WHO [259] 2016 Indéfinie Roumanie 64%
Notre étude 2017 Génotypique Marrakech, Maroc 10.5%
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11.2. Sexe

Dans notre étude, la majorité des patients étaient des hommes (60%), ce qui est
concordant avec les études réalisées en Afrique [240], en Europe [260], en Moyen-Orient
[250 ; 253], et en Asie [261,262]. Cela peut étre du a la différence de comportement social et
a l'exposition importante des hommes a l'environnement extérieur, au tabagisme et a
I'alcoolisme. Cependant, au Nigeria [241] et en Iran [263], on constate que les femmes sont

plus touchées par la tuberculose résistante a la rifampicine (tableau 12).

Tableau XII: Répartition selon le sexe d’aprés des études internationales

Auteur Année Zone d’étude Genre | Pourcentage
Mulu et al [240] 2017 Debre Markos,Ethiopia H 66.6%
Van der werf et al [260] 2012 Europe H 74.4%
Alhajoj et al [250] 2013 Arabie Saoudite H 41%
Luo et al [261] 2017 Guanxi, la Chine H 77.1%
Khyber Pakhtunkhwa,
Rahman et al [262] 2017 H 66.7%
Pakistan
Fregona G et al. [255] 2017 Vitoria, Brésil H 76%
Nawadioha et al [241] 2014 Benue, Nigeria F 54.7%
Farazi et al [263] 2013 Province centrale, Iran F 66.6%
Notre étude 2017 Marrakech, Maroc H 60%
11.3. Age

Les groupes d’age les plus touchés par la tuberculose résistante a la rifampicine dans
notre série étaient de 46 a 60 ans (33.3%) et de 16 a 30 ans (26.6%). Nos résultats concordent
avec ceux obtenus par des études menées en Ethiopie [240], en Iran [263] et en Chine [261].
Par contre les études réalisées au Nigeria, au Pakistan [262], en Inde [247] et en Europe [260]
ont trouvé que la tranche d’age de 21 a 40 ans était la plus touchée (tableau 13). Cela est
expliqué par I'exposition importante a l'environnement extérieur et a la charge de travail

élevée, dans des conditions favorisant I'infection et la non observance du traitement.
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Tableau XllI: Tranche d'age la plus fréguente selon des études internationales

Auteur Année Zone d’étude Tranche d’age | Pourcentage
Mulu et al [240] 2017 Debre Markos,Ethiopia [41-60] 41.6%
Farazi et al [263] 2013 Province centrale, Iran >45 57.1%
Luo et al [261] 2017 Guanxi, la Chine [40-59] 47.17%
Nawadioha et al [241] 2014 Benue, Nigeria [21-40] 71.3%
Rahman et al [262] 2017 | Khyber Pakhtunkhwa, Pakistan [21-40] 61.1%
Van der werf et al [260] 2012 Europe [21-40] 43.6%
Fregona G et al. [255] 2017 Vitéria, Brésil [20-39] 48%
Notre étude 2017 Marrakech, Maroc [46-60] 33.3%

11.4. Lieu de résidence

Dans notre série 80% des patients atteints de tuberculose résistante a la rifampicine

résident en milieu urbain, méme résultat retrouvé a la région d’'Oromie en Ethiopie [249]. Ces

résultats concordent a ce qui est constaté en Iran [263] et en Bangladesh [248]. Cependant, en

d’autre région d’Ethiopie [240 ; 245], la résistance a la rifampicine touche plus les patients qui

habitent en milieu rural (tableau 14). Cela peut étre di a la difficulté de I’accés aux soins en

milieu rural.
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Tableau XIV: Lieu de résidence des patients atteint de tuberculose résistante a la rifampicine
selon les auteurs

Auteur Année Zone d’étude Lieu de résidence | pyyrcentage
Hamuss et al [249] 2016 Oramia, Ethiopia Milieu urbain 80%
Farazi et al [263] 2013 Province centrale, Iran Milieu urbain 89%
Banu et al [248] 2016 Dhaka, Bangladesh Milieu urbain 57.4%
Mulu et al [240] 2017 Debre Markos,Ethiopia Milieu rural 58.3%
Mekonnen F et al
2015 Nord-ouest, Ethiopie Milieu rural 57.1%
[245]
Notre étude 2017 Marrakech, Maroc Milieu urbain 80%

11.5. Antériorité de traitement anti-bacillaire

Dans notre étude, la proportion de M. tuberculosis résistant a la rifampicine est
significativement plus élevée chez les patients précédemment traités (93.3%) que chez les
nouveaux cas (6.7%). Cette proportion concorde avec les résultats retrouvés en chine [261}, au
Pakistan [262}, a la région de Jijiga en Ethiopie [264}, en Mozambique [246} et en Nigeria
[241]. Par contre, dans I’étude réalisée en Bangladesh [248], on constate que les nouveaux cas
sont plus touchés par la tuberculose résistante a la rifampicine. Alors qu’au Vietnam [251], il

n’y a pas de différence entre les deux groupes de patients (tableau 15).
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Tableau XV: Comparaison de nos résultats avec des études internationales

Zone d’étude Antérieurement Nouveau
Auteur Année
traités cas
Mulu et al [240] 2017 | Debre Markos,Ethiopia 58,3% 47,%
Mekonnen F et al
2015 Nord-ouest, Ethiopie 7,4% 28,6%
[245]
Brhan et al [264] 2017 Jigjiga, Ethiopie 70% 30%
Namburete et al
2016 Beira, Mozambique 77.8% 22.2%
[246]
Khyber Pakhtunkhwa,
Rahman et al [262] 2017 83,3% 16.7%
Pakistan
Banu et al [248] 2016 Dhaka, Bangladesh 31.1% 68.9%
Hamuss et al [249] 2016 Oramia, Ethiopia 50% 50%
Luo et al [261] 2017 Guanxi, la Chine 73.7% 26.3%
Nhung et al [251] 2015 Hanoi, Vietnam 50% 50%
Notre étude 2017 Marrakech, Maroc 93.3% 6.7%

Dans la littérature, il est admis que le traitement antérieur de la tuberculose est un
facteur de risque important a développer la résistance aux antibacillaires. Nos résultats ont
montré que ce risque est multiplié par 8 chez les patients antérieurement traités. Cela
s'explique par l'augmentation du contact avec les médicaments antituberculeux. Une étude
menée dans onze pays a montré que plus le temps d'exposition aux antituberculeux est long,

plus le risque d'apparition de la résistance est grand [265-267].

11.6. Site d’infection

Dans notre étude, on a enregistré un seul cas (6.7%) de tuberculose résistante a la
rifampicine a localisation extrapulmonaire. Cette proportion est inférieure que celle retrouvée

en Ethiopie [240] et en Inde [242] (tableau 16). Cela démontre que la tuberculose pulmonaire
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résistante a la rifampicine est un probléme de santé majeur dans des contextes a ressources
limitées.

Tableau XVI: localisation de tuberculose résistante a la RIF selon les auteurs

Auteur Année Zone d’étude TPM TEP
Mulu et al [240] 2017 Debre Markos, Ethiopie 50% 50%
Chakraborty et al Kolkata, Inde
2016 66.7% 33.3%
[242]
Notre étude 2017 Marrakech, Maroc 93.3% 6.7%

1.7. VIH

Dans notre série, la co-infection VIH-tuberculose était de 6.7%, un résultat supérieur
a celui enregistré en Iran (2.7%) [263]. En outre, les études réalisées en Ethiopie [240] et au
Mozambique [246] objectivent des proportions plus élevées (tableau 17). Cela peut étre
expliqué par la prévalence élevée de I'infection a VIH dans ces pays. Cependant, dans la
présente étude, il y a eu un manque d'association entre l'infection par le VIH et le
développement de la tuberculose résistante a la rifampicine. Cela est similaire aux résultats

d'études antérieures en Ethiopie [240], en Mozambique [246], en Tanzanie [269] et au Brésil

[270].

Tableau XVII: proportion de la co-infection de la tuberculose résistante a la RIF et le VIH

Zone d’étude Co-infection
Auteur Année
tuberculose-VIH
Farazi et al [263] 2013 Province centrale, Iran 2.7%
Mulu et al [240] 2017 Debre Markos, Ethiopie 28.6%
Namburete et al [246] 2016 Beira, Mozambique 25%
Alhajoj et al [250] 2013 Arabie Saoudite 5.9%
Notre étude 2017 Marrakech, Maroc 6.7%
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11.8. Tabac

Dans notre série, on n’a pas pu prouver I’association entre la tuberculose résistante a
la rifampicine et le tabagisme, méme résultat trouvé dans les études de Banu et al. [248] et

Mekonnen et al. [245]. Alors que Brhan et al. [264] ont affirmé cette relation (tableau 18).

Tableau XVIII: Proportion des tabagiques atteints de tuberculose résistante a la RIF

Auteur Année Zone d’étude Tabagisme %
Banu et al [248] 2016 Dhaka, Bangladesh 39.3%%
Mekonnen F et al [245] 2015 Nord-ouest, Ethiopie 28.5%
Brhan et al [264] 2017 Jigjiga, Ethiopie 35%
Notre étude 2017 Marrakech, Maroc 20%

11.9. Sensibilité des techniques

La culture reste la méthode de référence pour le diagnostic de la tuberculose. Ces
dernieres années, des systémes de culture automatisés se sont développés, permettant un
temps de détection de la croissance des espéces mycobactériennes raccourci de maniére
significative. Cependant, des retards de diagnostic peuvent subsister. Des tests moléculaires
rapides ont ainsi été développés et approuvés par I'OMS pour résoudre ce probléme.

Néanmoins, ces tests peuvent entrainer de faux résultats négatifs et de faux positifs.

Sur les 152 prélevements, les tests moléculaires ont permis la détection de 143
souches de M. tuberculosis. Ce qui définit une sensibilité de 94%. Ce résultat est semblable a
I’étude de Parcell BJ, et al. [271], qui a révélé une sensibilité de 95.8%. Cela est relativement
inférieur aux études menées par Saeed M, et al. [272] et Dharan NJ et al. [273] qui ont
objectivé une sensibilité de 97.5% et 99.7% respectivement. Une étude menée en Allemagne
[274], a trouvé une sensibilité de 88.5%, inférieure a nos résultats (tableau 19). Par ailleurs,
une étude récente impliquant le Xpert MTB / RIF au Canada a révélé une sensibilité de 46%
pour la détection de MTB a partir des échantillons de crachats induits. Les auteurs ont conclu
que la maladie pauci bacillaire et la dilution de I'échantillon dans le processus d'induction de

I'expectoration peut étre responsable de cette faible sensibilité [275].
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Tableau XIX: Sensibilité de I'identification du Mycobacterium tuberculosis par 1'étude

moléculaire

Auteur Année Sensibilité %
Parcell BJ, et al. [271] 2017 95.8%
Saeed M, et al. [272] 2017 97.5%
Dharan NJ et al. [273] 2016 99.7%
Boheme CC et al. [276] 2010 97.6%
Hofmann-Thiel et al. [274] 2016 88.5%
Ninan et al [277] 2016 81.3%
Sohn H et al. [275] 2014 46%
Notre étude 2017 94%

D’autre part, ’examen direct des prélevements a objectivé des BAAR dans 122
échantillons, en définissant une sensibilité de 80%. Cela est comparable a I’étude américaine
[278], ou la sensibilité de I'examen direct atteint 92%. Les auteurs ont expliqué ce résultat
élevé par I'utilisation de plus ou moins 5 ml de volume d'expectoration. Par contre d’autres
études ont constaté une sensibilité plus faible que la notre, variant de 57% a 64% [272 ;279]

(tableau 20).

Dans notre étude, on constate qu’il y a une prédominance des prélévements
pulmonaires (132 prélévements), ce qui peut expliquer la forte sensibilité de I’examen direct

relevée dans nos résultats.

Tableau XX: Sensibilité de I'examen direct dans la détection de Mycobacterium tuberculosis

Auteur Année Sensibilité %
Warren JR, et al. [278] 2000 92%
Davis JL, et al. [279] 2013 64%
Saeed M, et al. [272] 2017 57%
Notre étude 2017 80%
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L’émergence et la propagation des souches multi-résistantes (MDR) et des souches
ultra-résistantes (XDR) aux antituberculeux associés a la pandémie du VIH/sida, constitue un

véritable probléme de santé publique mondial [192].

Selon notre étude, la prévalence de la tuberculose résistante a la rifampicine a été
estimée a 10,5 % et demeure élevée par rapport a celle rapportée aux pays développés, ol elle
ne dépasse pas 5%. Cette situation pourrait menacer les efforts nationaux des activités de
lutte contre la tuberculose et aggraver encore le développement de la tuberculose

multirésistante.

La forte association de la résistance a la rifampicine avec le traitement anti-bacillaire
antérieur suggére une meilleure surveillance du traitement pour limiter I'émergence de M.

tuberculosis résistant aux médicaments.

Par ailleurs, cette étude met l'accent sur la grande sensibilité de I’étude moléculaire
pour la détection du complexe Mycobactérium tuberculosis. Par conséquent, l'utilisation de
I’étude moléculaire devrait étre étendue a travers le pays pour un diagnostic rapide, une

gestion et une surveillance accrue de la tuberculose résistante a la Rif.

Il est important de rappeler que notre étude insiste sur I'importance de tester la
sensibilité du MTB a I'INH avant de le considérer comme MDR, pour améliorer le protocole de

traitement.
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En réalisant notre étude nous avons remarqué :

Une prévalence élevée de la résistance du MTB a la rifampicine.
Une forte association de la résistance du MTB a la rifampicine avec le traitement anti-

bacillaire antérieur.

Ainsi, nous recommandons :

La mise en place de tests rapides d’identification moléculaire sur tout le pays.

Le dépistage précoce et le diagnostic rapide du MTB résistant a la rifampicine par
étude moléculaire.

Le dépistage et la surveillance de la résistance a la rifampicine doivent cibler en
priorité les malades antérieurement traités.

La recherche des mutations de résistance en développant des techniques moléculaires
capables de les détecter.

La mise en place du test de la sensibilité aux antibiotiques de 2eme intention pour
toute souche de MTB résistante a la rifampicine.

La création de centre de référence de mycobactéries et de registre régionale des
souches résistante a la rifampicine.

L’'implication des centres hospitaliers universitaires dans la stratégie nationale de lutte
anti-tuberculeuse.

Le soutien et I’encadrement des patients pour éviter la perte de vue des malades.
L’optimisation du traitement court du MTB résistant a la rifampicine, pour une bonne

observance de traitement et moins d’effets indésirables.
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Résumé

La tuberculose (TB) constitue un probleme majeur de santé publique mondial. Son
controle est devenu de plus en plus compliqué suite a I’émergence de souches résistantes a la
rifampicine, voire des souches multirésistantes et ultrarésistantes. L’objectif de ce travail est
d'identifier par étude moléculaire les cas de résistance des souches du complexe
Mycobacterium tuberculosis a la rifampicine isolées dans la région de Marrakech,
I’identification des principaux facteurs de risques associés a cette résistance, ainsi que

d’évaluer la sensibilité de I’étude moléculaire et de I’examen direct par rapport a la culture.

Il s’agit d’'une étude prospective, menée du 1lier janvier 2015 au 28 février 2017,
réalisée sur 152 préléevements émanant de patients ayant consulté a I’hopital militaire
Avicenne, a I’hopital Arrazi et au centre diagnostic de tuberculose et des maladies

respiratoires.

L’identification des souches et leur sensibilité a la rifampicine ont été effectuées par
étude moléculaire en utilisant la technique de PCR en temps réel sur Xpert MTB/RIF et la

technique d’hybridation inverse sur MTBDRplus.

Afin de ressortir les facteurs de risque de résistance du MTB a la rifampicine, nous
avons étudié et comparé les parameétres démographiques, clinico-biologiques, chez deux
groupes de patients : Patients avec tuberculose résistante a la RIF et ceux avec tuberculose

sensible a la RIF. L’analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SPSS statistics 17.0.

L’age moyen de nos patients était de 39,7 ans avec des extrémes allant de 4 a 82
ans, avec une prédominance masculine et un sexe-ratio de 3,47. A la lumiére de I’étude
moléculaire, 9 souches étaient des MNT et sur les 143 cas confirmés MTB, 15 étaient

résistants a la rifampicine, soit une prévalence de 10.5%.

Par rapport a la culture, la sensibilité de I’étude moléculaire était de 94%, alors que

’examen direct avait une sensibilité de 80%.
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Il n'existe pas de différence significative entre les deux groupes pour lI'age, le sexe, le
lieu de résidence, le niveau socioéconomique, le statut VIH, le tabagisme et la localisation de
la tuberculose. Par contre, le traitement anti-bacillaire antérieur est significativement plus

important dans le groupe des patients avec tuberculose résistante a la rifampicine (p<0.001).

La prévalence de la résistance du MTB a la rifampicine (10,5%) est relativement
élevée, menacant les efforts de lutte contre la tuberculose menés a I’échelle nationale et
aggravant encore le développement de la tuberculose multirésistante. L'antécédent de
traitement antérieur semble représenter un facteur favorisant. Une meilleure surveillance du
traitement, et un test rapide de la sensibilité peuvent limiter I'émergence de souches

résistantes a la rifampicine.
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Abstract

Tuberculosis constitutes still nowadays a main public health problem. Its control has
become more and more complicated because of emerging rifampicin-resistant strains, or
even multidrug and extensively drug-resistance. This survey aims to identify by molecular
study rifampicin-resistance of MTB in the region of Marrakech, identification of significant risk
factors of this resistance, as well as the evaluation of the sensitivity of the molecular study

and smear microscopy related to culture.

This is a prospective survey conducted from the 1st of January 2015 to the 28t of
February 2017, on 152 samples from patients who consulted the Avicenne military hospital,

Arrazi hospital, and diagnostic center for tuberculosis and respiratory diseases.

The identification of the strains and rifampicin susceptibility test were done by

molecular study using in real time PCR on Xpert MTB/RIF and line probe assay on MTBDRplus.

So as to find the MTB rifampicin-resistance risk factors, we have studied and
compared demographic parameters, clinical and biological characters inside two groups of
patients: those rifampicin-resistance tuberculosis and those tuberculosis susceptible to

rifampicine. Statistics analysis conducted using SPSS statistics 17.0 software program.

The mean age of our patient was 39.7 years, ranging from 4 to 82, with male
predominance and a sex-ratio of 3.47. Based on molecular study 9 strains were MNT and 15

of the 143 confirmed cases of MTB were resistant to rifampicin (10.5%).

Rifampicin-resistance tuberculosis was observed among 14 previously treated

patients, besides a naive treated case and another extrapulmonary tuberculous patient.

Related to culture, the sensitivity of the molecular study was of 94% where as the

smear microscopie was of 80%.

There is no significant difference between the two groups due to age, sex, residence,

economic status, VIH status, smoking, and the site of tuberculosis. However, the history of
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previous treatment were more important among the group of patients with rifampicin-

resistance (p<0.001).

The prevalence of the MTB rifampicin-resistance (10.5%) is relatively high and is
threatening the national struggling efforts against tuberculosis and aggravating the spread of
multidrug-resistance. The history of pretreatment seems to be a favoring factor. A better look
out of the treatment and a quick test of the susceptibility may restrict the emergence of risk

resistance strains.
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Fiche d’exploitation

NOM, Prénom : Service : BE : date d’entrée
Lieu de
Sexe : Age : L.
résidence :
Pulmonaire oui non
- ATCD de I
Extra pulmonaire oui non
s Tuberculose P
) 9 Laquelle
O i . .
':: D Notion De Contage Tuberculeux oui non
Autre
. présence oui non
Familiaux
Les quels
Conditions prédisposant a la tuberculose
Diabéte oui non
Infection a VIH oui non
Immunodépression oui non
Traitement immunosuppresseur oui non
Insuffisance rénale oui non
Cachexie, sujet agée oui non
Alcoolisme oui non
Tabagisme oui non
Faible niveau socio-économique oui non
Données cliniques :
Diagnostic clinique :
Diagnostic bactériologique
Nature du Prélévement
bactériologie EXD positive négative
Culture positive négative
. Régime prescrit et posologie
Traitement .
Durée
Guérison.

Evolution de la rechute

maladie Perdu de vue

décés
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RAL

Kit de coloration a froid

Protocole n°86

Kit Quick-TB

(Réf. : 361560-0000)

Kit de coloration a froid pour la détection des mycobactéries

Principe :

Le kit Quick-TB utilise une coloration de Ziehl-Armand, variante de la technique de
Ziehl-Meelsen, qui permet une détection des mycobactéries ou Bacilles Acido
Alcoolo-Résistants (BAAR) dont la structure trés particuligre de la paroi rend
difficile la pénétration d'agents décolorants. Cette propriété permet aux BAAR.
de conserver la coloration par la Fuchsine phéniguée RAL. L'utilisation du Colarant
d'Armand permet de réaliser simultanément la décoloration et contre-coloration
de toutes les bactéries non acido-alcoolo-résistantes, des éléments cellulaires et
du fond de la préparation. Dans cette technique de coloration rapide a froid, le
temps de contact avec la Fuchsineg phéniguée RAL est réduit.

Description du kit :

1x125mL
1x125mL

Fuchsine phéniquée RAL
Colorant d"Armand

Le coffret permet de réaliser environ 125 & 200 lames.
Temps de reéalisation : 6 minutes.

Recharges disponibles :

Fuchsine phéniquée RAL

Réf. 3B5240- 0125, 1000 mL

Colorant d"Armand
Riéf, 360100- 0125, 0500 ou 1000 mL
Préparation des échantillons :

Les échantillons doivent &tre préparés conformément aux méthodes en vigueur
dans le laboratoire, en 'application de I'Arrété du 26 novembre 1999 relatif 4 la
benne exécution des analyses de biologie médicale, J.0. n®287 du 11 décembre
1999.

Il est nécessaire de réaliser une fixation préalable & la chaleur et/ou & 'alcool &
chaud. (cf. MNote O1: Fixation des froftis bactériens pour la détection des
mycobactéries)

c E ull AL DeAGND

Mode opératoire :

Veuillez lire attentivernent l'intégralité des informations gui suivent avant d'utiliser
le produit.

*  Placer le frottis fixé sur le support de coloration.

* Recouvrir la lame avec la Fuchsine phéniquée RAL (flacon @) pendant 5
minutes.

= Rejeter le colorant et rincer & 'eau courante.

* Recouvrir la lame avec le Colorant d'Armand (flacon @) pendant 1 minute.

*  Rincer brigvement a I'eau courante el laisser sécher le frottis,

= Lecture au microscope, objectif x100 & immersion.

Résultats :

BAAR. : rose.
Fond de |a préparation : bleu.

Recommandations et/ou notes d'utilisation :

Produit desting a un usage exclusivement professionnel pour le Diagnostic in vitro.
L'enlévernent et le traitement des déchets chimigues et biologiques doivent étre
effectués par une entreprise spécialisée et agrée.

Température de stockage : 15 - 25 °C,

En fonction de I'épaisseur du frottis, il peut étre nécessaire d’augmenter le temps
de la Fuchsine phéniguée RAL.

Afin de réaliser un screening des échantillons de prélévements, || est conseillé
d'utiliser au préalable une technique de fluorescence & l'auramine.

La constatation d'un seul bacille sur toute |a lame laisse planer un doute et doit
toujours entrainer la répétition de l'examen microscopigue sur un autre
prélevement.

Dans tous les cas, la réponse du bactériologiste devra toujours faire référence au
nombre de champs observés et &tre, par conséguent, exprimée sous forme de
= absence de BAAR sur 200 {ou 100) champs microscopigues - et non sous forme
de « bacilloscopie négative ».

La réponse « bacilloscopie positive « est également une mauvaise réponse car elle
ne renseigne pas sur la richesse relative en bacilles du crachat. Un point essentiel
est de donner un résultat quantitatif.

Références Bibliographigues :

AUBERT E., « Cold » Stain for Acid-Fast Bacteria, Canad. ). Public Health, n®41,
1950, p. 31-32.
CLARK G., Staining Procedures, Williams & Wilking, 4% éd,, 1981, p. 384-385,
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