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Radiothérapie
Biophysique
Biophysique
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ABBAR Mohamed*
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BERRADA Mohamed Saleh
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JALIL Abdelouahed
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Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
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. AMRAOUI Mohamed

. BAIDADA Abdelaziz

. BARGACH Samir

. CHAARLI Jilali*

. DIMOU M’barek*

. DRISSI KAMILI Med Nordine*

Anesthésie Réanimation

Pr
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Pr
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Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie
Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
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Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
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Pédiatrie
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Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie

Cardiologie - Directeur HMI Med V
Urologie

Ophtalmologie

Génétique
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Pr. FELLAT Nadia

Pr. HAIMEUR Charki*

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
Pr. TAOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. AFIFI RAJAA

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*
Pr. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN DakhamaBadr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB El Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim#*

Pr. ISMAILI Hassane*
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Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
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Gastro-Entérologie

Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale
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Pédiatrie
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Chirurgie Générale
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Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie

Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
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Anesthésie-Réanimation
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Cardiologie :
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Pédiatrie Directeur Hop* ChekikhZaied
Urologie
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Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Anatomie Pathologique
Pédiatrie
Neurologie
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Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
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Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie
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Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
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Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
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Anatomie Pathologique
Urologie
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Traumatologie Orthopédie
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Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale
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JABOUIRIK Fatima
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OUBAAZ Abdelbarre*
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TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila
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ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
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BARKAT Amina
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BERNOUSSI Abdelghani
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOUI Sakina*
HAIJIJI Leila

HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
NIAMANE Radouane*
RAGALA Abdelhak
SBIHI Souad

ZERAIDI Najia

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie

Anesthésie Réanimation

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie
Gynécologie Obstét#h
Pédiatrie '

Cardiologie e
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Cardiologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardiologie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique
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. CHANI Mohamed

Avril 2006
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Pr.
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Pr.
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Pr.
Pr.
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ACHEMLAL Lahsen*
AKJOUJ Said*
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika
BIYI Abdelhamid*
BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*

SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
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ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAIJIJI Larbi*
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
. CHARKAOUI Naoual*

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
Radiologie
Hématologie

OR.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique

Cardiologie :
. . Eh Mg
Cardiologie ¢ ‘-i
Anesthésie Réanimag :
Médecine Interne <see®
Anesthésie Réanimation
Microbiologie

Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie

Radiothérapie

Psychiatrie

Endocrinologie

Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique




Pr. EHIRCHIOU Abdelkader*
Pr. ELABSI Mohamed

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ezzohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*

Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tariq*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim#*
Pr. AIT BENHADDOU EI hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Chirurgie générale
Chirurgie générale

Anesthésie réanimation

Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale

Dermatologie e

Radiothérapie : @

Anesthésie réanimaglen /4

Microbiologie et

Réanimation médicale

Radiologie

Pneumo phtisiologie

Hématologique

Médecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie

Biochimie-chimie

Médecine interne

Radiologie

Microbiologie

Microbiologie

Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale

Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
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Pr.
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*
BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHAKOUR Mohammed *
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
L’KASSIMIHachemi*
LAMSAOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa

RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
BOUAITY Brahim*
CHADLI Mariama#*
CHEMSI Mohamed*
DAMI Abdellah*
DARBI Abdellatif*

DENDANE Mohammed Anouar

EL HAFIDI Naima

EL KHARRAS Abdennasser*

EL MAZOUZ Samir
EL SAYEGH Hachem
ERRABIH Ikram
LAMALMI Najat
MOSADIK Ahlam

Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique
Chirurgie vasculaire pgrip
Hématologie clipagfize=s

Microbiologie
Médecine interne

Gynécologie obstétrique

Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique

Chirurgie Cardio-vasculaire

Pédiatrie

Hématologie biologique

Chirurgie Générale

Radiologie

Cardiologie

Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie plastique et réparatrice
Urologie

Gastro entérologie
Anatomie pathologique
Anesthésie Réanimation
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. MOUJAHID Mountassir*
. NAZIH Mouna*
. ZOUAIDIA Fouad

ai 2012
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMRANI Abdelouahed
ABOUELALAA Khalil*
BELAIZI Mohamed*
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INTRODUCTION



La tuberculose est une maladie infectieuse a transmission interhumaine liée au bacille de koch
(BK).

Il s’agit d’un probléme de santé publique majeur dans le monde malgré les nombreuses
stratégies de lutte antituberculeuse (LAT) (1).

En 2015, I’OMS estimait a 10,4 millions le nombre de nouveaux cas (incidents) de TB dans le
monde avec 1,4 million de décés (2).

La coinfection avec le VIH, I’émergence de formes de tuberculose MR, puis UR et TR ne fait
que compliquer encore plus la situation rendant la prise en charge des patients beaucoup plus
difficile et la nécessité d’un diagnostic sensible et rapide encore plus urgente (3).

Une des cibles des objectifs de développement durable (ODD) — adopté en 2015 pour 2030 -
consiste a mettre un terme a I’épidémie mondiale de TB. La Stratégie OMS pour mettre fin a
la TB, approuvée par I’ Assemblée mondiale de la Santé en 2014 appelle a réduire de 90 % le
nombre de déces par TB et de 80 % le taux d’incidence de la maladie d’ici a 2030, par rapport
a2015 (2).

Afin d’atteindre ces objectifs, des efforts soutenus de ’OMS et de nombreuses organisations
internationales ont été investis dans le développement et la mise en place de nouveaux tests
diagnostiques. Plusieurs techniques ont été introduites au cours de ces dernicres années. Elles
ont permis d’améliorer la sensibilité des tests classiques et de remédier a leur lenteur. Le
développement des méthodes de biologie moléculaire, leur standardisation et leur
automatisation sont actuellement en train de révolutionner ce diagnostic. Ces techniques, qui
étaient 1’apanage des laboratoires spécialisés, tendent a se généraliser. Le dernier test
d’amplification génique en temps réel Xpert MTB/RIF permet en quelques heures un
diagnostic rapide de la TB ainsi que de la résistance a la RIF et son utilisation a été approuvée
par ’OMS et ce méme dans les structures de soin périphériques (3).

Le présent rapport a pour objet d’une part de rappeler les caractéres bactériologiques,
épidémiologiques, cliniques, curatifs et préventifs de la TB et d’autre part de détailler les
techniques bactériologiques classiques, de souligner 1’apport des techniques de la biologie
moléculaire actuelles dans le diagnostic rapide de la TB, 1’évaluation de la résistance et dans

le typage des souches de MTB.



1ERE PARTIE :
LA TUBERCULOSE ET L'AGENT
RESPONSABLE



1. ’AGENT RESPONSABLE : MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

A. Le genre Mycobacterium
1. Nomenclature
Le terme Mycobacterium provient de deux racines empruntées au grec, le préfixe « Myco-»
signifie un champignon et « Bacterium »un batonnet, en faisant allusion a la fagon dont les
mycobactéries ont été observées pour se développer comme des pellicules moulée, en forme
de moisissures, a la surface des milieux liquides ou elles sont cultivées (4). Cette description
caractérise I’ordre des Actinomycétales
Du point de vue taxonomique, les mycobactéries appartiennent a I'ordre des Actinomycétales,
au sous-ordre des Corynebacterineae et en particulier a la famille des Mycobacteriaceae qui
ne comprend qu'un seul genre : le genre Mycobacterium (5). Celui-ci regroupe plus de 125
especes parmi lesquelles on trouve le MTB, agent de la TB.
2. Définition
Classiquement, l'inclusion dans le genre Mycobacterium repose sur des propriétés
morphologiques et tinctoriales mais récemment la Comité internationale de bactériologie
systématique a proposé 3 critéres pour attribuer un germe au genre Mycobacterium (6):

= J'acido-alcoolorésistance des bacilles,

= e contenu de 'ADN en Guanine et Cytosine (G+C%) est compris entre 61 et 71 % et

= la synthese d'acides mycoliques de 60 a 90 atomes de carbone libérant des esters de

pyrolyse de 22 a 26 atomes de carbone.

Alors que d'autres organismes peuvent présenter une certaine acido-alcoolo-résistance et une
valeur de G+C% comparable, les mycobactéries se singularisent par la présence d'acides
mycoliques particuliers (7) (6) (5).
3. Classification
A ce jour, plus de 170 espéces de mycobactéries ont été reconnues (8), leur classification est
nécessaire afin de mieux identifier chaque espéce.
Pour cela plusieurs approches sont décrites pour permettre la classification des
mycobactéries : phénotypiques, moléculaires et phylogéniques (5). Dans la pratique courante

les mycobactéries sont classées en 3 groupes selon leur pouvoir pathogene :



Le complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC) se subdivise en sous-especes (9):

v" Mycobacterium tuberculosis, bacille de Koch ("BK"), il est responsable de la
TB humaine ;

v' Mycobacterium africanum fréquemment isolé chez les tuberculeux en Afrique
de I'Ouest et du Centre est treés proche du précédent ;

v Mycobacterium canettii qui lui est retrouvé dans les cas provenant de la corne
de I'Afrique ;

v' Mycobacterium bovis, pouvant infecter I'Homme et d'autres animaux, est
I'agent de la TB bovine. Un mutant de Mycobacterium bovis, le BCG, est
utilisé comme vaccin ;

v" 1l inclut également d’autres bacilles qui se sont adaptés a des hotes animaux
spécifiques : par exemple, Mycobacterium mungi pour la mangouste, le «
dassie bacillus » pour le daman des rochers, Mycobacterium orygis pour les
gazelles oryx, Mycobacterium pinnipedii pour les phoques, Mycobacterium

microti pour les campagnols et Mycobacterium caprae pour les caprins. (10)

(11) (12)

Mycobacterium leprae ou bacille de Hansen et Mycobacterium lepraemurium, les

N

agents de la lepre de ’homme et du rat, sont des bactéries a croissance lente non

cultivables in vitro (13).

Mycobactéries non tuberculeuses (MNT) ou les mycobactéries atypiques sont des
germes cosmopolites dont la source de transmission est environnementale. Elles
infectent le plus souvent des patients fragilisés (immunodépression, traumatisme,
intervention chirurgicale) ou présentant une pathologie respiratoire chronique
(mucoviscidose, dilatation des bronches). Elles peuvent étre a I’origine d’adénites,
de pneumopathies, d’ostéo-arthrites ou d’infections cutanées ainsi que d’infections
systémiques (14) (15). Seules quelques MNT : MAC (M. avium, M. intracellulare,
M. triplex, M. lentiflavum, M. celatum ou M. conspicuum), appelé M. avium
complex par les Anglo-saxons, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium xenopi,
Mycobacterium abscessus (M. abscessus stricto sensus, Mycobacterium

massiliense et Mycobacterium  bollettii), Mycobacterium  malmoense,



Mycobacterium szulgai, Mycobacterium smegmatis ont une pathogénicité

pulmonaire prouvée (16).

Régne
Bacreﬁes

Embran cnement
Acrmobacrena

Ciasse
AcImobacrena

Ordre
Acfmomycerafes

Sous- ordre
Gorynebactenneae

Fﬂml e
M}"COD&C[EJ’P&CE‘EE‘

Genre
M}’COD&CI'E‘HWT]

[ )
[ J
| )
[ A;;zz:;?;sﬁae J
| )
[ }
[ )
{ )

Complexe
M. tubercuiosis
(MTBC)

Mycobactéries M. leprae
atypiques M. ulcerans

Figure 1: Mycobactéries responsables des manifestations respiratoires, cutanées, génito-

urinaires, ganglionnaires et ostéo-articulaires.

B. Mycobacterium tuberculosis

1. Historique :

La TB a toujours existé, des la préhistoire, une maladie connue dans les civilisations
anciennes (17).

L’ensemble des données recueillies par 1’étude du papyrus médicaux, par 1’iconographie,
surtout par les données paléo-pathologique en particulier les acquis récents obtenus par les
techniques de la biologie moléculaire appliquées aux momies égyptiennes amenent a conclure
que la TB a certainement affectée I'Egypte ancienne et a concouru  la briéveté de I’espérance
de vie des habitants de la vallée du Nil (18).

En Mésopotamie, le code de la loi babylonienne, connu sous le nom de Code de Hammourabi,

qui date de I'an 2000 avant J.-C., a mentionné la TB parmi plusieurs autres maladies (19).



En Grece antique Hippocrate, (460-377 avant J.-C.), en fit la premiere description, sous les
noms de phtisie, de peste blanche ou de consomption (il [elle] se consume...) (20) (19).

Le caractere contagieux des épidémies aurait été reconnu, selon Sigrid Hunke 1’historienne
des religions (1963 : 160-164), par les médecins Arabes du Moyen-age: celui de la lepre par
MASAOUEIH (YUHANNA IBN MASAWAIH, JEAN MESUE,243_857), au IXe siécle,
celui de la phtisie pulmonaire par IBN SINA (AVICENNE, 980-1037), au début du Xle siecle
celui de la peste par IBN AL-CHATIB (1313-1374), en 1348 (21).

A la Renaissance, Girolamo Fracastoro, bat en bréche la théorie galénique des miasmes pour
évoquer en parlant de la contagiosité de la syphilis et de la TB «des particules invisibles
capables de se multiplier » (20).

La notion de tubercule se fait jour au milieu du XVIle siécle : Franciscus de LE BOE
(SYLVIUS, 1614-1672) fut le premier a décrire, en 1650, le nodule tuberculeux du poumon
des phtisiques (21).

La compréhension moderne de la TB a commencé par les travaux de Laennec qui en 1804
avait décrit les 1ésions tuberculeuses et leur évolution, il en réduit toutes les formes a la méme
maladie et il a également décrit la plupart des signes physiques de la TB pulmonaire mais il
nie la contagiosité (21) (19) (17) (20) (22).

En 1865, Jean-Antoine VILLEMIN, démontre que la TB est une maladie infectieuse,
contagieuse et inoculable, donc évitable (17).

La conception officielle présumant que « la tuberculose est une maladie héréditaire d'origine
constitutionnelle » devait s'effondrer comme un chateau de cartes avec la découverte le 24
mars 1882, par Robert Koch (1843-1910) du bacille (BK) qui portera désormais son nom (17)
(21) (22) (20) (19).

En 1890 Ia tuberculine est mise au point par Robert KOCH, elle lui assigne initialement un
role de prémunition éventuelle, mais le remede est pire que le mal (21). Ce n’est qu’en 1907
que Von Pirquet a appliqué le phénomene de Koch pour le diagnostic de la TB (c'est
l'intradermoréaction a la tuberculine) (17).

En 1921, Léon CALMETTE (1863-1933) et Jean-Marie GUERIN (1872-1961) proposent leur
vaccin vivant atténué, le BCG, obtenu par les passages répétés sur un milieu bili€¢ a base de

pomme de terre (21) (22) (19) (23). Au Maroc, la vaccination par le BCG introduite en 1935



dans certaines régions et ciblant des populations spécifiques n’a été systématisée qu’en 1970
(24).

La découverte des antibiotiques marque la fin de 1’age des sanatoriums (20). Découverte par
Selman Abraham Waksman en 1943, la SM a montré son efficacité en monothérapie dans un
essai clinique randomisé 3 ans plus tard. Cependant, dés les premicres utilisations, les
premieres souches résistantes a cette antibiothérapie ont émergé, mais au vu du succes du
traitement de la TB par antibiotiques, un effort considérable a été déployé pendant une bonne
dizaine d’années, entre 1950 et 1963. Cette période a vu naitre I’ensemble des antituberculeux
encore aujourd’hui en usage, comme I’INH (en 1952), le PZA (en 1954), ’EMB (en 1961) et
la RIF (en 1963) (23).

Dans les pays industrialisés, 1’amélioration des conditions de vie et la découverte des
antituberculeux ont permis dans les années 1950 jusqu’a 1980 une diminution de la maladie.
En 1993, la résurgence de la TB a 1'échelle internationale a amené 'OMS a la déclarer

« urgence mondiale » (25) (26).
2. Habitat

MTB est un parasite strict de 1'espece humaine. Les animaux familiers de 'homme peuvent

occasionnellement étre contaminés (27) (28).
3. Caracteres bactériologiques

3.1. Morphologie

Les mycobactéries sont définies comme des bacilles droits ou légeérement incurvés de 1 - 10
um de long et 0,2 - 0,6 wm de large, immobiles, incapables de former des spores et des
capsules. En plus de la forme bacillaire unie, on observe la forme bacillaire granulée et la
forme coccidé considérées comme des stades différents d’'un méme cycle (29) (28).

La composition particuliére de leur paroi ne permet pas leur coloration par la méthode de
Gram, mais leur confére une acido-alcoolo-résistance mise en évidence par des techniques de

coloration spécialement développées, dérivées de la méthode originale de Ziehl-Neelsen (6).



Figure 2: MTB en microscopie électronique a balayage colorisée.

3.2. Culture

MTB cultive lentement (vingt heure), en aérobiose stricte, a une température comprise entre
35-37 °C, avec un pH optimal de 6.7 et sur des milieux spéciaux (30) (29).

Sur le milieu de Lowenstein-Jensen, les colonies de MTB apparaissent en 15 a 21 jours et
sont élevées, épaisses, irrégulieres, d’une surface rugueuses, donnant un aspect « en chou-
fleur » (aspect eugonique) de couleur qui vire du créme-beige a chamois, ne sont pas

pigmentées méme apres exposition a la lumiere, friables, mais difficiles a émulsionner (14).

Figure 3: Aspect macroscopique des colonies du MTB a la culture sur le milieu de Lowenstein-

Jensen.

3.3. Sensibilité aux agents physiques et chimiques
Les bacilles tuberculeux sont sensibles a la chaleur humide (121°C pendant au moins 15

minutes), a la lumiere solaire, aux rayons Ultra-violets (UV) et aux radiations ionisantes. Par
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contre, ils sont moyennement résistants au froid et a la dessiccation (il reste virulent un mois
dans les crachats desséchés et plusieurs mois dans la terre) (31) (32).
Le MTB est résistant a la plupart des détergents et désinfectants (les ammoniums
quaternaires, le digluconate de Chlorhexidine, I’iodophore...etc.). Cependant, il est
généralement sensible a 1'éthanol 70%, le povidone-iode, 1'hypochlorite de sodium au phénol
(5%) et a la glutaraldéhyde alcalin2% (33).
3.4. Caracteres biochimiques
L’identification de MTB a partir de la culture fait appel aux caractéres biochimiques
suivants (34) (35) (36) (37):

= La synthése importante de 1’acide nicotinique ou de la niacine ;

= L activité catalasique thermolabile ;

= La présence d’une nitrate-réductase ;

= Sa résistance a I’Hydrazide de I’acide thiopheéne 2-carboxylique (TCH) et sa

sensibilité a la PZA.
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3.5. Caracteres antigéniques et génétiques
Tableau 1: Les caracteres culturaux et biochimiques de certaines mycobactéries du MTBC.

3.5.1. Enveloppe mycobactérienne

Sous- Aspect Délai de Coule Pigmentati TCH PZA Nitrate- Niacine
especes des croissan ur on réducta
colonies ce se

M.africanu  Dysgoniq  60-90 Beige  Aucune Sensibl Sensibl Variable Variabl
m ues jours e/ e e
Rugueuse résista
s Plates a nt
centre sur
élevé

3.5.1.1. Structure

L'enveloppe de MTB et de celle des autres mycobactéries est composée schématiquement, en
allant du cytoplasme vers 1’extérieur d’une membrane plasmique qui est séparée du squelette

pariétal par un espace péri-plasmique. La membrane plasmique est constituée d'une bicouche
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lipidique interagissant avec des protéines et formant une barriere perméable entourant le
cytoplasme. Le squelette pariétal comprend le peptidoglycane lié covalemment a
I’arabinogalactane, au-dessus duquel s’insérent les acides mycoliques, le tout constitue le
complexe peptidoglycane mycoloyl-arabinogalactane (mAGP). Les lipides extractibles sont
ancrés dans la couche d’acides mycoliques et le tout est surmonté d’une capsule composée
principalement d’une matrice de polysaccharides (glucanes, arabinanes et arabinomannanes)
et de protéines (38). La nature particulieére de 1’enveloppe du bacille tuberculeux lui confére
une résistance aux agents chimiques, a certains médicaments et aux molécules hydrophiles.
Les constituants de 1’enveloppe des mycobactéries jouent un role dans 1’interaction
hote/pathogene et les positionne comme des candidats potentiels en tant que facteur de

virulence (39).

Mannose cap
Porin 1 O
surface glvcoli;pidil
,
5
mycolic
acids

Figure 4: Représentation schématique de 1'enveloppe mycobactérienne et de ses principaux

constituants (40).

LAM : Lipoarabinomannanes ; AG : arabinogalactanes
LM : Lipomannanes ;  PIMs : Phosphatidyl-inositol mannosides
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3.5.1.2. Molécules associées a la paroi

3.5.1.2.1. Lipides

Parmi les constituants lipidiques caractéristiques des Mycobactéries et qui sont responsables
de la consistance cireuse de ces microorganismes, on cite I’acide mycolique. Ces acides gras
a longues chaine carbonée, a-ramifies, B-hydroxylés, constituent le support moléculaire de
I'acido-alcoolo- résistance. Ils entrent dans la constitution du complexe mAGP. Ce dernier
exerce I’effet d’un hydrophobe tout autour de la cellule, il fixe directement la fuchsine et la
retient au niveau du cytoplasme, assurant ainsi l'intensité et la réfringence de la coloration. Il
constitue une barriere physique prévenant l'action décolorante des acides et des alcools (6).
L’identification du MTB par la chromatographie en phase gazeuse dans les conditions de
pyrolyse se fait par la mise en évidence de trois types d’acides mycoliques : il s’agit des
acides dicyclopropaniques, méthoxylés et cétoniques de C76 a C90 atomes de carbone.
L’identification est acquise aussi par la longueur de la chaine a-ramifiée des acides
mycoliques du bacille tuberculeux (26 atomes de carbone) (41).

Le lipoarabinomannane (LAM), qui peut étre considéré comme le « lipopolysaccharide
(LPS) mycobactérien » constitue un facteur de virulence majeur. A c6té de son rdle dans
I'intégrité de la paroi cellulaire mycobactérienne (42), il est impliqué dans 1’atténuation de la
réponse immune de 1’hote ainsi que dans 1’adhérence et I'internalisation du bacille dans les
macrophages. Par ailleurs, au cours de son trafic intracellulaire, le LAM interagit avec des
molécules du CD1 qui le présentent alors aux lymphocytes T. Ce mode de présentation
d’antigene joue un rdle important dans I’acquisition de I’'immunité a médiation cellulaire,
notamment pour lutter contre des pathogenes synthétisant des glycolipides non usuels tels que
le LAM (43).

Le dimycolate de tréhalose (TDM) ou le facteur cord est un glycolipide toxique composé
de tréhalose et d'acides mycoliques (44) retrouvé enfoui dans les couches profondes de la
capsule du MTB (41). C’est une molécule qui joue un role important dans la virulence et donc
dans la pathogenese de la TB (45). Le TDM exerce un effet immunomodifiant, en stimulant
I'immunité adaptative innée, précoce et a la fois humorale et cellulaire. La plupart des
fonctions peuvent étre associées a leur capacité a induire une large gamme de chimiokines et

des cytokines (46).
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Les phtiocérol dimycocérosates (DIM) sont des lipides majeurs de l'enveloppe
mycobactérienne. La production de DIM contribue a la croissance initiale de MTB en le
protégeant de I’action du monoxyde d’azote (NO) libéré par les macrophages activés et en
modulant la réponse immunitaire précoce par son action sur la sécrétion du facteur de nécrose
tumorale (TNF) -alpha et d'interleukine (IL) -6 (47).

Les phénolglycolipides (PGLs) sont synthétisés par certaines souches du MTBC. Les
souches déficientes dans la production des PGLs sont des mutants naturels avec une mutation
dans le geéne pks15/1 (48). Ce glycolipide retrouvé chez des souches de TB hyper virulentes
inhibe la libération des médiateurs pro-inflammatoires (des cytokines pro-inflammatoires,
TNF-a, IL-6 et I[L.-12) de maniere dose-dépendante (49).

Les sulfatides (SL) sont des acyltréhaloses retrouvées dans l'enveloppe cellulaire de MTB et
M. canettii (50). Le SL-1 est la sulfatide la plus représentée sur la membrane de MTB (51).
Les sulfatides exercent une influence inhibitrice sélective sur la fusion membranaire du
phagosome-lysosome évitant ainsi 'exposition aux hydrolases lysosomales (52) (53) (54).

La 2,3-diacyltréhaloses (DAT), la 2, 3,6 tri-O-acyltréhalose (TAT) et la penta-
acyltréhaloses (PAT) sont des dérivés de tréhalose restreints a certaines especes du MTBC y
compris le BK. IIs jouent non seulement un rdle structurel dans I'enveloppe cellulaire, mais
contribuent également a la capacité de MTB a se multiplier et a persister dans 'hote infecté.
La DAT, la TAT et la PAT favorisent la survie intracellulaire de la bactérie par I’inhibition de
la production du NO et I’expression de la synthase inductible du monoxyde d'azote (iNOS).
IIs modulent les réponses immunitaires de 1'hote par 1’inhibition de 1’action des lymphocytes
T et la production des cytokines (55) (56).

La cire D est un peptidoglycolipide macromoléculaire qui a des propriétés biologiques
importantes telles que I’effet adjuvant de Freund et I’induction d'arthrite adjuvante (57) .Ces

propriétés semblent dues a la stimulation du systéme réticulo-endothélial (58).
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Figure 5: L'effet des principaux composants des mycobactéries sur la réponse des cellules

hotes. (59)

3.5.1.2.2. Polysaccharides

Ce sont essentiellement le mannane de 4 kDa, I’arabinomannane de masse apparente de 13
kDa et le glucane d’environ 120 kDa, les trois polysaccharides qui sont rencontrés a la couche
la plus externe de I’enveloppe supposée étre la capsule des mycobactéries (41).
L’arabinomannane représente les mémes compositions saccharidiques que le
lipoarabinomannane, mais il est dépourvu de la partie lipidique. Il est démontré que la
vaccination avec les conjugués mycobactériens d’arabinomannane (AM) a suscité des
réponses qui ont contribué a la protection contre l'infection par le MTB (60).

Au niveau du squelette pariétal mycobactérien, le principal polysaccharide antigénique est un
hétéro polysaccharide, 1'arabinogalactane (AG) (41). Sa fonction apparente est I'attachement
de la couche d'acide mycolique aux peptidoglycanes. Par ailleurs des expériences menées in
vitro suggerent que 1I’AG peut contribuer au blocage des réactions immunitaires a médiation

cellulaire induites par des lymphocytes (61). L'un des principaux médicaments
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antituberculeux, 1'éthambutol (EMB), agit en inhibant la biogenese de la paroi cellulaire,
apparemment par son action directe sur la biosynthese de I’AG (62) (63).

3.5.2. Protéines

Le matériel extracellulaire sécrété par MTB dans les milieux de culture ainsi que le matériel
de surface contiennent des protéines (38). Parmi ces protéines, on retrouve notamment les
protéines de 19kDa, 38 kDa, 30/31kDa (ou Fbp pour fibronectin-binding protein).

La lipoglycoprotéine LpqH ou I’antigéne lipoprotéique de 19 kDa (p19) est un antigéne
majeur de la paroi cellulaire de MTB. P19 induit une immunité a médiation cellulaire par
I’activation des lymphocytes T. Elle peut se comporter comme un agoniste de TLR2 qui
réduit la présentation des antigeénes aux cellules T, favorise la phagocytose des mycobactéries
et induit I’apoptose des macrophages. D’ailleurs, c’est un composant majeur des vésicules
membranaires activement sécrétées par le MTB dans les macrophages infectés (64) (65)

Le complexe d'antigenes 85 est un complexe de trois produits géniques apparentés de 30 a
31 kDa, intitulés FbpA, FbpB et FbpC2. Les trois protéines présentent des propriétés de
liaison a la fibronectine et agissent comme des mycolyltransférases impliquées dans les étapes
finales de I'assemblage de la paroi cellulaire mycobactérienne (66)

La protéine de 38 kDa est un constituant majeur du liquide de la culture pendant la
croissance de MTB sur le milieu synthétique de Sauton et du BCG. Cette protéine induit une
De ce fait, il est un candidat principal pour le développement de nouveaux réactifs
diagnostiques pour la TB (67).

Le complexe d’antigénes de 45/47 kDa ou I'antigéne alanine-proline (APA), représentant
moins de 2% du matériel spécifiquement libéré ou excrété pendant la croissance de MTB ou
du BCG, pourrait étre utilisé pour le diagnostic de la TB. Cependant, leurs faibles valeurs
prédictives (sensibilité de 76,9% et spécificité de 73,2%), la sérologie anti-APA ne peut pas
étre recommandée pour le diagnostic de routine de la TB (68)

Les constituants protéiniques sont les éléments importants de l'activité de la tuberculine qui
est un mélange complexe. Les techniques de génie génétique ont permis d'obtenir plusieurs
protéines purifiées a partir de la paroi d’ou I’appellation de DPP pour Dérivé Protéique

Purifié (69) (70).
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Le peptidoglycane est un polymere complexe, responsable de la rigidit¢ de la paroi. Il
présente une structure chimique analogue a celle du peptidoglycane des autres bactéries.
Cependant, il se distingue par la présence d’un acide muramique qui est N-glycolylé au lieu
d’étre N-acétylé (41) (71). Les enzymes (GImS, GImM, GlmU, MurA, MurB, MurC, MurD,
MurE, MurF...) qui catalysent la biosynthese des peptidoglycanes chez MTB sont essentielles
et, par conséquent, leur inhibition devrait entrainer une destruction ciblée de ce pathogene
(72)

La capacité de MTB a survivre sous stress oxydatif in vivo est un aspect important de sa
pathogenese. Les protéines de choc thermique (hsp) sont des chaperons moléculaires
essentiels pour maintenir les fonctions cellulaires pendant les conditions normales et de stress.
Les protéines de choc thermique jouent également un rdle dans la présentation de 'antigéne et
l'activation des lymphocytes et des macrophages (73).

Le complexe d'antigene A60 est présent dans le cytosol des mycobactéries typiques et
atypiques. Il contient environ 89 épitopes reconnus par différents anticorps (74). C’est un
composant thermostable de DPP qui est utilis¢é dans le sérodiagnostic de la TB.
Malheureusement, cette molécule n'est pas spécifique aux mycobactéries, car elle est
également présente dans les especes de Nocardia et Corynebacterium (75).

L’ESAT-6 (6-kDa early secretory antigenic target) et la CFP-10(culture filtrate protein-10)
sont des antigénes immunodominants (76), exprimés respectivement par les génes esxA /
Rv3875 et esxB / Rv3874 appartenant a la région RD1. La CFP-10 agit probablement comme
un chaperon. L'ESAT-6 a des propriétés cytolytiques et contribue a la propagation de cellule-
a-cellule des mycobactéries dans 1'hdte (77). ESAT-6 et CFP-10 sont utilisés dans le
développement de nouveaux diagnostics et de nouveaux vaccins.

3.5.3. Génome

L’étape génomique de la TB débute en 1993, soit plus d’un sie¢cle apres la découverte du
bacille par Koch. Alors que I’OMS déclare cette année la TB « urgence mondiale », 1’équipe
hollandaise de Van Embden décrit le typage par « polymorphisme de longueur des fragments
de restriction » permettant pour la premiere fois de différencier les souches. En 1998, il est
finalisé le premier séquencage complet d’une mycobactérie, MTB H37Rv5 (Une souche

virulente isolée en 1905 puis propagé in vitro) (26). Actuellement, nous disposons des
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génomes complets de neuf organismes du MTBC (1 M. africanum, 2 M. bovis et 9 MTB)
ainsi que ceux de 24 MNT sont actuellement disponibles (78)

Dans le cas de MTB, le séquencage et I’analyse systématique du génome de la souche H37Rv
a permis de mettre en évidence que le chromosome de MTB est circulaire. Il contient
4.411.532 paires de bases, contenant environ 4018 geénes codant des protéines soit une
capacité de codage de 91.2% avec un pourcentage de bases GC d’environ 65,9 (79) (80). On
constatait aussi qu’une fraction importante des séquences codantes était impliquée dans la
synthése d’enzymes de la lipogenése et de la lipolyse. Ceux-ci sont nécessaires a la synthese
de la paroi du bacille riche en lipides. Preés de 10% du génome de Mycobacterium tuberculosis
est consacrée a deux familles de protéines hautement enrichies et énigmatiques appelées PE et
PPE, dont certaines sont des facteurs importants de virulence et d’ immunogénicité (81). Des
enzymes, souvent associées a une virulence bactérienne, en particulier des phospholipases,

étaient également caractérisées (82) (83) (84).
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M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Figure 6 : Représentation du génome de MTB H37Rv (84).

Le cercle extérieur indique 1'échelle en méga base (Mb), le « 0 » représente 1'origine de la
réplication. Le premier anneau de 1'extérieur indique les positions des genes de I'ARN stables
(Ies ARNTt sont en bleus et les autres sont de couleur rose) et la région de DR (cube rose). Les
entrailles du second anneau montrent la séquence codante par brin (sens horaire en vert
foncé ; antihoraire en vert clair). Le troisiéme anneau représente I'ADN répétitif (séquences
d'insertion en orange ; famille REP13E12 en rose foncé ; prophage en bleu). Le quatrieme
anneau montre les positions des genes codant pour les membres de famille de la protéine PPE
(vert). Le cinquieéme anneau montre des genes codant pour les membres de famille de la
protéine PE (violet a I'exclusion PGRS). Le sixiéme cycle montre les positions des séquences
PGRS (rouge pourpre). L'histogramme (au centre) représente les zones contenants G+C

(<65% G + C en jaune ; > 65% G + C en rouge)

Les mutations, plus que les transferts horizontaux de géne, ont conduit a 1’évolution récente
de MTB et son adaptation a I’hdte humain (85).

L’ADN de MTB présente plus de 99,9 % d’identité avec celui des autres membres du MTBC
: M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. canettii et M. microti (83).
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Néanmoins, la diversité génétique de MTB est 1i€ a la présence des sites monomorphes et
polymorphes dans le génome de la bactérie pouvant étre divisés en trois groupes :
polymorphismes mononucléotidiques (SNPs), polymorphismes de larges séquences (LSP) et
polymorphismes dans des séquences répétitives. Ce dernier a été soumis a une caractérisation
ultérieure révélant deux classes de séquences d’ADN répétitives : les séquences répétées
dispersées telles que des séquences d'insertion (IS) et les répétitions directes (DR) ; et les
séquences répétées en Tandem (VNTR). Les courtes répétitions en tandem sont en outre
classées en répétitions en tandem polymorphiques majeures (MPTR) et des répétitions en
tandem exactes (ETR) (86).

Comparés aux SNPs et aux LSP, les polymorphismes dans les séquences répétitives ont
tendance a évoluer plus rapidement, ce qui se traduit par des profils analogues dans les
especes MTB qui sont complétement indépendants. Par conséquent, la recherche sur les
polymorphismes dans les séquences répétitives a conduit a son utilisation dans les enquétes
épidémiologiques ; les deux autres polymorphismes se sont également révélés éEtre un
marqueur utile dans 1’épidémiologie moléculaire) (86).

Le haut degré de polymorphisme est observé en nombre et en position des séquences
répétitives dispersées telles que des éléments d’insertion (IS) et des répétitions directes (DR).
Parmi les séquences d'insertion, seize copies d'IS6110 et six copies d'IS1081 ont été
dénombrées pour la souche de référence H37Rv (84). Certaines souches de MTB contiennent
jusqu'a 25 copies d'IS6110 par génome (86). La mobilité de 1’IS6110 sur le chromosome et sa
présence en un grand nombre de copie, lui conférent un niveau de discrimination qui est fort
par rapport a celui des autres séquences d’insertion (IS1081, IS1547 et IS-like element). Cette
propriété explique son utilisation répandue comme outil de typage génétique des souches du
MTBC (87).

De plus, les régions RD3 et RDI1 du génome de MTB H37Rv correspondent a deux
prophages phiRv1 et phiRv2 (88) (84). Certains genes des deux prophages peuvent étre
traduits et fonctionnels. L’expression d'autres tels que Rv1577¢c, Rv2650c, Rv2652c, Rv2659c¢
et Rv2658c peut varier et aider MTB a s'adapter aux fluctuations environnementales et donc a

participer a la virulence (89).
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2. LA TUBERCULOSE

A. Physiopathologie

1. Transmission du bacille tuberculeux

MTB est susceptible d’infecter tous les tissus de I’organisme, mais seule la contamination
pulmonaire a une signification épidémiologique. Les personnes atteintes de TB maladie en
phase active (malade bacilliféere) et a frottis positif sont potentiellement contagieuses.
Cependant les patients atteints de TB a frottis négatif contribuent également a la transmission
de la TB d’un taux allant jusqu’a 13%. On estime qu’un patient infecté et non traité peut ainsi
contaminer 10 a 15 autres personnes en 1’espace d’une année (90). Une personne bacillifére
devient non contagieuse au bout de 2 semaines du traitement antituberculeux, donc la mise
des patients sous un traitement antituberculeux efficace dans les plus brefs délais constitue le
meilleur moyen pour interrompre la transmission.

Le risque de contamination dépend de la concentration des mycobactéries dans 1’air ambiant,
de la virulence des micro-organismes, de la durée d’exposition, de la prédisposition de la
personne en contact et en particulier de I’état de son systéme immunitaire (91).

Le malade, atteint par une TB pulmonaire, émet dans 1’air de fines gouttelettes (gouttelettes
de Fliigge) chargées de quelques bactéries, notamment lorsqu’il tousse, parle, éternue ou
chante. Une toux peut ainsi produire 3000 germes et une expectoration jusqu’a 100000
germes /ml de crachat. Une partie des gouttelettes émises se dessechent treés rapidement dans
I’air ambiant et forment les droplets nuclei de 1-5 pm de diameétre. Ce sont ces éléments qui
jouent le rdle décisif dans la transmission de I’infection car ils restent longtemps en
suspension dans I’air (environ 6 heures). De plus, en raison de leur petite taille, ils peuvent
échapper au systeme muco-épithélial cilié de 1’arbre bronchique pour parvenir aux alvéoles
pulmonaire. L’agent tuberculeux est hautement virulent, un a trois germes sont suffisants pour
infecter un individu au niveau de 1’alvéole pulmonaire (92) (93) (94).

Les «droplet nuclei» qui ont sédimenté sur les sols et les surfaces ne constituent pas de risque.
Le bacille peut rapidement étre détruit par une exposition aux ultraviolets et la concentration

des gouttelettes infectieuses peut €tre abaissée par une bonne ventilation (95).
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Tout matériel biologique provenant des tissus infectés doit €tre considéré a priori comme
infectieux ; ce risque est cependant étroitement 1i€ a la formation d’aérosols, par exemple lors
des manipulations en laboratoire (96), du traitement des plaies ou au cours d’autopsies (97).
La transmission par des objets contaminés est rare, par exemple en cas de blessure lors
d’autopsies ou d’emploi d’instruments mal désinfectés (bronchoscopes) (98) (99). Les
surfaces contaminées, le linge des malades ou les objets d’usage courant ne présentent pas de
risque infectieux significatif (100).

Du point de vue pathogénique, apres la dépose des particules au niveau des alvéoles, les
bacilles sont reconnus par les macrophages et les cellules dendritiques grace a des récepteurs
type « DC-SIGN ». Ce récepteur est une lectine qui reconnait les sucres dont est
particulierement riche le BK (101). Ensuite, ils sont phagocytés par les macrophages
alvéolaires matures et seront le plus souvent détruits (102).

Cependant, les macrophages alvéolaires sont hautement permissifs vis-a-vis du MTB,
favorisant sa multiplication au contraire des cellules dendritiques qui sont capables de
controler la réplication des mycobactéries sans les éradiquer (103). Les mécanismes de
défense cellulaire engagés a l'issue de la phagocytose aboutissent a la lyse bactérienne apres
fusion des lysosomes au phagosome. De mé€me, apres activation, les macrophages libérent des
radicaux nitrés ou oxydés pouvant entrainer la mort bactérienne. Or, MTB résiste a ces deux
mécanismes dans les macrophages humains. En effet, les macrophages humains, méme
activés par l'interféron vy, ne tuent pas MTB. Il semble que seule une co-activation par la
vitamine D permette d'obtenir une bactéricidie dans ces cellules. L'action anti-
mycobactérienne des dérivés nitrés n'a été démontrée que dans les macrophages murins.
Enfin, les propriétés particuliéres des composants de la paroi mycobactérienne (riche en
lipides) permettent au bacille de résister a l'action des dérivés oxydés (104). Au sein du
phagosome dans le macrophage, MTB bloque les processus naturels de la maturation
vacuolaire, empéchant 1'évolution du phagosome vers un phagolysosome. Deux actions
essentielles, liées a la présence intracellulaire de bacilles vivants dans la vacuole, sont
observées : une exclusion de la membrane de la vacuole d'une pompe a protons appelée v-
ATPase qui entraine le maintien d'un pH proche de la neutralité (6,5) (105) ; et la rétention de

protéines cellulaires a la surface du phagosome empéchant sa fusion avec les lysosomes
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(106). L'absence d'acidification et de fusion des lysosomes permet a MTB de survivre au sein
des macrophages dans un environnement finalement moins hostile qu'il n'y parait. Cette
vacuole présente en plus l'avantage de rester un compartiment dynamique, c'est-a-dire en
contact avec les voies endosomales cellulaires de biosynthése et de recyclage (107). Cette
situation permet a8 MTB de rester en contact avec tout ce que la cellule peut capter ou recycler
ou synthétiser et que la bactérie peut utiliser comme nutriments (108).

La mort des macrophages permet la libération des facteurs solubles (chémokines, cytokines)
favorisant le recrutement d'autres cellules comme les monocytes circulants, ainsi que la mise
en place d'une réponse inflammatoire. Celle-ci est également liée a la libération des facteurs
pariétaux bactériens. Les monocytes se différencient en macrophages et ingerent les
mycobactéries mais ne les détruisent pas. Les bacilles vont alors se multiplier d’une maniére
logarithmique (108).

Les CDs se présentent en fait sous deux formes ou deux états. Immatures, elles sont capables
de phagocyter les corps étrangers et présentent peu de complexes majeurs d'histocompatibilité
(CMH-I et -II) a leur surface. Aprés phagocytose ou activation par un signal (chémokines,
cytokines), les CDs deviennent matures, perdant leur capacit¢é de phagocyter, tout en
acquérant des marqueurs de migration (CCR-7) a leur surface ainsi que de grandes quantités
de CMH-I et -II. C'est seulement dans cet état activé que les CDs sont capables d'activer les
lymphocytes T naifs au sein du ganglion lymphatique (109). (108)

Deux a trois semaines apres I’infection, ils atteignent les ganglions lymphatiques satellites ou
ils stimulent les lymphocytes T (LT) CD4+ et CD8+, induisant le développement d’une
immunité cellulaire T (immunité cellulaire retardée). Les LT antigéne-spécifiques migrent
vers le site d’infection initiaux ou ils entrainent une réaction inflammatoire en reconnaissant
les antigénes des bactéries tuberculeuses vivantes ou mortes. Un foyer infectieux local, appelé
tubercule ou « chancre d’inoculation », se constitue ainsi progressivement. Il contient des
macrophages vivants, dégénérés (cellules épithélioides) ou fusionnés (cellules géantes), des
cellules dendritiques, des bacilles et des lymphocytes T et des plasmocytes. Ce tubercule peut
devenir un granulome avec nécrose centrale et fibrose, ceci joue ainsi un rdle crucial dans la
limitation de la croissance bactérienne, du dommage tissulaire et de la dissémination

bactérienne. Le site alvéolaire initial et les ganglions infectés constituent le complexe
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primaire. La constitution et 1’évolution des granulomes sont sous la dépendance de la réponse
immunitaire innée et acquise de 1’hote ainsi que de la composition moléculaire pariétale des
souches infestantes. Une réponse immunitaire favorable a I’hote se traduit par la formation de
petits granulomes calcifiés contenant des bacilles en état de dormance (chez 90% d'individus
infectés). Cet état de latence pourrait €tre interrompu par réactivation suite a une baisse de la
surveillance immune causée par une immunodépression ou par une infection par le Virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) ou encore par une réinfection par MTB. Lorsqu’ils sont
réactivés, les granulomes évoluent vers la caséification, la nécrose et la formation de
cavernes. Le contenu en bacilles peut alors étre évacué par les bronches. Avant la pleine
expression de la réponse immune, les bacilles isolés ou présents au sein des cellules
mononuclées ont pu diffuser par voie lymphatique et/ou sanguine vers d’autres sites. Leur

multiplication est variable au sein des différents sites et selon les organes (110) (111) (59).
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Figure 7 : La pathogénése de la tuberculose (110).

La transmission de MTB est essentiellement interhumaine et se fait quasi exclusivement par
voie aérienne. Les bacilles sont phagocytés par les macrophages alvéolaires matures et seront
le plus souvent détruits. Cependant, les bacilles qui échappent a cette destruction vont se
multiplier a l'intérieur des macrophages jusqu'a la mort de ces cellules. Cette mort par nécrose
et/ou apoptose permet a la fois la prise en charge des débris cellulaires par les CDs et la
libération de facteurs solubles comme les chimiokines et cytokines nécessaires a la mise en
place d’une réponse inflammatoire. Les macrophages et/ou les CDs activés par les bacilles ou
les corps apoptotiques migrent vers les ganglions lymphatiques satellites ou ils stimulent les
lymphocytes T CD4+ et CD8+, induisant le développement d’une immunité cellulaire T. En
effet, ces cellules T CD4+ et T CD8 exercent leur effet protecteur par une production massive
de cytokines, essentiellement I’interféron gamma (IFN-y), nécessaire a I’activation des
macrophages. Les cellules Thl induites par I'[L-12, générée par les CDs et les macrophages
activés, secretent I'IL-2 et I'IFN-y assurant une action protectrice contre MTB. Les cellules du
type Th2 secretent les interleukines IL-4et IL-10 qui exercent une action négative sur la
réponse immune. Les lymphocytes T antigéne-spécifiques migrent vers le site d’infection
concourant a la formation du granulome et ainsi a 1’arrét de la croissance logarithmique des
bacilles. Une réponse immunitaire favorable a 1’hdte se traduit par la formation de petits
granulomes calcifiés contenant des bacilles en état de dormance (chez 90% d'individus
infectés). Cet état de latence pourrait €tre interrompu par réactivation suite a une baisse de la
surveillance immune causée par une immunodépression ou par une infection au VIH ou
encore par une réinfection par MTB.
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2. Infection tuberculeuse
Apres I’inhalation de bacilles tuberculeux, plusieurs évolutions sont possibles (112) :

= L’absence d’infection (succés des défenses innées) ;

= L’évolution d’un seul tenant vers la maladie tuberculeuse (primo-infection

tuberculeuse patente ou TB de primo-infection) ;
= Laphase d’infection latente prolongée puis progression vers la TB ;
= La phase d’infection latente indéfinie (bacilles quiescents) sans progression
ultérieure vers la TB ;

= La phase d’infection latente suivie de I’élimination des bacilles tuberculeux.
Dans la plupart des situations, le développement d’une immunité cellulaire spécifique mettant
en jeu différents types de LT limite la multiplication et la dissémination secondaire des
bacilles. Le sujet reste asymptomatique. C’est la TB infection ou infection tuberculeuse ou
primo-infection. La TB infection témoigne de la rencontre avec le BK. Elle se traduit par la
positivité de la réaction d’hypersensibilité de type retardé a la tuberculine. Il s’agit du « virage
» des réactions tuberculiniques qui s’accompagne d’un examen clinique normal, d’une
radiographie thoracique normale et d’une bactériologie négative (111).
3. Tuberculose maladie
Le continuum entre la TB infection et la TB maladie dépend de plusieurs facteurs. Dans
environ 10% des cas, la multiplication bacillaire est mal controlée et des lésions
granulomateuses pathologiques apparaissent. C’est la TB maladie. Dans environ 5% des cas,
une TB primaire se déclare dans les suites immédiates de 1’infection en 1’espace de quelques
semaines ou de quelques mois. Il s’agit en premier lieu d’enfants en bas age et des personnes
immunodéprimées, avec un taux d’incidence annuelle estimé a environ 10 % en cas
d’infection par le VIH (113) (114). Un autre groupe, également estimé a 5% des sujets
infectés, ne présente une réactivation de la TB qu’apreés plusieurs années (115) (116). Par
comparaison avec une contamination ancienne de trés nombreuses années, une infection
récente présente un risque significativement plus élevé d’évoluer vers une TB active dans les
deux a trois ans qui suivent. C’est chez les personnes infectées depuis plusieurs années et qui
ne présentent aucun facteur favorisant (notamment de déficience immunitaire) que le risque

de réactivation est le plus faible puisqu’il est d’environ un cas pour 1000 personnes par année
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(117). Ce risque de réactivation dépend de facteurs immunologiques et de 1’age de la personne
contaminée (enfants en bas age et jeunes adultes) et il est corrélé au diametre de I’induration
au test a la tuberculine (118)

La TB maladie s’accompagne de signes cliniques et/ou radiologiques et/ou d’une
bactériologie positive. La maladie tuberculeuse présente différents types de localisation (91)
(111).

3.1. Tuberculose thoracique

Lors du passage de la TB latente en TB pulmonaire active, le granulome tend a s’élargir, cette
étape se succede par la liquéfaction et la cavitation du centre caséeux, trés riche en bacilles
tuberculeux viables. Face a la prédominance d'oxygeéne aux apex et la moindre circulation
lymphatique a ce niveau, les bacilles aérobies retrouvent les conditions favorables a leur
évolution et reprennent leur multiplication. La fuite du matériel intra cavitaire dans les voies
aériennes explique la propagation de la maladie dans d'autres régions du poumon, ce qui
entraine une réaction inflammatoire intense et provoque la toux et 1I’expectoration chronique.
C’est a ce stade que le patient est le plus contagieux.

Au Maroc, le poumon est le lieu privilégié de la tuberculeuse, représentant ainsi pres de la
moitié des cas enregistrés, soit 48% des tuberculoses pulmonaires (TP) (119).Les TB
maladies bacilliferes a 1’examen microscopique direct (appelées TB maladies actives) sont
responsables de la transmission des bacilles tuberculeux et donc de la dissémination de la
maladie dans la population. Les cas de TB confirmés bactériologiquement en 2015 ont

représenté 44% des cas notifiés (119).

3.2. Tuberculose extra-thoracique

La TB extra pulmonaire (TEP) est définie comme une infection par MTB qui affecte les tissus
et les organes a l'extérieur du parenchyme pulmonaire. En fait, elle est secondaire a l'atteinte
du parenchyme pulmonaire par dissémination. Cette dissémination extra-pulmonaire se fait
probablement via les ganglions lymphatiques qui drainent la région pulmonaire infectée ou
directement par voie hématogene (120) (121).

Depuis longtemps, il a été supposé que les macrophages infectés par les bacilles gagnent

ensuite la circulation sanguine et assurent ainsi la dissémination extra pulmonaire de MTB.
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Cependant, plusieurs travaux ont montré que le role des macrophages dans la dissémination
est au mieux marginal et que cette étape importante dans la pathogénie de MTB dépend
essentiellement de D’interaction du bacille avec les cellules autres que les macrophages,
comme les cellules épithéliales pulmonaires via I’adhésine HBHA (122).
Les bacilles disséminés peuvent ensuite se développer, surtout dans les régions extra-
pulmonaires dites vulnérables du sujet infecté et y provoquer des pathologies parfois graves.
Les sites extra-pulmonaires vulnérables comprennent la plévre, les méninges, les ganglions, le
péritoine, I’extrémité des os longs, péricarde ainsi que le tractus uro-génita0Ol (122) (123).
La proportion de la forme extra-pulmonaire était la plus élevée en 2015, avec 52% des cas
(dont 3% étaient des cas de primo-infection TB) (119). Elle siege par ordre de fréquence
décroissant, au niveau ganglionnaire, pleural, péritonéal, ostéo-articulaire, neuro-méningé et
génito-urinaire (124) (123). Les disséminations méningées et la miliaire restent en particulier
dans les pays en développement cause d'une forte mortalité (125).
Dans un travail portant sur une population qui présente une atteinte extra pulmonaire dans
I’état de I’Arkansas (Etats-Unis), trois facteurs de risques indépendants ont été identifiés
comme prédisposant a une TEP (126) :

= Etre de race noire ;

= Etre du sexe féminin et ;

= Etre infecté par le VIH
Plus récemment, un travail du méme groupe suggere que 1’infection par une souche Beijing/w
pourrait faciliter le développement d’une atteinte extra thoracique. Dans ce travail, parmi les
sujets atteints de TEP, la population asiatique était le groupe ethnique prédominant (43 %)
(127). I semble donc que l'incidence de TEP dépend non seulement de la région
géographique et de 1’ethnie, mais aussi de la souche de MTB (128).
En France, le délai diagnostique, en moyenne de 3 mois, est plus long que pour les TB
maladies pulmonaires ; il varie suivant les localisations (111).
4. Réponse immunitaire de la tuberculose
La mise en évidence d'une réponse immunologique spécifique (explorant I'i'mmunité cellulaire

T et/ou anticorps) pourrait €tre un appoint trés utile pour des patients tuberculeux sans
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documentation microbiologique rapide. Ces tests devraient également étre tres utiles dans le
cas des TB pauci bacillaires comme les formes extra pulmonaires et chez 1'enfant.

4.1. Réponse immunitaire humorale

Le domaine de la sérologie de la TB fournit des données abondantes montrant que MTB
induit une réponse immunitaire humorale a une grande variété d'antigénes mycobactériens
chez les humains en dépit d'un agent pathogene intracellulaire (129).

Il est généralement admis que la réponse immunitaire a MTB est biphasique, la réponse
cellulaire de I'TFN-y étant détectée tot et la réponse aux anticorps dirigée contre 1'lL-4 détectée
tard dans le cours de l'infection (130) (131) (132),

La réponse immunitaire humorale aux antigenes mycobactériens differe en fonction du stade
de la maladie (133). L’observation des titres élevés d'anticorps contre les antigeénes
mycobactériens chez des patients atteints de la maladie, a soutenu historiquement 1'argument
que ces anticorps doivent étre non protecteurs. Néanmoins, diverses études montrent ou
suggerent que certains anticorps ont une fonction protectrice contre la TB (134).

Les réponses lymphocytaires B sont mises en évidence soit par le titrage des anticorps
antituberculeux circulants soit par la numération des LB sécréteurs d'anticorps spécifiques.
Ces techniques ne sont pas encore utilisées dans le diagnostic de la TB maladie. Elles font
I'objet de recherches cliniques et malgré plusieurs publications, aucun test n'a été validé et
commercialis€ dans cette indication, a I'exception du test A60 qui devrait étre retiré du
marché du fait de son absence de spécificité (132)

4.2. Réponse immunitaire cellulaire

MTB est un exemple classique d'un agent pathogene pour lequel la réponse protectrice repose
sur D'immunité a médiation cellulaire. Dans les modéles animaux d'immunité
mycobactérienne, la protection peut étre conférée par transfert adoptif de cellules T
sensibilisées a des animaux immunologiquement naifs (135) (136). La réponse cellulaire T
n’est mise en route qu’a partir des 2 a 4 semaines suivant le contact infectieux des sujets par
le bacille tuberculeux.

Son réle fondamental dans le contréle de la TB est confirmé par des observations faites chez
les sujets infectés par le VIH. Chez ces sujets, 1'effet immunologique du VIH se manifeste

surtout sur I'immunité a médiation cellulaire, la partie du systéme immunitaire qui joue le role
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le plus important dans la réponse de l'organisme contre MTB. Le déficit immunitaire
provoqué par l'infection a VIH diminue la capacité de 1'hdte de contenir l'infection
tuberculeuse et de prévenir une nouvelle infection ou une réinfection par MTB. L'infection
par le VIH nuit a la production de I'IFN-y spécifique a la défense immunitaire de 1’hote contre
le MTB. Les réponses déficientes de I'lFN-y contribuent a la vulnérabilité élevée a 1a TB chez
les personnes séropositives (137). 11 modifie également la réaction d'hypersensibilité retardée
qui intervient dans le test cutané tuberculinique (138). L'interaction du VIH et de la TB est
bidirectionnelle, car I'infection par le VIH favorise I’évolution d’une TB latente en TB
maladie active et donc contagieuse et MTB stimule les réplications du virus VIH et
I’évolution naturelle du sida (139). La survenue d'une TB évolutive pulmonaire ou extra-
pulmonaire chez une personne VIH positive définit le passage au stade SIDA (classification
de CDC) ou au stade III ou IV de I’OMS (140).

A T’inverse chez le sujet immunocompétent, la réactivité au test cutané tuberculinique (TCT)
ou I’Intradermo-Réaction (IDR) est liée de maniere épidémiologique a une résistance a une
réinfection exogene avec MTB (141). Le TCT mesure la réponse in vivo d'hypersensibilité de
type retardé des individus testés. Cette réponse inflammatoire locale correspond a
I'accumulation de cellules mononuclées et au dépot de collagene produits sous 1'influence de
la libération de plusieurs cytokines (dont 1'TFN-y) et chimiokines sécrétées par les LT
spécifiques de type Thl qui ont reconnu les antigénes présents dans la tuberculine. Un TCT
positif est aussi détecté chez les patients qui présentent une TB maladie. Cependant, environ
20 a 30 % des patients ayant une TB maladie sévere ont une réponse cellulaire T diminuée
voire absente. Ceci est observé en particulier chez les patients présentant une TB miliaire.
Cette absence de réponse est liée d'une part a la compartimentalisation des cellules T
effectrices au sein des granulomes tissulaires et d'autre part a une sidération des réponses
cellulaires T effectrices associées a I'hyperproduction de médiateurs anti-inflammatoires et
une augmentation des cellules T régulatrices (132).

Le vaccin par le BCG protege contre la TB. C’est une immunité acquise et a médiation
cellulaire lente. Une infection par MTB, survenant aprés la vaccination, joue un rdle tres
important du fait que ce nouveau contact antigénique a un effet de rappel renforcant

I'immunité existante et provoquant la mobilisation rapide des cellules qui interviennent dans
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la destruction des bacilles tuberculeux. En l'absence d'une immunité préexistante, les
microorganismes peuvent proliférer (59).

B. Situation de la maladie au 21eme siecle

1. Situation dans le monde

Depuis le XIXe siecle, la mortalité et la morbidité tuberculeuse décroissent en Europe. Dans
les années 1950, cette baisse s’est accélérée avec la découverte des antituberculeux efficaces.
Cependant, la TB n’est toujours pas une pathologie du passé. Elle reste un probléme de santé
publique, trop longtemps négligé.

1.1. Répartition géographique de la tuberculose humaine dans le monde

On I’observe dans toutes les régions du monde. En 2015, il y a eu le plus grand nombre de cas
en Asie, avec 61% des nouveaux cas, suivie de I’ Afrique, avec 26% des nouveaux cas (142).
En 2015, 87% des nouveaux cas se sont produits dans les 30 pays a forte charge de la TB. Six
pays ont totalisé 60% des nouveaux cas : Inde, Indonésie, Chine, Nigéria, Pakistan et Afrique
du Sud (142). Les progres mondiaux dépendent de ceux qui seront faits dans ces pays pour la
prévention et les soins de cette maladie.

1.2. Tuberculose et mortalité

Le traitement contre la TB a permis d’éviter 49 millions de déces dans le monde entre 2000 et
2015, mais il subsiste d’importantes lacunes en matieére de diagnostic et de traitement (142).
Selon les estimations, 1,4 million de décés en 2015 étaient dus a la TB et 0,4 million de déceés
supplémentaires concernaient les cas de TB chez les personnes vivant avec le VIH (142). Plus
de 95% des déces dus a la TB surviennent dans les pays a revenu faible ou intermédiaire
(119).

Le nombre de déces par TB a baissé de 22 % entre 2000 et 2015, depuis 2010 c’est dans la
Région de la Méditerranée orientale et dans la Région européenne que le taux de mortalité a
reculé le plus rapidement (de 6.5% et 6.2% par an, respectivement) et dans la Région africaine
qu’il a baissé le moins vite (baisse de 2.2% par an) (142). Néanmoins, la TB demeure 1’une
des 10 principales causes de déces dans le monde en 2015 avant le VIH et le paludisme.

1.3. Tuberculose et morbidité

L’objectif du Millénaire pour le développement, préconisant d’avoir maitrisé 1'épidémie de

TB et inversé la tendance avant 2015, a été atteint (119).
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En 2015, on estimait a 10,4 millions le nombre de nouveaux cas (incidents) de TB dans le
monde, dont 5,9 millions (56 %) chez les hommes, 3,5 millions (34 %) chez les femmes
(142). On estime que 1 million (10%) d’enfants ont développé la TB et 170 000 en sont morts
(a I’exclusion de ceux ayant le VIH) (142). Les personnes vivant avec le VIH représentaient
1,2 million (11 %) sur I’ensemble des nouveaux cas de TB (142).

1.4. Tendances de I’évolution de la tuberculose

Dans le monde entier, le rythme de diminution de I’incidence de la TB est resté a seulement
1,5% de 2014 a 2015 (142). 11 faut accélérer la tendance pour parvenir a une réduction

annuelle de 4% a 5% d’ici a 2020 et atteindre les premiers jalons de la Stratégie de I’OMS
pour mettre fin a la TB (142).
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Figure 8: Le taux d'incidence mondiale de la tuberculose active (143).
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2. Situation au Maroc

2.1. Incidence

En 2016, un total de 31.542 cas de TB, toutes formes confondues, a été notifié, correspondant

a une incidence de 91/100.000 habitants (144).
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Figure 9: Evolution du nombre de cas et de l'incidence de la tuberculose au Maroc, entre 1990-
2016 (144).
En 2015, le nombre de déces par TB était de 656 cas (119).
Entre 2000 et 2015, I’incidence globale a régressé de 17% et celle de la forme pulmonaire a
frottis positif a régressé de 20%. La proportion de la forme extra-pulmonaire était la plus
élevée en 2015, avec 52% des cas (dont 3% étaient des cas de primo-infection TB), contre
48% des cas de TP (119).
Les cas de TB confirmés bactériologiquement en 2015 ont représenté 44% des cas notifiés,
contre 56% des cas diagnostiqués selon des criteres cliniques (119).
La distribution selon 1’age révele que les jeunes, agés de 15 a 45, représentaient 63% des cas.
Tandis que le sex-ratio masculin/féminin était de 1,5 (144).
87% des cas ont été rapportés par 6 Régions, correspondant a 78% de la population nationale

(144).

33



30% | 26%

25%
20% 16%
15% 2%
10%
10%
% 5%
5% I I e 1% 1% o%
0% e
3 i@ ‘

> & e S &
= S N . @
£ & & s}- e’é\ @'a & & & \Qf Q'ba-'?
& 4 ol 3 > : S
& F & E & FF TS
F & & # & o & & o
o X ‘?:‘—\\ & & @’b
< & & ¢
I

Figure 10: Distribution proportionnelle, par régions, des cas de tuberculose rapportés en 2016
(144).

La maladie s’est concentrée en milieu urbain, plus particulierement au niveau des quartiers
défavorisés des grandes villes a densité de population trés élevé. Ainsi qu’au niveau des zones
périurbaines des grandes agglomérations, 1a ou les facteurs de transmission de la maladie sont
favorables : habitat insalubre, pauvreté, précarité sociale, forte promiscuité humaine,
malnutrition et autres (144).
L’atteinte de la cible 6-C des Objectifs du Millénaire pour le Développement, en ayant inversé
la tendance de TB entre 1990 et 2015 ; selon les données officielles de I’OMS pour le Maroc
('incidence estimée par I’OMS a baissé de 27% et la mortalité a baissé de 59%). Cela a été
possible griace aux performances du Programme National de Lutte Antituberculeuse
(PNLAT), notamment (144):

= 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 ét€ maintenu a plus de 86% depuis 1995 ;

= Le taux d’interruption du traitement et de perdus de vue a été abaissé a 7,4% ;

= La prévalence de TB-MR a été maintenue trés basse : 1% de résistance primaire et

8,7% de résistance secondaire.

La riposte a la TB a toujours constitué une priorité du Ministere de la Santé (144):

= La prise en charge thérapeutique est assurée gratuitement a 1’ensemble des malades

tuberculeux ;
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= Le budget annuel alloué au PNLAT est passé de 30 millions MAD en 2012 a 60
millions MAD en 2016 ;
= La subvention du fonds mondial de lutte contre le sida, la TB et le paludisme de prées
de 85 millions MAD sur la période 2012-2017.

Cela a permis de renforcer 1’offre de dépistage et de diagnostic, en réaménageant les centres
de diagnostic de la TB et des maladies respiratoires et en les équipant d’appareils numériques
de radiologie et de technologie de laboratoire de pointe, basée sur la biologie moléculaire
(144).
2.2. Facteurs expliquant cette propagation
2.2.1. Epidémie de VIH/Sida
Paradoxalement, la maladie a réapparu a la fin des années 80 alimentée par la pandémie du
VIH/sida. Dans quelques années, la TB est devenue - et continue d'étre - une cause majeure de
maladie et de déces chez les personnes vivant avec le VIH /sida dans les régions pauvres en
ressources au monde (145). En outre, la pandémie du sida a encore favorisé€ 1'émergence d'une
TB-MR et spécialement une TB-UR rendant la situation plus délicate (146).
Au moins un tiers des personnes vivant avec le VIH dans le monde en 2015 étaient aussi
infectées par le bacille tuberculeux. Chez les personnes infectées par MTB seulement, le
risque a vie de développer une TB varie entre 10% et 20%. Chez les personnes co-infectées
par MTB et le VIH, le risque annuel peut dépasser 10%. Les sujets infectés ayant également
le VIH ont 20 a 30 fois plus de risque de développer une TB évolutive que les autres. En
Afrique, le VIH est le principal déterminant de la hausse de I’incidence de la TB observée ces
dix dernieres années. A savoir qu’en 2015, on estime qu’il y a eu 1,2 million de nouveaux cas
de TB chez des séropositifs pour le VIH, dont 71% vivaient en Afrique. Le VIH a
probablement eu un effet plus faible sur la prévalence de la TB que sur l'incidence, car le
virus réduit considérablement I'espérance de vie des patients atteints de TB (142).
La TB et le VIH forment une association meurtriére, chacun accélérant 1’évolution de I’autre.
En 2015, environ 0,4 million de personnes sont mortes d’une TB associée au VIH. Environ
35% des déces parmi les personnes vivant avec le VIH ont été dus a la TB en 2015 (142).
Parmi toutes les maladies opportunistes associées au VIH/sida, la caractéristique distinctive

de la TB réside principalement dans sa diffusion aérienne aupres d'autres patients, des
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travailleurs de la santé et de I'ensemble de la communauté (147) (148) (149). La pauvreté, les
inégalités sociales, 1'acces difficile aux systemes de santé publique et le manque d'éducation
sanitaire entrainent une situation critique de santé publique qui entrave les efforts
internationaux visant a controler les deux maladies.

Les interactions médicamenteuses entre les traitements utilisés contre ces deux maladies,
notamment entre la RIF et de nombreux antirétroviraux, la réduction de l'efficacité des
médicaments et la toxicité accrue des médicaments, ont rendu la gestion thérapeutique des
personnes co-infectées un défi majeur (150).

2.2.2. Emergence et la propagation de souches résistantes aux antituberculeux

La LAT repose sur I'interruption de la chaine de transmission par une détection rapide des cas
et leur traitement adéquat. Mais cet objectif est loin d’€tre atteint, a cause, entre autres, de leur
capacité a subir des mutations génétiques qui vont les rendre résistantes aux antituberculeux
(151). L’émergence de ces souches est favorisée par les échecs thérapeutiques, principalement
dus aux difficultés diagnostiques, aux erreurs de prescription, aux défauts
d’approvisionnement en antituberculeux dans certains pays et a une mauvaise observance
(152).

Si la résistance se manifeste contre les deux antituberculeux les plus actifs, I'INH et la RIF, la
souche est dite multi résistante (multidrug-resistant tuberculosis ou MDR-TB). Si la résistance
inclut également les médicaments injectables (AMK, KAN et CAP) et les quinolones, la
souche est dite ultra résistante (extensively resistant tuberculosis ou XDR-TB). Enfin, si la
souche devient finalement résistante a tous les antituberculeux connus, elle est désignée
comme totalement résistante (totally drug-resistant tuberculosis ou TDR-TB) (153).

En 2015, environ 480 000 personnes ont eu une TB-MR dans le monde. De plus, environ 100
000 personnes ont développé une résistance a la RIF (Ile médicament de premiére intention le
plus efficace) et ont eu besoin d’un traitement pour la TB-MR. Le fardeau de la TB-MR pese
en grande partie sur trois pays, la Chine, la Fédération de Russie et I’'Inde, représentant
ensemble pres de la moitié des cas dans le monde. En 2015, pres de 9,5 % des cas de TB-MR
avaient en fait une TB-UR (142). Au Maroc et en 2015, 160 patients ont développé une TB-
MR (119)
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La MR, dont la prévalence semble augmenter dans le monde, représente une des menaces tres
sérieuses pour le contrdle de la TB car le traitement, méme s’il est disponible, fait appel a des
médicaments dits de seconde ligne, moins efficaces, plus toxiques et plus coliteux (jusqu’a
100 fois le prix d’un traitement d’une souche sensible) et dure plus longtemps que le
traitement standard de la TB a germe sensible (jusqu’a 2 ans). En outre, les malades atteints
de TB-MR peuvent rester contagieux plus longtemps que les autres et transmettre les germes
a leur entourage pendant une période plus longue, contribuant ainsi a I’extension de la
maladie dans la population. La TB-MR représente donc une menace épidémiologique et une
charge économique importante pour les pays qui en sont touchés (153).

2.2.3. Autres facteurs

La persistance de la TB est attribuable également aux facteurs suivants : la pauvreté, la
croissance démographique et les migrations, la négligence des pouvoirs publics vis-a-vis des
structures de controle de la maladie, I’absence ou la désorganisation des programmes de
controle de la maladie, la mauvaise gestion des programmes de lutte antituberculeuse, le
manque d’acces aux soins, le manque de moyens financiers, logistiques et humains (154).
Chez les sujets-contact de cas de TB, un petit nombre de facteurs comportent un risque
important de développement de la TB : la malnutrition, 1’absence de traitement ou un
traitement incomplet de I’'ITL, un age entre 0 et 10 ans ou un contact au sein du ménage et
une dimension de I'IDRES mm. D’autres facteurs significatifs de risque ont été la présence
d’un cancer, I’emploi de corticostéroides, I’alcoolisme, 1’utilisation de drogues intraveineuses,
I’exposition a un cas a bacilloscopie positive des frottis, le fait d’étre aborigéne et un statut
socioéconomique médiocre (155).

La connaissance des principaux facteurs de risque permet 1’identification des populations a
risque et des lors permet une meilleure efficience de la LAT.

2.3. Outils de la lutte antituberculeuse

2.3.1. DOTS et Halte a la tuberculose

La thérapie directement observée formait la pierre angulaire de la stratégie mondiale de lutte
contre la TB lancée par ’OMS en 1995, appelée « DOTS » (pour Directly Observed
Treatment Short course - traitement de bréve durée sous surveillance directe), visant pour I’an

2000 de dépister 70% des cas de TB pulmonaire a microscopie positive (TPM+) et d’en guérir
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85% (156). Cette stratégie comporte cinq éléments considérés comme essentiels dans la lutte
mondiale contre la TB (154) :

= L’engagement pouvoirs publics.

= Un réseau de laboratoire de microscopie pour le dépistage passif des TPM+.

= L[’application d’une chimiothérapie standardisée, de bréve durée et supervisée.

= Un approvisionnement régulier en médicaments et en produits de laboratoire.

=  Un systeme d’information et de notification pour suivre les tendances de la TB.
Depuis I'introduction de la stratégie DOTS, des progrés considérables ont été réalisés dans la
lutte mondiale contre la TB. Durant la décennie passée : en 2005, la stratégie DOTS avait été
mise en application dans 182 pays, couvrant 77 % de la population mondiale et le taux de
détection des patients sous stratégie DOTS s’est accru de 11 % en 1995 a plus de 60 % a la fin
de 2006. Grace a la stratégie DOTS, 10 millions de patients ont été guéris depuis que I’OMS a
déclaré la TB comme urgence médicale mondiale en 1993 (156).
Le partenariat Halte a la TB est une coalition d’organisations internationales, de pays,
d’organisations nationales gouvernementales et non gouvernementales et de donateurs. Elle
groupe plus de 1200 organisations qui mettent en commun leurs connaissances et leur
expérience dans le cadre de six groupes de travail axés sur les domaines les plus critiques de
la lutte ( 1’élargissement de la stratégie DOTS, la pharmaco résistance, la coinfection TB/VIH,
nouveaux outils diagnostiques, mise au point de médicament, mise au point de vaccin) (157).
Les cibles de cette stratégie sont les suivantes (157) :

= Pour 2015 : réduire la prévalence et la mortalité de 50% par rapport a 1990 ;

= pour 2050 : éliminer la TB en tant que probleme de santé publique.
En 2006, I’OMS a élaboré une nouvelle stratégie Halte a 1a TB 2006-2015 visant la réduction
considérable du poids mondial de la TB d’ici 2015, dans le sens des objectifs du Millénaire
pour le développement et de ceux fixés par le partenariat Halte a la TB (160). Cette stratégie
comprend les éléments suivants (160):

= Poursuivre I’extension et le renforcement d’une stratégie DOTS de qualité ;

= Prendre en charge la coinfection TB-VIH, la TB-MR et répondre aux besoins des

populations pauvres et vulnérables ;
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= Contribuer au renforcement des systemes de santé sur la base de soins de santé
primaires ;
= Impliquer tous les soignants ;
= Par des partenariats, donner les moyens d'agir aux malades de la TB et aux
communautés ;

= Favoriser et promouvoir la recherche.
La fin de I’année 2010 se situe a mi-parcours du Plan mondial Halte a la TB 2006-2015 et
constitue manifestement le moment de mettre a jour le Plan en mettant 1’accent sur les cinq
dernieres années conduisant a I’année butoir de 2015 (160). De ce fait, un nouveau plan pour
2011-2015 est élaboré. Ce plan intitulé Plan mondial Halte a la TB 2011-2015: Transformer
la lutte vers I’élimination de la TB (Global Plan to Stop TB 2011-2015: Transforming the
Fight-Towards Elimination of Tuberculosis) signale, pour la premiere fois, toutes les lacunes
de la recherche qu’il faut combler pour mettre sur le marché des tests de dépistage rapide de la
TB, des schémas thérapeutiques plus courts et un vaccin totalement efficace. I montre
également comment les programmes de santé publique peuvent favoriser 1’acces universel aux
soins, moderniser les laboratoires de diagnostic et adopter les tests de dépistage
révolutionnaires disponibles depuis peu (161).
En 2014, I’ Assemblée mondiale de la Santé a adopté la Stratégie proposée par I’OMS pour
combattre la TB apres 2015 et s’est engagée a la mettre en ceuvre (159). Cette stratégie vise a
mettre un terme a 1I’épidémie mondiale de TB en réduisant de 95% le nombre des déces par
TB et de 90% I’incidence entre 2015 et 2035 et a ce qu’aucune famille ne supporte des colits
catastrophiques dus a cette maladie (159). Elle fixe des jalons intermédiaires pour 2020, 2025
et 2030. C’est une stratégie qui prend en compte les facteurs de risque (diabéte, malnutrition,

tabagisme, etc.) et les facteurs socioéconomiques qui sont souvent associés a la TB (159).
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Figure 11 : L'évolution des stratégies de I'OMS contre la tuberculose (161)

2.3.2. BCG

Pour atteindre les nouveaux objectifs de fin de TB d'une réduction de 95% des déces de la TB
et d'une réduction de 90% des cas de TB d'ici 2035, une approche globale est nécessaire qui
comprend des vaccins nouveaux et plus efficaces, ainsi qu'un diagnostic et un traitement
améliorés (162).

Le BCG actuel, est administré aux nouveau-nés dans le cadre du programme élargi de
vaccination. Depuis sa premiere utilisation en 1921, le BCG est devenu le vaccin le plus
largement administré dans I'histoire avec environ 4 milliards de doses administrées dans le
monde entier. L'OMS recommande actuellement la vaccination au BCG dans les pays a forte
TB endémique. La vaccination BCG est également recommandée pour les enfants présentant
un risque accru d'exposition a la TB dans les pays a faible endémie et pour les personnes
exposées a la TB-MR. La protection apportée par le BCG vis-a-vis de la TB maladie est
estimée chez I’enfant jusqu’a 85 % pour les formes graves (miliaires et méningites) et jusqu’a
75 % pour les formes pulmonaires (163).

Bien que le vaccin BCG ait été utilisé depuis un siecle dans de nombreux pays, il ne protege
pas contre la TP chez l'adulte et méme cause une BCGite disséminée dans une population

VIH séropositive (163). L'efficacité de BCG a varié de 0% dans les zones tropicales a environ
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80% en Amérique du Nord et en Europe du Nord. L’inefficacité est expliqué par le faite que
le BCG est incapable d'induire une longue durée de mémoire immunitaire apres la vaccination
(164) et que I'exposition préalable aux mycobactéries environnementales interfére avec
I'efficacité du BCG (165).

Il est impossible d'utiliser BCG pour éliminer l'infection par MTB ou pour prévenir
I'apparition et la réactivation de la TB (166). 1l existe donc un besoin urgent de vaccins
nouveaux, slrs et efficaces qui protégent contre toutes les formes de TB, y compris les
souches résistantes aux médicaments, dans tous les groupes d'dge, y compris les personnes
atteintes du VIH.

Seize différents candidats vaccins contre la TB sont actuellement en essais cliniques, avec des
études approfondies ou actuellement en cours de preuve (phase IIb) sur le terrain et beaucoup
plus dans le développement préclinique. Ces candidats vaccins comprennent cinq qui sont
basés sur des mycobactéries de cellules enticres et le reste sont diverses approches basées sur
des sous-unités dans lesquelles les antigénes de MTB sont exprimés sous forme de protéines
recombinantes qui sont formulées avec des adjuvants ou présentées dans des vecteurs viraux
recombinants. Les principales pierres d'achoppement dans le développement du vaccin contre
la TB a ce jour ont été le manque de corrélation immunologique de la protection, la réalité
selon laquelle la protection dans les modeles de prévention préclinique ne refléte pas les
données d'efficacité sur le terrain et, dans ce contexte, la nécessité d'un modele de défi humain
pour aider a rationaliser la sélection des candidats pour procéder a des études d'efficacité. La
poursuite de la recherche dans ces domaines est essentielle pour faciliter et dégrader le
développement des produits vaccins et se déroule parallelement a I'avancement des candidats
dans la clinique (167).

2.3.3. Traitement

Le traitement antituberculeux a deux objectifs principaux. Tout d'abord, il est nécessaire de
tuer rapidement ces bacilles vivant de facon extracellulaire dans les cavités pulmonaires, qui
sont métaboliquement actives et se divisent en continu ; Ceci est nécessaire pour atteindre la
négativité du crachat et donc empécher une nouvelle transmission de la maladie.
Deuxiémement, il est nécessaire d'obtenir une stérilisation compléte et 1'élimination des

bacilles moins actifs retrouvés dans les 1ésions fermées acides et anoxiques et de tuer les
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bacilles semi-dormants vivant en intracellulaire dans d'autres tissus de I'hdte, sinon ces
bacilles peuvent persister et seront responsables des rechutes subséquentes de la TB. L'INH
est le médicament ayant le plus grand effet bactéricide, alors que RIF et PZA ont le plus grand
effet stérilisant. Ces raisons, ainsi que la prévention de la résistance aux médicaments,
favorisent I'utilisation d'une thérapie combinée pour le traitement de la TB (168).
Le traitement actuel de courte durée pour I'élimination complete des bacilles actifs et
dormants comportent deux phases :
= Phase initiale : trois ou plus de médicaments (généralement INH, RIF, PZA et EMB
ou SM), qui sont utilisés pendant deux mois et permettent un abattement rapide des
bactéries actives, ce qui entraine une négativation des expectorations.
= Phase de continuation : comporte moins de médicaments (généralement INH et

RIF), qui sont utilisés pendant 4 a 7 mois, visant a tuer les bacilles restants ou

inactifs et a prévenir la récidive.
Les médicaments pour traiter la TB sont habituellement classés comme médicaments de
premicre et de deuxiéme intention. Traditionnellement, il existe cing médicaments de
premicere ligne : INH, RIF (ou rifabutine, peu d’action sur cytochrome P450), EMB, PZA et
SM. Les médicaments de deuxieme ligne comprennent : Aminoglycosides (AMK, KAN),
Polypeptide (CAP), Fluoroquinolones (MFX, LFX et GFX), Thioamides (ETO, PTO), CS,
PAS, Thiacétazone, CFZ (Lampréne), Amoxicilline-acide clavulanique, Clarithromycine et
LNZ (Zyvoxid) (169).
Cependant, I’observance insuffisante du traitement en raison de sa longueur, de sa complexité
et de la toxicité associée, ainsi que 1’inefficacité des activités de contrOle augmentent le risque
d’apparition de formes résistantes aux médicaments, qui sont beaucoup plus difficiles et
beaucoup plus onéreuses a traiter. La recherche de nouveaux médicaments est donc une
priorité, afin de raccourcir et simplifier le traitement de la TB et d’améliorer le traitement de
la TB chez les personnes infectées par le VIH, en utilisant des médicaments qui
n’interagissent pas avec les médicaments antirétroviraux. Il y a actuellement dans le monde
plus de 30 molécules recensées dans la liste des médicaments potentiels contre la TB, dont 11
sont en phase de développement clinique. Des essais sont en cours pour raccourcir la durée du

traitement de 6 a 4 mois par I’inclusion des Fluoroquinolones (GFX, MFX) et de nouveaux
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candidats prometteurs sont actuellement testés en phases de développement précliniques et
cliniques (156).

2.4. Lutte antituberculeuse au Maroc

2.4.1. Histoire de la lutte contre la tuberculose au Maroc

La lutte antituberculeuse au Maroc date des années 1900, quand I’incidence de la TB a connu
une incidence progressive justifiant I’ouverture d’un nombre important de Dispensaires Anti
Tuberculeux (DAT) a Fes, a Casablanca, a Rabat, a Marrakech et a Meknes et I’aménagement
en 1923 a Mogador (Essaouira) d’un hotel sanatorium par les anglais (158).

La déclaration des cas a été instaurée en 1930 par une circulaire du Directeur de la Santé et de
I’Hygiéne Publiques qui a précisé la définition des nouveaux cas et les principes de la
déclaration (24). Celle-ci n’est devenue effective et réguliere qu’en 1950 (24). Des études
pour évaluer le risque annuel (RA) d’infection tuberculeuse dans la population marocaine ont
été menées régulicrement avec I’appui de ’OMS révélant une réduction du RA qui est passée
de 7,8 % au début des années cinquante a 2,5% au début des années quatre-vingt-dix (24). La
vaccination par le BCG par voie buccale introduite en 1935 dans certaines régions et ciblant
des populations spécifiques(les nouveaux nés, les enfants et les adolescents) n’a été
systématisée qu’en 1970 (24). Elle a été¢ administrée par voie sous cutanée pour les marocains
recrutés pour travailler en France en 1939 (158).

Les premicres campagnes internationales de vaccinations BCG soutenues par 1’Organisation
Mondiale de la Santé ont été lancées en 1949-1950 puis consolidées a partir de 1969 par un
vaccin lyophilisé de I’'Institut Pasteur, obligatoire a la naissance (158). Cette période se
distingue par la création de la premiere Ligue Marocaine Contre la TB en 1959 (158).
L’introduction du traitement court utilisant la RIF dans une dizaine de provinces s’est faite au
début des années 80 (158).

Le programme national de lutte antituberculeuse mis en place a la fin des années soixante-dix
a connu une restructuration (1991) et de nombreux développements dont 1I’implantation de la
stratégie «Direct Observed Treatment» (DOTS) préconisée par I’OMS (158). Cette derniere a
visé pour I’an 2000 de dépister 70% des cas de TB pulmonaire a microscopie positive

(TPM+) et d’en guérir 85%.
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Pour appuyer la stratégie DOTS, un partenariat Stop TB de ’OMS a été créé en 2000 (158).
S’inscrivant dans cette dynamique globale, le Maroc a fourni des efforts énormes et a pu
atteindre avec succes les objectifs définis par ’OMS en terme de dépistage et de succes
thérapeutique(le taux annuel de détection des cas de TB a plus de 80% et le taux annuel de
succes thérapeutique a plus de 85% ), ce qu’il lui a valu la médaille d’or en 2004 (158).
En 2006, a I’issu de la stratégie Halte a 1a TB 2006-2015, le Maroc I’a adopté et s’est engagé
a la mettre en ceuvre dans toutes ses composantes telles qu’elles sont définies par I’OMS et le
Partenariat mondial Halte a 1a TB (158). En 2010, le plan stratégique de lutte antituberculeuse
(LAT) a été revu donnant lieu a un plan couvrant la période 2011-2015, adapté a la situation
de notre pays et orienté selon ses priorités. Cette stratégie a pour but de réduire la charge de
morbidité de la TB dans la population marocaine dans le sens des objectifs du Millénaire pour
le développement et de ceux approuvés par le partenariat Halte a 1a TB (158).
2.4.2. Plan national d’accélération de la réduction de I’incidence de la tuberculose 2013-2016
L’incidence des cas notifiés de TB pulmonaire a frottis positifs (TPM+) diminue
régulierement d’année en année d’environ 3% par an. Un taux qui est loin de I’objectif fixé
par le programme national de lutte contre la TB (158). Face a la volonté d’infléchir la
tendance de I’incidence de la maladie, un nouveau plan intitulé : Plan d’accélération de la
réduction de I’incidence de la TB 2013-2016, est élaboré (158). Ce plan a pour objectif
d’atteindre un taux annuel de diminution de 1’incidence de la TB de 6% d’ici 2016, en vue de
I’atteinte de 1’objectif d’élimination de la TB d’ici 2050 (158).
Le plan national d’accélération de la réduction de I’incidence de la TB 2013-2016 s’appuie
sur les axes suivants (158) :
=  [’amélioration du dépistage et 1’accessibilité au diagnostic a travers le renforcement
du réseau de laboratoire, I’implication soutenue des praticiens de tous les secteurs et le
ciblage des populations a haut risque.
= [’amélioration de la prise en charge de la TB a travers :
v L’application des normes et standards nationaux de la prise en charge thérapeutique
a tous les niveaux du systéme de soins ;
v" L’intégration de I’appui psychosocial des malades tuberculeux ;

v' L’amélioration de 1I’accessibilité au traitement et la disponibilité des médicaments ;
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v La mise a niveau de I’infrastructure et de 1’équipement ;
v’ L’affectation et la mobilisation des ressources humaines nécessaires.
= Le renforcement du partenariat et 1’intersectorialité en vue d’une réponse a la fois
intégrée, holistique et globale, etc. a travers I’élaboration et la mise en ceuvre
d’interventions concretes définies dans les plans d’appui.
= L’amélioration de la surveillance épidémiologique et le développement de la
recherche dans le domaine de la lutte antituberculeuse.
= La mise en place de mécanismes de coordination et de gestion pour assurer une bonne
gouvernance a tous les niveaux central, régional et provincial.
2.4.3. Plan Stratégique National de lutte antituberculeuse 2017-2021
Bien que I’'incidence estimée par I’OMS ait baissé d’une moyenne annuelle de 1,1% entre
1990 et 2015, cette baisse reste lente et en deca des aspirations nationales, tant les
déterminants de la maladie sont multiples et se rapportent, essentiellement, aux conditions
socio-économiques (144).
Aussi, les actions a entreprendre doivent dépasser le seul domaine médical pour cibler ces
déterminants, selon une approche multisectorielle, voire méme communautaire (144).
Le chantier de la régionalisation avancée dans notre pays et I’engagement politique au plus
haut niveau a Datteinte des Objectifs de Développement Durable (ODD) constituent
d’excellentes opportunités de redynamisation de la lutte contre la TB en vue d’y mettre fin a
I’horizon de 2030 (144).
Dans ce cadre, le Plan Stratégique National de lutte antituberculeuse 2017-2021 est en cours
de finalisation par le Ministere de la Santé et ses partenaires institutionnels et de la société
civile (144). Ce plan s’articule parfaitement avec I’initiative mondiale de 'OMS dite «
Stratégie pour mettre fin a la TB 2016-2035 », ainsi que son plan mondial 2016-2020 (144).
Ses objectifs stratégiques sont (144):
= Réduire le nombre de déces liés a la TB de 40% en 2021 par rapport a I’année 2015
= Augmenter le nombre annuel de cas détectés a 36.300 a I’horizon de 2021 ;

= Atteindre un taux de succes thérapeutique d’au moins 90% a partir de 2018.
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C. Manifestations cliniques et radiologiques de la tuberculose

1. Primo-infection tuberculeuse

Sur le plan clinique, la primo-infection tuberculeuse est en regle générale asymptomatique
(171). On observe une primo-infection tuberculeuse chez les enfants nouvellement infectés et
chez les patients a infection VIH. Le diagnostic peut aussi occasionnellement étre posé chez
des adultes, en particulier dans le cadre d’enquétes d’entourage. La plupart du temps, le
diagnostic est associé a un test a la tuberculine, respectivement a un test IGRA positifs (91)
(170).

La primo-infection est le plus souvent latente (tout se résume a une conversion de 1’IDR),
mais elle peut étre patente, responsable de signes généraux, de symptomes respiratoires, et/ou
d'anomalies radiologiques (171). L'expression clinique la plus fréquente est un syndrome
infectieux avec ou sans splénomégalie. Le tableau clinique peut étre réduit a I'association
d'une asthénie, d'une anorexie et d'un amaigrissement sans cause bien précise identifiée, voire
a une simple asthénie isolée. D'autres manifestations sont 1'érythéme noueux, la kérato-
conjonctivite phlycténulaire et les adénopathies externes. L'érythéme noueux est fait de
nodosités de 1 a 4 cm de diametre, enchassées dans le derme et I'hnypoderme, saillantes sous la
peau, douloureuses, siégeant a la face antéro-interne des jambes, s'étendant aux cuisses et au
bord cubital des avant-bras ; 1'éruption fait suite a des arthralgies, voire a un énanthéme et
évolue par poussées successives en trois a cinq semaines. La kérato-conjonctivite est
caractérisée par une rougeur conjonctivale et de petites phlyctenes de la taille d'une téte
d'épingle. Les adénopathies peuvent étre cervicales sous-maxillaires, axillaires ; sans
traitement, elles évoluent vers la caséification, le ramollissement et la fistulisation. La
radiographie thoracique montre, dans la forme typique, le complexe ganglio-pulmonaire :
petit nodule parenchymateux associ€é a une adénopathie médiastinale homolatérale. Les
anomalies radiologiques peuvent étre également sous formes d’un trouble de la ventilation,

une pleurésie ou des opacités nodulaires (28).
2. Réactivation de la tuberculose pulmonaire (172) (28) (171) (173)

Dans certains cas le tableau clinique est celui d'une maladie respiratoire aigué : hémoptysie,
épanchement pleural, pneumothorax, infection broncho-pulmonaire aigu€ ne régressant pas de

facon satisfaisante sous antibiothérapie usuelle, syndrome pseudo grippal, bronchites
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récidivantes. Mais le plus souvent, les symptomes s'installent progressivement et persistent.
La toux d'abord seche devient productive, l'expectoration, d'abord muqueuse, devient
purulente. L'asthénie ne céde pas au repos, I’amaigrissement peut étre trés rapide, la fievre
bien tolérée passe souvent inapergue, accompagnée de sueurs a prédominance nocturne. Tous
ces signes sont inconstants et évolue de facon chronique et insidieuses. L’interrogatoire est
donc essentiel.
En pratique dans les zones endémiques, tout symptome respiratoire et toute anomalie
radiologique persistant depuis plus de deux semaines, doivent faire suspecter la TB et devrait
étre exclue au moyen d'une radiographie thoracique et de tests microbiologiques.
Les anomalies radiologiques usuelles sont caractéristiques, mais non pathognomoniques, par
leur localisation et leur aspect :
= FElles siegent dans les segments apicaux et postérieurs des lobes supérieurs ou
segments supérieurs des lobes inférieurs ;
= Les anomalies suivantes peuvent éEtre isolées ou associées, souvent bilatérales,
accompagner une pleurésie : nodules de taille variable, isolés, confluents, localisés ou
dispersés ; opacités en plages homogeénes ou non, rarement systématisées ; cavités
solitaires ou multiples ; des adénopathies médiastinales satellites sont fréquentes
Par conséquent, méme en présence de lésions hautement suggestives de TB dans une
radiographie et dans un contexte clinique et épidémiologique favorable, le diagnostic de la
maladie ne doit jamais étre admis sur la base uniquement de données radiologiques.
Cependant, la radiographie thoracique est toujours une bonne méthode pour exclure la TB.
Par conséquent, si un patient immunocompétent a une radiographie normale, on est
pratiquement certain qu’il ne souffre pas de TB pulmonaire.
La scanographie n’est pas indispensable mais permet de mieux observer les lésions,

notamment les cavernes et les adénopathies.
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Infiltrat

Figure 12 : Radigraphie thoracique de face montrant les différentes lésions tuberculeuses (174).

3. Tuberculose disséminée ou miliaire (28) (175) (171)

La TB miliaire est le résultat de la dissémination hématogéne de BK soit a partir d'une
infection tuberculeuse récente, soit a partir d'une réactivation d'un foyer tuberculeux ancien.
Elle touche en priorité les enfants en bas Aage, les personnes agées et les sujets
immunodéficients.

Des facteurs prédisposant ont été décrits tels que ’alcoolisme, une cirrhose, un cancer, la
grossesse en particulier dans la période du post-partum, un traitement par
immunosuppresseurs. En revanche, il n’existe souvent aucun antécédent de TB.

En raison de la dissémination du BK, les manifestations cliniques sont diverses et peu
spécifiques, mais réalisent un tableau infectieux sévere avec insuffisance respiratoire se
majorant progressivement : fievre, amaigrissement, anorexie, asthénie, toux, dyspnée, plus
rarement céphalée et confusion liées a une méningite tuberculeuse, hépatomégalie,
adénopathies et splénomégalie. Le seul signe spécifique de la miliaire tuberculeuse est le
tubercule de Bouchut qui est une tache blanche a bords flous, peu saillante, siégeant sur la
rétine pres d'un vaisseau. Il convient de rechercher d'autres localisations de la TB : méningite,
péricardite, péritonite, atteinte hépato-spléno-ganglionnaire.

Le terme de miliaire provient de la similarité des 1ésions miliaires tuberculeuses (granulomes
de 1-2 mm de diametre) avec un aspect en «grains de mil » vues sur la radiographie du thorax
dans 85 % des cas sous la forme des opacités micronodulaires diffuses aux deux champs;

d'autres anomalies radiologiques dues a la TB sont observées. Le diagnostic doit étre évoqué
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sur des symptomes cliniques car la radiographie pulmonaire peut étre normale a un stade
précoce. Le scanner permet I’identification des localisations pulmonaires et extra-

pulmonaires.

P

Figure 13: Images radiologiques montrant un syndrome interstitiel micronodulaire bilatéral et
disséminé (176).

Dans le doute diagnostique, un traitement antituberculeux permettra de faire céder la fievre en
une dizaine de jours avant que les complications ne surviennent. Le syndrome de détresse
respiratoire aigu€ (miliaire asphyxiante), une coagulation intra vasculaire disséminée, la
méningite tuberculeuse, 1’insuffisance hépatique secondaire a une hépatite tuberculeuse, la
pancréatite aigiie, péritonite secondaire a une perforation intestinale, I’insuffisance rénale
aigué (IRA), pancytopénie, I’insuffisance surrénalienne subaigué etc., constituent parmi autres
les complications les plus redoutables de la miliaire tuberculeuse.

4. Tuberculose extra pulmonaire

4.1. Tuberculose ganglionnaire (177) (128) (171) (28)

La TB ganglionnaire (TG) constitue avec l'atteinte pleurale, une des formes les plus
fréquentes de la TB extra pulmonaire. La prévalence de la TG est plus élevée dans les pays en
développement par rapport aux pays développés. L’incidence est de 20%dans des études
réalisées au Maroc. Elle est souvent observée chez les enfants et moins fréquemment chez les
sujets de race blanche, le ratio homme/femme : est de 1/1,3 avec une 1égere prédominance

chez la femme.
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Il existe généralement peu de symptomes généraux. Classiquement, les adénopathies prennent
I’aspect de masses de consistance dure, non mobiles et douloureuses. La peau en regard est
d'abord normale, mais progressivement elle se modifie avant fistulisation a la peau,
fistulisation qui cicatrise difficilement. L’atteinte est souvent bilatérale et des ganglions non
contigus peuvent étre atteints. Les formes généralisées sont particulierement décrites au cours

du sida.

Figure 14 : Adénite tuberculeuse chez une jeune patiente.

Dans une étude marocaine portant sur 357 cas d’adénite tuberculeuse, les adénopathies
étaient cervicales dans 95%, médiastinales dans 5,1%, abdominales dans 3,7%, axillaires dans
2,8% et inguinales dans 0,3% des cas. La méme étude a montré que 28,6% des patients se
présentaient d'emblée avec une TB pulmonaire concomitante, d'ou l'importance de toujours
effectuer une radiographie de thorax (voire au moindre doute un scanner) et des cultures
d'expectorations induites ou spontanées lors du bilan d'adénites présumées tuberculeuses.
Notons que, dans les recommandations les plus récentes de I’OMS sur la TB, les adénopathies
intra thoraciques (médiastinales) sont considérées comme TBE.

Le diagnostic d'atteinte tuberculeuse ganglionnaire est établi par biopsie ou ponction avec
étude microbiologique directe et culture du matériel obtenu et examen histo-cytologique. Si le
bacille tuberculeux n'est pas retrouvé, un granulome avec nécrose caséeuse peut étre mis en
évidence chez les sujets immunocompétents. Dans le cas d’adénopathies profondes, en

particulier médiastinales, le diagnostic différentiel est difficile avec un cancer ou un
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lymphome. Un aspect tomodensitométrique hypodense du centre du ganglion et prise de
contraste a sa périphérie est évocateur d’une origine tuberculeuse.

4.2. Tuberculose pleurale (171) (128) (28) (172) (178)

Avec Datteinte ganglionnaire, la TB pleurale est la forme la plus fréquente de TBE et
représente 3 a 5 % des cas de TB chez des sujets non infectés par le VIH dans les pays
industrialisés. Elle est plus fréquente lors d’infection par le VIH, chez I’enfant et 1’adulte
jeune et survient classiquement trois a six mois apres la primo-infection tuberculeuse. Les
atteintes pleurales tuberculeuses sont a 1'origine soit d'une pleurésie sérofibrineuse, soit d'un
empyeme.

L’extension a la plévre se fait par suffusion de contiguité. Les pleurésies tuberculeuses sont
classiquement décrites dans les semaines ou mois suivant une primo-infection. Cependant,
cette atteinte séreuse peut étre concomitante d’'une TB pulmonaire active ou d’une miliaire.
L’épanchement pleural en lui-méme peut rester asymptomatique, en particulier s’il est
inférieur a 300 ml. Les symptomes les plus fréquents sont la toux non productive et la douleur
thoracique pleurétique. Une toux accompagnée d’expectoration peut étre présente en cas
d’atteinte pulmonaire associée, ce qui est fréquent. Le patient peut étre essoufflé en cas
d’épanchement important. Des signes généraux tels que la fievre subaigué, la perte de poids,
les sueurs nocturnes, 1’anorexie et le malaise peuvent étre présentes. En regle générale, une
maladie aigué est plus susceptible de se produire chez les patients plus jeunes qui sont plus
immunocompétents. La ponction pleurale rameéne un liquide citrin exsudatif (30-50 g/1 de
protéine, densité supérieure a 1,018, coagulation spontanée). La cytologie est pauvre en
cellules mésothéliales et en €osinophilies, riche en lymphocytes. L’isolement du BK est
relativement rare (environ 30 %). La méthode diagnostique de choix pour obtenir du matériel
en vue d’un examen histologique et microbiologique reste la biopsie a 1’aiguille d’ Abrams,
préférée a la thoracoscopie dans les pays a haute endémie et a condition de disposer des
compétences nécessaires. La biopsie pleurale peut mettre en évidence des granulomes
tuberculoides et permettre 1’isolement du bacille. L’évolution naturelle de I’épanchement
tuberculeux chez le sujet immunocompétent est la guérison spontanée en quelques semaines a

quelques mois dans 90 % de cas mais 40 a 60 % des patients vont présenter une réactivation
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ou une progression vers une TB pulmonaire ou extra pulmonaire, d’ou I’indication a un
traitement classique.

L'empyeéme tuberculeux, rare aujourd'hui, est un abces tuberculeux pleural. Il se développe
habituellement dans le tissu fibreux résultant d'une pleurésie tuberculeuse, d'un pneumothorax
thérapeutique ou d'une thoracoplastie, ceci dans le contexte d'un traitement antituberculeux
non satisfaisant. L’infection peut étre d’évolution insidieuse et peu symptomatique (asthénie,
fébricule, douleur thoracique). A la différence de la pleurite tuberculeuse, le liquide pleural de
I’empyeme est purulent, le plus souvent positif a I’examen microscopique pour recherche de
BAAR et tres cellulaire (> 100 000 neutrophiles). Le pH est inférieur a 7,20, le glucose
inférieur a 20 mg/dl et le taux de LDH est supérieur a 1000 UI/L. La thoracentese
thérapeutique est recommandée afin d’éviter un effet de « couenne » cicatricielle engainant le
poumon. L’ « empyema necessitatis » est une complication rare de I’empyeme tuberculeux : le
matériel caséeux provenant de la plevre fistulise a la peau. Plus rarement, le contenu caséeux
peut se drainer vers 1I’cesophage, la colonne vertébrale, le tissu cellulaire sous-cutané para
vertébral, le rétro péritoine ou le péricarde. Radiologiquement, I'épaississement pleural
témoigne de 1'accumulation du pus, le scanner thoracique ou la résonance magnétique sont les
examens de choix pour le diagnostic des complications.

4.3. Tuberculose digestive (124) (128) (28) (171)

Elles représentent environ 5 % de I’ensemble des localisations extra pulmonaires. Cette
fréquence est plus importante et pourrait doubler a tripler chez les sujets séropositifs. Au
cours de la TB abdominale tous les organes peuvent étre atteints et les localisations les plus
habituelles de la TB digestive sont I’intestin gréle (44%), le caecum (35%) et 1’iléo-caecum
(16%). L’ atteinte isolée du cdlon est rare, elle est estimée entre 2 et 9% et dominée par
I’atteinte du cOlon droit. Les autres localisations abdominales concernent les ganglions, le
péritoine, le foie et la rate.

La péritonite tuberculeuse est 1’atteinte abdominale la plus fréquente. Elle résulte soit de la
réactivation d’une TB latente suite a la dissémination hématogeéne d’un foyer pulmonaire, soit
de la rupture d’un ganglion mésentérique, soit encore de I’extension d’une infection
urogénitale ou intestinale. La TB péritonéale est généralement douloureuse et s'accompagne

souvent d'une augmentation du volume abdominal. La fiévre, un amaigrissement et une
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anorexie sont assez fréquents. La péritonite tuberculeuse peut coexister avec une cirrhose et
une ascite ; une tension abdominale chez un malade ascitique doit évoquer une infection
abdominale et faire pratiquer une ponction d'ascite. Cette derniére ramene un liquide exsudatif
contient entre 50 et 10 000 leucocytes/ul, des lymphocytes, mais aussi des polynucléaires
neutrophiles. L'examen direct retrouve exceptionnellement des bacilles tuberculeux et les
cultures ne sont positives que dans 50 % des cas. Il n’est pas rare que le diagnostic soit posé
par I’aspect macroscopique typique (nodules ou plaques blanchatres au niveau du péritoine)
lors d’une laparoscopie ou laparotomie exploratrice et confirmé histologiquement apres
biopsie péritonéale. Les taux sanguins de CA-125 sont en général élevés, bien que souvent
inferieurs a 500 U/ml. La diminution des taux de CA-125 sous traitement antituberculeux
semble €tre un bon indicateur de la réponse au traitement. La radiographie du thorax peut étre
utile pour attester de I’atteinte secondaire.

L’atteinte digestive peut €tre primitive par ingestion directe de Mycobacterium ou secondaire
a des lésions pulmonaires tres bacilliferes par voie hématogéne ou lymphatique. La
symptomatologie des TB du tube digestif différe, bien entendu, de celle des TB péritonéales.
Le tableau clinique de la TB digestive est en général peu spécifique, se traduisant par un
amaigrissement, une fébricule, un ballonnement abdominal douloureux, une constipation, une
ascite, une diarrhée avec parfois un syndrome dysentérique en cas de localisation recto-
sigmoidienne, voire une forme pseudo-tumorale. Des complications sont a craindre dont la
perforation, le plus souvent cloisonnée, la fistulisation, I’occlusion, I’hémorragie ou la
malabsorption en cas d’atteinte iléocacale. L’atteinte intestinale, prédomine au carrefour
iléoczcal et se présente radiologiquement comme des anses agglomérées, a paroi épaissie de
facon habituellement concentrique. Cet épaississement peut étre hétérogeéne avec des foyers
hypo denses en rapport avec de la nécrose caséeuse. En général, le diagnostic est posé par
I’aspect typique a la colonoscopie, avec présence des €rosions muqueuses, des ulcérations
avec des zones nécrotico-hémorragiques, des zones de rétrécissement ou de sténose
infranchissable avec des bourgeons autour. Cependant, les biopsies per-endoscopiques ne sont
pas toujours concluantes. Des colorations spécifiques (Ziehl-Nilson) et une mise en culture
seront systématiquement réalisées (positive dans 42 a 69%).Le recours a une laparotomie peut

étre justifié en urgence devant une complication (sténose, occlusion, masse compressive, mise
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a plat de certaines cavités caséifiées, perforation et fistule), ou différée dans un but
diagnostique.

Des TB pancréatiques existent sous un aspect d’abcés ou de masse hétérogene, impliquant
aussi des ganglions, qui peuvent a tort orienter vers une tumeur. Par ailleurs, les voies biliaires
peuvent étre obstruées par des adénopathies tuberculeuses contigués et des cholangites
tuberculeuses ascendantes ont été aussi décrites. La TB est une cause fréquente d’hépatite
granulomateuse, habituellement asymptomatique, ou du moins associée a une élévation isolée
des phosphatases alcalines.

4.4. Tuberculose ostéoarticulaire (171) (28) (128) (172) (179)

Elles représentent environ 5 % des TEP.

La spondylodiscite tuberculeuse ou Mal de Pott, est I’atteinte ostéoarticulaire tuberculeuse la
plus fréquente dans les pays en voie de développement. L’atteinte vertébrale est le plus
souvent d’origine hématogene, plus rarement par inoculation directe. L’infection touche
d’abord I’os spongieux, hautement vascularisé, puis s’étend vers le disque intervertébral avec
formation d’abces froids para vertébraux pouvant entrainer des déformations rachidiennes et
des tassements vertébraux ainsi que des complications neurologiques par compression. La TB
rachidienne est chronique et insidieuse. Les symptomes initiaux associent la présence de
rachialgies localisée et reproductible a la palpation, accompagnée de symptomes généraux
(fievre, asthénie, perte de poids et sueurs nocturnes). L’évolution est marquée par la survenue
d’une symptomatologie neurologique déficitaire. Les atteintes multi- étagées sont fréquentes
et doivent €tre recherchées systématiquement (par IRM). Les localisations les plus fréquentes
sont thoracique basse et lombaire haute. Les méthodes diagnostiques de choix sont I’imagerie
de la colonne vertébrale par scanner ou IRM. La ponction biopsie sous contrdle cytologique
permet d’obtenir la preuve bactériologique. La recherche d’un terrain d’immunodépression
doit étre une regle, devant toute TB vertébrale.

Des ostéoarthrites tuberculeuses touchant les structures périphériques sont également décrites.
Dans la majorité des cas, elles se présentent sous la forme d’une mono arthrite chronique,
touchant plus fréquemment la hanche ou le genou. Des abces froids peuvent se développer au
contact de ’articulation et se fistuliser. Des coinfections a germes banals peuvent coexister,

voire méme étre le mode de révélation de I’infection tuberculeuse sous-jacente. En I’absence
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d’une autre atteinte tuberculeuse extra-articulaire, la biopsie osseuse a visée microbiologique
et histologique est nécessaire au diagnostic.

4.5. Tuberculose urogénitale (28) (180) (181) (182)

La TB urogénitale (TUG) occupe le 5éme rang apres les localisations tuberculeuses
pulmonaires, ganglionnaires, ostéo-articulaires et digestives, soit 260 a 305 nouveaux cas/an.
D’apreés une expérience de 10 ans du service de 1'urologie « B » a 1’hopital Avicenne de
Rabat, la TUG touche avec prédilection 1'adulte jeune, avec un dge moyen des patients qui est
de 40 ans. Une légere prédominance masculine a été enregistrée dans la méme série et qui est
expliquée par la fréquence de l'atteinte génitale aisément accessible a I'examen clinique chez
I'homme.

Apreés ensemencement par voie hématogene, le bacille tuberculeux est présent le plus souvent
dans les deux reins, méme si dans la majorité des cas, la maladie n'est cliniquement
qu'unilatérale. Secondairement, 1’infection se propage par voie urinaire descendante, avec
extension a la médullaire rénale, aux papilles et aux calices puis aux voies excrétrices
urinaires. Chez I’homme, 1’atteinte génitale peut se faire par extension d’une localisation
urinaire par voie canalaire rétrograde ou par voie hématogeéne a partir d’un foyer a distance,
notamment pulmonaire. Chez la femme, I’atteinte génitale se fait exclusivement par voie
hématogene. Une transmission sexuelle serait possible, comme I’évoquent de rares cas
rapportés dans la littérature.

La TUG est caractérisée par un grand polymorphisme clinique. Au stade initial le malade est
asymptomatique dans certains cas on peut assister a des signes d’imprégnation tuberculeuses
types : asthénie, amaigrissement, anorexie, fébricule vespéral et sueurs nocturnes. Avec la
progression de la maladie, il peut se produire une nécrose papillaire avec formation de cavités,
destruction du parenchyme rénal et extension au systéme collecteur. L’atteinte urétérale peut
induire une hydronéphrose. C’est surtout avec I’atteinte de la vessie que le malade devient
symptomatique avec la dysurie, 'hématurie, la pollakiurie, des briilures mictionnelles et des
douleurs lombaires discrétes voire une colique néphrétique. En fait, il s’agit d’une cystite
chronique qui est rebelle aux traitements usuels. L'atteinte génitale sans atteinte rénale chez la
femme est beaucoup plus fréquente que chez I'homme ; elle est a l'origine de douleurs

pelviennes, d'irrégularités menstruelles, d'une infertilit€. Chez I'homme, un nodule
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épididymaire et une orchi-épididymite révelent le plus souvent l'atteinte génitale, mais une
fistule scrotale, une hydrocele et une prostatite, sont éventuellement observées.

Un grand nombre de malades asymptomatiques atteints de TUG sont identifiés en raison
d'une analyse des urines recueillies trois jours de suite qui est anormale dans plus de 90 % des
TUG. Une pyurie amicrobienne et une hématurie microscopique doivent rendre méfiant et
faire rechercher le BK par des urocultures ou par des outils de la biologie moléculaire.

La suspicion d'une TUG est renforcée par la présence d'anomalies radiographiques retrouvées
chez 75 % des sujets atteints de TUG. L'urographie intraveineuse précise la situation de
I’atteinte urinaire. Le recours a la cystoscopie et 1’analyse des fragments biopsiques
constituent parfois les meilleurs moyens de diagnostic devant des recherches de BK revenant

négatives.

Figure 15 : L'urographie intraveineuse : sténose serrée de la jonction urétéro-vésicale droite
avec urétéro-hydronéphrose.
Dans les pays endémiques, on est encore confronté a des formes graves de la TUG, en raison
du caractere destructeur de la pathologie, qui est responsable des conséquences sur la fonction

rénale, spermatique et mictionnelle.
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4.6. Tuberculose neuroméningée (171) (28) (128) (183)

L’atteinte tuberculeuse du SNC représente environ 1 % des cas de TB mais ses conséquences
sont potentiellement dévastatrices avec une mortalité rapportée dans les pays en voie de
développement de 1’ordre de 44 a 69%. La méningite est beaucoup plus fréquente que les
tuberculomes solitaires ou multiples.

La méningite tuberculeuse survient classiquement surtout chez 1'enfant de moins de 5 ans ;
elle est le résultat soit d'un ensemencement méningé et de la prolifération du BK soit d'une
rupture d'un vieux foyer tuberculeux. Dans les méningites le processus est limité a la base du
cerveau et les symptomes sont des céphalées, une diminution de la vigilance, la raideur de la
nuque et des symptomes déficitaires focaux et/ou une atteinte des paires craniennes. La
méningite tuberculeuse peut se compliquer d’artérite des vaisseaux de la base du crane, avec
possibilité d’accidents vasculaires cérébraux ischémiques manifestés par la présence d’une
hémiplégie ou d’une tétraplégie. Plus rarement, des cas de thrombophlébite cérébrale
compliquant une TB du SNC ont été rapportés. La ponction lombaire est I'étape essentielle du
diagnostic, précédée au moindre doute sur une hyperpression intracranienne, d'un examen
tomodensitométrique du crane. La ponction avec analyse du liquide céphalo-rachidien (LCR)
révele la présence d’une pléocytose avec une lymphocytose a plus de 60 %. Les protéines sont
élevées (de I’ordre de 100 mg/dl) avec une hypoglycorrachie (glucose souvent inférieur a 50
% du taux plasmatique). Le diagnostic de certitude est posé sur la base de la présence de BK
dans le LCR soit a I’examen direct (5 a 20 % des cas) soit a la culture (40 % des cas). Une
hyponatrémie par sécrétion inappropriée d’hormone antidiurétique est habituelle. La présence
d’une localisation extra-neurologique, y compris pulmonaire, est rare dans la TB du SNC, sa
présence est parfois décisive et doit €tre recherchée attentivement et de facon systématique.
L’imagerie cérébrale par scanner ou IRM révele classiquement un épaississement et un
rehaussement des méninges surtout dans les régions basales, avec parfois un élargissement
des ventricules.

Les tuberculomes sont des masses granulomateuses avasculaires avec un centre nécrotique
(caséum) qui mesurent le plus souvent entre 2 et 8 cm, entourées d’un tissu cérébral normal
avec un cedeme péri lésionnel. Les patients peuvent se présenter avec de la fievre, des

céphalées, des vomissements, des déficits neurologiques focaux et un cedéme papillaire.
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L’expression clinique peut cependant rester trés discrete. Le scanner cérébral permet de
mettre en évidence un signe évocateur, mais dont la spécificité a été remise en question : le «
Target sign ». Ce dernier est constitu¢ d’une lésion sphérique avec un nid central, le
tuberculome et d’un anneau périphérique prenant le contraste correspondant a 1’cedéme péri
Iésionnel. L’IRM est aussi utile dans le diagnostic, apres 1’injection du produit de contraste et
révele le rehaussement de 1I’anneau périphérique. La biopsie stéréotaxique permet d’établir le
diagnostic définitif et d’obtenir du matériel pour [’analyse histopathologique et
microbiologique (128).

5. Tuberculose chez I’enfant (184) (185) (186) (187) (188) (189) (171)

Selon les estimations réalisées en 2015 par I’OMS, au moins un million d’enfants contractent
la TB chaque année. De tous les cas de TB, environ 10% a 20% concernent des enfants. En
2014, 81,000 enfants sont morts de la TB. De plus, il y a eu 55,000 déces dii a la TB parmi les
enfants vivant avec le VIH. Au Maroc, la TB de I’enfant représente 15 % de I’atteinte
tuberculeuse par age. En réalité, la charge de la TB chez I’enfant est probablement plus
élevée, en particulier parce que les symptomes de la maladie sont peu spécifiques ce qui est a
I’origine des difficultés liées a son diagnostic.

La transmission du MTB chez les enfants se fait toujours, a partir d'un adulte contaminateur
(TPM+) qu’il faut rechercher activement. La survenue d’une TB chez I’enfant est un
indicateur non seulement de la circulation du BK mais aussi de I’échec du dépistage et de la
prise en charge de la TB.

Chez I’enfant, la TB maladie se développe le plus souvent dans les suites immédiates d’une
TB infection récente. Pratiquement, les enfants sont pauci bacillaires, ce qui a pour
conséquences, une preuve bactériologique qui est peu fréquente et un risque faible de
contagiosité.

Le risque de passage de la TB infection a la TB maladie est plus important chez 1'enfant et
varie en fonction de 1'dge. Jusqu’a cinq ans, le risque de progression vers la maladie en cas
d’infection est trés augmenté. Ce risque est surtout majeur pour les moins de deux ans, ce qui
justifie la prophylaxie systématique dans cette tranche d’age.

Le risque de développer une forme grave (forme disséminée, miliaire, méningite) est plus

important chez I'enfant, tout particulierement chez le nourrisson.
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La PIT constitue 1’éventualité la plus fréquente. Son diagnostic est déterminé par 1’absence de
maladie clinique et radiologique et la mise en évidence d’une réponse immunitaire spécifique
(positivité de I'IDR). Elle est asymptomatique. Dans 10% des cas, 1’infection devient patente
et donc symptomatique. Dans le cas de la primo-infection patente pulmonaire les signes sont
non spécifiques : toux, fievre, anorexie, asthénie, mauvaise croissance pondérale, sueurs
nocturnes, tachypnée voire dyspnée, etc. Exceptionnellement, elle peut simuler une fievre
typhoide (typho-bacillose) avec fievre en plateau a 39°- 40°, isolée avec une langue propre en
cas de terrain particulier de malnutrition sévere ou de déficit immunitaire. Le risque de
dissémination de I’infection, avec 1’association de localisations extra pulmonaires aux
manifestations pulmonaires, est particulierement élevé chez I’enfant de moins de cinq ans.
Les localisations extra pulmonaires peuvent également étre observées dans environ un tiers
des TB de I’adolescence. Il peut s’agir de : Méningites et méningo-miliaires tuberculeuses ;
TB des séreuses : pleurale, péritonéale, péricardique ; TB ganglionnaire superficielle ; TB
ostéo-articulaire ou osseuse des membres, TB du rachis (mal de Pott) ; TB rénale et autres
localisations (exceptionnelles chez 1‘enfant).

L'essentiel est de penser a la TB devant tout contexte a risque, devant toute situation clinique,
en particulier respiratoire rebelle a un traitement correctement conduit. La pratique d'une IDR
s'impose dans toutes ces situations.

L’IDR reste 1’outil diagnostique de premicre ligne, mais qui doit étre interprété de maniére
trés prudente prenant en compte le contexte clinique, en particulier s’il s’agit d’un dépistage
de I’infection ou du diagnostic d’une TB maladie. Ainsi le diameétre de I’IDR sera interprété
différemment : 9 mm est suffisant pour le diagnostic de TB infection, mais le diagnostic de
TB maladie nécessite une valeur de 13 mm.

Par définition, la radiographie de thorax doit étre normale pour affirmer le diagnostic d’ITL.
Les incidences face et profil sont souhaitables pour une visualisation radiologique optimale
chez le jeune enfant. Au cours de la TB maladie de I’enfant, une grande variété d’aspects
radiologiques va étre observée au niveau thoracique : atteinte ganglionnaire, compression des
voies aériennes adjacentes et troubles de ventilation des segments pulmonaires d’aval par les

adénopathies , opacités parenchymateuses souvent segmentaires ou lobaires, calcifications
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parenchymateuses et ganglionnaires, nodules centrolobulaires de diametre inférieur a 2cm,
infiltrats des sommets et cavernes chez I’adolescent et plus rarement un épanchement pleural.
La recherche de BK doit se faire avant tout par tubage gastrique au moins trois jours de suite.
Le lavage broncho alvéolaire réalisé au cours de la fibroscopie bronchique n'a pas une
sensibilité supérieure a celle des tubages gastriques. Au cours des TB maladies respiratoires
de I'enfant, le frottis n’est positif que dans 20 % des cas au maximum et la culture dans
environ 50 % des cas. Comme chez I'adulte, I'amplification génomique par Polymerase Chain
Reaction ou PCR a une sensibilité comparable a celle de la culture. Elle surtout utile quand le
diagnostic est difficile, comme chez les nouveau-nés et les immunodéprimés.
L’endoscopie bronchique est utile en cas de suspicion de TB maladie, en montrant une
atteinte endobronchique trés évocatrice. Elle montre une réduction du calibre bronchique par
compression d’une adénopathie adjacente, un granulome, du caséum obstructif ou une
inflammation muqueuse importante.
Bref, le diagnostic de TB chez l'enfant repose sur 3 ordres de données :
= Des données anamnestiques : notion de contage, recherche d'un contaminateur avant
tout dans I'entourage immédiat, mais aussi parfois a 1'école ou ailleurs. Cette recherche
du contaminateur fait partie intégrante de la prise en charge de l'enfant. Lorsque le
contaminateur est identifié, un dépistage dans son entourage est nécessaire a la
recherche d'autres personnes infectées ;
= Des données cliniques non spécifiques plus ou moins évocatrices ; un interrogatoire et
un examen clinique complet s'imposent dans tous les cas ;
= Des données para cliniques qui sont la clé du diagnostic a condition de les interpréter

dans le contexte.
6. Présentation clinique de la tuberculose chez les patients VIH séropositif
(28) (171)
Les personnes infectées par le VIH sont plus a risque de se contaminer par le BK et de
développer rapidement une TB maladie dans les suites immédiates du contage. Ce mode de
révélation précoce de I'infection et ses caractéristiques se rapprochent des observations chez
les enfants. Cependant, la présentation de la TB maladie lors du sida peut prendre des formes

trés variées, typiques ou atypiques. Les caractéristiques cliniques dépendent de I’intensité de
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I’immunodépression corrélée au déficit en lymphocytes T CD4+ (CD4) mesurés dans le sang
circulant.

Lorsque ce nombre de CD4 est inférieur a 200/mm3, correspondant a un stade avancé de
I’infection par le VIH, les atteintes extra respiratoires représentent la moitié des formes de TB
et les adénopathies sont fréquentes. Les anomalies radiologiques ne facilitent pas le diagnostic
de la TB, car ce qui est observé ne ressemble que rarement a ce qui peut €tre constaté chez les
sujets tuberculeux VIH négatifs. Les adénopathies médiastinales sont fréquentes. Les images
cavitaires, les opacités apicales sont rares, avec plutot une distribution des atteintes dans les
lobes moyens et inférieurs ; les images miliaires sont observées dans 15 % des cas ; le plus
souvent les anomalies sont frustes, avec des opacités nodulaires disséminées ou groupées, des
infiltrats siégeant volontiers dans les zones déclives. L'évolution suggeére une infection
bactérienne non tuberculeuse ou une pneumopathie dhypersensibilité, les anomalies
radiologiques pouvant se modifier d'un jour a l'autre. L’IDR n’a aucune utilité, car négative en
raison de l'immunodépression. La biopsie du matériel tuberculeux ne retrouve pas le
granulome tuberculoide avec nécrose caséeuse, en raison encore de l'immunodépression. A
l'inverse, les recherches de BK seront trés souvent richement positives : les BK sont retrouvés
dans 50 % des cas par I'examen direct et dans quasi 100 % des cas par la culture ; dans 10 %
des cas les hémocultures son positives pour le BK. Ces BK peuvent étre résistants aux
antituberculeux usuels. Enfin, la TB chez ces malades est souvent intriquée avec d'autres
infections opportunistes.

Lorsque le nombre de CD4 est supérieur a 300/mm3, les atteintes extra respiratoires
représentent 10 & 15 % des cas et les adénopathies sont rares. Les localisations pulmonaires
restent alors classiques, prédominant aux sommets et ayant tendance a s’excaver. Lors d’une
TB maladie, I’'IDR est en général positive au stade précoce de I’infection par le VIH.

7. Présentation clinique de la tuberculose multi résistante (190) (153)

La TB multi résistante (TB-MR) est souvent soupgonnée chez un patient présentant un échec
thérapeutique ou une rechute. Elle peut aussi étre soupconnée sur le plan épidémiologique
quand une personne a été exposée a un cas confirmé de TB-MR. Afin de diagnostiquer plus
efficacement les personnes atteintes de TB-MR, ’OMS a établi une liste des groupes de

patients potentiellement exposés au risque de TB-MR. Parmi lesquels on cite:
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= FEchecs de traitement ;
= Rechutes et les interruptions de traitement, dont le frottis est positif 2 mois et 3 mois
apres la reprise du traitement ;
= Contacts étroits de patients atteints de TB-MR et qui ont une TB active ;
= Contacts symptomatiques et/ou ayant des anomalies radiologiques d’un cas de TB-MR
connu ;
=  Personnes séropositives au VIH ;
= Personnes vivant dans des environnements a haute prévalence de TB-MR (prisons. .
D3
=  Personnes ayant recu des médicaments antituberculeux de mauvaise qualité ou de
qualité inconnue ;
= Rupture de stock de médicaments ;
®= Tuberculeux ayant une diarrhée chronique due a une malabsorption ou a une
accélération du transit.
Les signes et les symptomes évocateurs de TB-MR sont semblables a ceux des patients
atteints de TB pharmaco-sensible. Cependant, du fait qu’elle est diagnostiquée tardivement, la
TB-MR peut avoir une présentation clinique et radiologique plus sévere et une évolution plus
lente.
Une étude rétrospective des dossiers des patients tuberculeux multi résistants colligés au
service de phtisiologie de 1’hopital Moulay Youssef de Rabat, a permis de déterminer le profil
radiologique de ces patients. Les aspects radiologiques chez la majorité des cas 66.3% sont
variables étendues et bilatérales. Dans 48,6 % des cas, on trouve des 1ésions excavées, suivi
des infiltrats hilo-apicales dans 27 % des cas, des opacités nodulaires et micronodulaires dans
25,7 %, des images aréolaires dans 21,6 %, une dystrophie bulleuse dans 14,8 % des cas, des
opacités d’allure alvéolaire dans 13,5 % des cas, un pneumothorax ainsi qu’une pleurésie ont
été retrouvé chez 9,4 % et 8,1 % des patients respectivement, notant la possibilités de

I’existence de plusieurs lésions radiologique chez le méme patient (191).
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Figure 16: Patient 4gé de 31 ans traité pour tuberculose pulmonaire en 2007 et 2008 (notion de
mal-observance). Radiographie du thorax : 1ésions nodulaires et cavitaires bilatérales

prédominantes aux deux lobes supérieurs (190).

Le diagnostic de la TB-MR reposera dans tous les cas sur un interrogatoire minutieux qui
précisera les antécédents de TB et de traitement antituberculeux, surtout s’il a été suivi de
maniere irréguliére ou interrompue et les autres antécédents (infection par le VIH, diabéte,
maladie rénale, cancer, syndrome de malabsorption chronique, corticothérapie au long cours,
traitement immunosuppresseur. . .) ainsi qu’un examen physique complet.

D. Traitement

1. Traitement de la tuberculose maladie

1.1 Buts du traitement

Le traitement antituberculeux est un traitement a destinée individuelle qui vise a guérir les
patients mais ce traitement a également une dimension collective : couper la chaine de
transmission de l'infection et prévenir 1'émergence de bacilles multi résistants (192).

1.2. Bases biologiques du traitement antituberculeux

Le premier objectif de la poly-chimiothérapie est 1’action complémentaire des antibiotiques
sur les différentes populations de bacilles qui permet d’obtenir la guérison en six mois et
d’éviter la rechute a bacilles sensibles. Dans ce cadre, les deux antibiotiques essentiels sont
I’INH et la RIF. L’historique des essais thérapeutiques antituberculeux montre que c’est la
RIF, associée a I'INH, qui a permis dans un premier temps de réduire la durée du traitement

de 18 4 9 mois, en raison de son action sur les bacilles a multiplication lente du caséum. Le
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PZA, qui joue un rdle trés important grace a son action sur les bacilles intracellulaires, a
permis de réduire dans un second temps la durée du traitement de neuf a six mois. Le
deuxieéme objectif de la poly-chimiothérapie est d’empécher la sélection de mutants résistants
a ’origine de rechutes a bacilles résistants. En effet, avant la mise au traitement, il y a dans
une caverne tuberculeuse d’un malade infecté par une souche normalement sensible - qui
contient 10® bacilles - 102 bacilles résistants a I'INH et 10 bacilles résistants a la RIF.
L’association INH-RIF permet d’éviter la sélection de mutants résistants a chacun d’entre
eux, inéluctable en cas de monothérapie par I'un de ces deux antibiotiques. L’EMB,
antibiotique bactériostatique, joue un role trés important en évitant la sélection de mutants
résistants a la RIF en cas de TB multi-bacillaire a souche d’emblée résistante a I’INH
(résistance dite primaire) ce qui est le cas chez un peu moins de 5 % des patients n’ayant
jamais recu d’antituberculeux. Cette proportion de patients avec une souche d’emblée
résistante a ’INH est la conséquence des échecs thérapeutiques par sélection de mutants
résistants survenus lorsque le traitement de la TB n’était pas bien codifié. Lorsque 1’on
dispose des résultats des tests de sensibilité, I’utilité de I’adjonction de I’'EMB pour les TB a
bacilles sensibles a I'INH peut étre discutée, puisque I’EMB n’est vraiment utile qu’en cas de
résistance a I’INH. Cependant, les résultats des tests de sensibilité étant disponibles en général
cing a sept semaines apres le prélevement et la durée de la phase initiale du traitement
comprenant ’EMB étant de deux mois, le retentissement pratique des résultats de

I’antibiogramme sur ’arrét de ’EMB est limité (193).
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Figure 17 : Activité in vivo des antibiotiques antituberculeux de premieére ligne, en cas de
tuberculose cavitaire (193).
1.3. Moyens du traitement
1.3.1. Anti bacillaires
1.3.1.1. Médicaments antituberculeux de « premiére ligne » (192) (193) (194) (195)
1.3.1.1.1. Isoniazide
Découvert en 1912, ses propriétés antituberculeuses n’ont été décrites qu’en 1952.
L’isoniazide (INH) est présent sous deux formes :
= Formes orales
v" Rimifon Laphal® : comprimés a 50 mg et 150 mg (liste I).
v' PMS-Isoniazide : solution buvable 10 mg/ml. Cette présentation nécessite une ATU
(L’ Autorisation Temporaire d'Utilisation) nominative, lorsque le patient ne peut pas
prendre les formes solides.
= Forme injectable
v Rimifon Laphal® injectable, ampoules 500 mg/5 ml (liste I).
L’INH est un antituberculeux majeur bactéricide exclusivement réservé, en association, a la
prophylaxie et au traitement de la TB sous toutes ses formes, ainsi que pour le traitement des
mycobactérioses.
Traitement curatif de la TB est toujours associé a d’autres antituberculeux, la posologie chez
I’adulte est de 4 a 6 mg/kg/j en une seule prise le matin a jeun et chez I’enfant de 10 a 15

mg/kg/j ; la dose maximale est de 300 mg.
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L’INH a des effets toxiques, principalement hépatiques et neurologiques. Cette fréquence est
évaluée a 5 %. Son hépato-toxicité est potentiellement mortelle, elle est majorée par
I’association a la RIF.
Les effets indésirables d’ordre hépatiques sont généralement imprévisibles, de nature
cytolytique avec augmentation des transaminases sériques, qui se révelent étre autant la
preuve de la prise médicamenteuse que la manifestation d’un effet indésirable. Elle s’observe
chez 10 a 20 % des malades sous INH seul mais dans un pourcentage plus élevé en cas
d’association avec la RIF. Une hépatite clinique survient chez 0,5 a 2 % des malades sous
INH et chez 2,5 a 6 % en cas d’association a la RIF. Une hépatite mixte est rare ; elle se
manifeste des le premier trimestre et régresse a l'arrét du traitement ; elle est
exceptionnellement mortelle. Les facteurs favorisants 1’apparition d’une hépatite toxique sont
le déficit de prise en charge et de surveillance, le mésusage d’alcool, 1’association de
médicaments hépatotoxiques, I’age avancé, une vulnérabilité hépatique.
Des neuropathies périphériques doses dépendantes touchent 0,2 % des patients. Elles se
localisent essentiellement sur les membres inférieurs dans un tableau de polynévrite. Elles
sont partiellement liées a un déficit en vitamine B6, I'INH facilitant 1’excrétion urinaire du
pyridoxal. Un apport de pyridoxine permet de réduire leur risque de survenue. Elles sont plus
fréquentes chez les sujets acétyleurs lents, sous traitement neurotoxique, les alcooliques, les
dénutris, les diabétiques, les insuffisants rénaux, comme chez les femmes enceintes ou
allaitantes et chez les patients traités pour infection VIH (neuropathie douloureuse des
membres inférieurs dans 1’association de I'INH et stavudine).
De multiples manifestations cutanées ont été signalées a type d’érytheme relevant d’une
hypersensibilit¢ immédiate, d’acné, de photosensibilisation. La pellagre par carence en
vitamine B3 liée a la prise d’INH chez les sujets acétyleurs lents associe un érythéme
pigmenté, un état dysthymique et une diarrhée.
D’autres effets indésirables ont été décrits dans la littérature a savoir :

= Des névrites optiques rétrobulbaires ;

= Des manifestations psychiatriques type: insomnies, états d’agitation, troubles

confusionnels, psychotiques ou maniaques, réversibles a I’arrét du médicament ;

=  Des convulsions ;
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=  Une leucopénie, parfois associée a une neutropénie ;

®= Drug Rash With Eosinophilia and Systemic Symptoms (DRESS) ;

= Le lupus induit par I'INH ;

= Le Syndrome épaule-main ;

= Des manifestations digestives (des gastralgies, nausées, vomissements, bouche seche

et troubles du transit, pancréatite aigu€) ;

»  Une fiévre isolée ;

=  Une gynécomastie ;

= Un syndrome de Cushing.
L’INH est formellement contre-indiqué devant un antécédent d’hépatite due a I'INH ou
d’insuffisance hépatique sévere. Néanmoins, il doit étre pris avec beaucoup de précaution
chez les patients souffrants d’une hépatite chronique, d’une insuffisance rénale sévere, d’un
alcoolisme chronique et chez les femmes enceintes.
De multiples interactions médicamenteuses sont décrites ; I’'INH est un inhibiteur des
cytochromes P450 et peut donc, lors d'association avec de nombreux médicaments (anti
vitamine K, kétoconazole, carbamazépine, stavudine, fénitoine, etc.) augmenter leur
concentration plasmatique, avec risque de surdosage par blocage de leur catabolisme
hépatique. L’hépato toxicité due a I'’INH est majorée par I’association a la RIF qui est un
puissant inducteur enzymatique favorisant I’accumulation de métabolites hépatotoxiques ; en
revanche, I’'INH ne modifie pas le métabolisme de la RIF.
1.3.1.1.2. Rifampicine
Introduite sur le marché en 1967, la rifampicine (RIF) a radicalement changé le traitement de
la TB.
Toutes les présentations de RIF sont inscrites sur la liste I :

= Formes orales

v Rifadine®, Rimactan® : gélules a 300 mg.
v' Rifadine® suspension a 2 % : flacons de 24 mesures & 100 mg/mesure.
= Forme injectable

v' Rifadine® 600 mg lyophilisat pour perfusion IV
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C’est un antituberculeux majeur, son association a I’INH reste la clef de volite du traitement
actuel de la TB sous toutes ses formes en raison du faible taux de résistance primaire. Vue sa
propriété en tant qu’un antibiotique a large spectre, il est utilisé en association dans certaines
infections séveres a staphylocoques, 1égionelloses, brucelloses, 1épre, etc. D’ailleurs, la RIF
est I’antibiotique de choix pour la prophylaxie de la méningite a méningocoque.
La prise del0 mg/kg/j de la RIF chez I’adulte et ’enfant, le matin a jeun en 1 prise associée
aux autres antituberculeux et en continu, permet le traitement curatif ou prophylactique de la
TB.
La RIF est un antituberculeux majeur généralement bien toléré. Les effets indésirables sont
estimés a environ 6 % des sujets traités qu’il s’agisse de manifestations toxiques ou de
réactions immunoallergiques. Les événements indésirables graves relévent pour 1’essentiel
des traitements discontinus et associent une insuffisance rénale aigu€, un état de choc et une
anémie hémolytique.
L’ hépato-toxicité intrinseque du médicament est faible. Une augmentation précoce et modérée
des transaminases est notée dans 10 a 15 % des cas, ainsi qu’une cholestase hépatique 1égere.
Quatre facteurs favorisent ces manifestations : un age avancé, I’éthylisme chronique, une
hépatopathie évolutive, I’association de médicaments hépatotoxiques dont I’INH.
La RIF est a I'origine de nausées, vomissements, douleurs abdominales, voire de rare
intolérance digestive. Des cas de colites pseudomembraneuses et a éosinophiles induites par la
prise de RIF ont été décrites.
Réactions immunoallergiques peuvent survenir au décours de 1’administration de la RIF. Les
formes les plus graves s’observent lors d’administrations intermittentes du médicament :

= Réactions d’hypersensibilit¢é immédiate manifestaient par des réactions cutanées

urticariennes, des cedémes, ailleurs des bronchospasmes, une hypotension, voire un
choc anaphylactique ;

= Réactions de phénomene d’ Arthus ;

= L’association de fievre, arthralgies et syndrome pseudo grippal.
La RIF est un des inducteurs les plus puissants des enzymes hépatiques (CYP 3A4, 2C9,
2C19). Le métabolisme de nombreux médicaments se trouve induit par la RIF, entrainant une

augmentation de la clairance et donc une diminution de la demi-vie et des concentrations
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plasmatiques de ces médicaments : immunosuppresseurs, cestroprogestatifs, anti vitamines K,
antiépileptiques, méthadone, inhibiteurs de la protéase du VIH, inhibiteur non nucléosidique
de la transcriptase reverse (INNRT), antifongiques azolés, etc. Il est donc nécessaire d’ajuster
les posologies des médicaments associés. La RIF est contre-indiquée avec les inhibiteurs de la
protéase du VIH et la delavirdine ; la rifabutine sera prescrite dans ce cas.
La RIF est contre-indiquée en cas de présence d’une porphyrie ou d’une allergie aux
rifamycines.
1.3.1.1.3. Pyrazinamide
Proche de I'INH, le pyrazinamide (PZA) était connu depuis 1952 mais avait été rapidement
abandonné en raison de sa toxicité hépatique : des études longues et nombreuses ont conduit a
le réhabiliter dans les années 1980.
Le PZA est présent sous la forme orale uniquement :
= Piriléne® comprimés sécables 500 mg (liste I).
= PZA-Ciba® solution buvable 250 mg/5 ml (cette présentation doit faire 1’objet
d’une demande d’ ATU nominative)
I1 est indiqué uniquement dans le traitement de la TB. Son addition a la trithérapie classique
(INH, RIF, EMB) a permis de réduire la durée du traitement a 6 mois.
La posologie recommandée du PZA est de 30 mg/kg/jour en une seule prise le matin a jeun
pendant la période initiale de traitement antituberculeux.
Parmi les effets indésirables que peut induit le PZA, on peut citer :
= Digestifs apparaissent dans moins de 10 % des cas a type de nausées, vomissements,
diarrhées, douleurs abdominales ;
=  Cutanés (1 a 13 %) : Rashs urticariens diffus et parfois un choc anaphylactique, des
réactions de photo-toxicité, érythémes polymorphes, acné, voire pellagre ;
= Hépatiques : L hépatite cytolytique est I’effet secondaire le plus sérieux ; elle est
dose dépendante mais la seule responsabilité du PZA est difficile a affirmer compte
tenu de I’habituelle association du médicament a I’INH et a la RIF. La fréquence de
I’hépatite est évaluée a 0,5 a 10 % pour une durée de traitement de deux mois et
selon les associations médicamenteuses. Des cas d’hépatites fulminantes mortelles

ont été rapportés en cas de traitement d’infections tuberculeuses latentes par
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association RIF —-PZA. Un cas d’hépatite granulomateuse faisant suite a
I’administration du PZA a été décrit; une surveillance biologique est donc
nécessaire pour prévenir les hépatites avec icteres ;
= Hyper-uricémie fréquente pouvant entrainer des arthralgies et plus rarement de
véritables crises de goutte (les premieres cedent habituellement a un traitement) ;
= Des fievres isolées et/ou des bouffées vasomotrices sont possibles ;
= Des thrombopénies séveres ont été décrites, nécessitant 1I’arrét du médicament.
Le PZA est contre-indiqué devant les cas suivants : Porphyrie, Grossesse, Insuffisance
hépatique et Insuffisance rénale (sauf nécessité absolue).
1.3.1.1.4. Ethambutol
Toutes les présentations sont inscrites sur la liste 1.
= Formes orales
v" Dexambutol®: comprimés 500 mg.
v' Myambutol®: comprimés a 400 mg.
= Forme injectable
v' Myambutol® 1 g : ampoules de 10 ml.
Dans le schéma thérapeutique antituberculeux, le role de 1’éthambutol (EMB) est de protéger
la RIF contre la sélection de mutant RIF-résistant. En revanche, pour certains auteurs, 1’utilité
de ’EMB est contestée dans la quadruple association RIF-INH-PZA-EMB.
La posologie d’EMB qu’il faut administrer est fixée a 15-20 mg/kg/j chez 1’adulte (25 mg/kg
en cas de rechute ou de multi résistance) et a 25-30 mg/kg/j chez I’enfant.
Cet antituberculeux bactériostatique est globalement bien toléré. Il induit un risque de toxicité
sur le nerf optique qui justifie un suivi attentif chez les patients a risques (alcoolo-tabagiques,
diabétiques, insuffisants rénaux, sujets traités par disulfirame, anti-inflammatoires et
antipaludéens de synthése ou présentant des antécédents familiaux de pathologies visuelles).
L’ensemble des manifestations indésirables, qui peuvent étre induites a 1’occasion de son
utilisation, sont exposées dans ce qui suit :
= La névrite optique rétrobulbaire (NORB) apparait en moyenne dans les deux mois qui
suivent le début de la prise médicamenteuse. L atteinte est dose dépendante avec une

incidence de 18 % chez des patients recevant 30mg/kg par jour ;
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= L’EMB a une toxicité directe sur les structures rétiniennes ;
= Les neuropathies sensitivomotrices et des troubles neuropsychiques avec vertiges et
céphalées sont possibles ;
=  Une élévation transitoire de la bilirubinémie et des cas de néphropathies tubulo-
interstitielles de mécanisme toxique sont possibles ;
= Des réactions allergiques cutanées prurigineuses ou purpuriques sont rares.
L’association de rashs cutanés a une hyper éosinophilie et a des infiltrats pulmonaires
a été décrite ;
=  L’hyper uricémie induite par I’EMB est exceptionnelle.
L’EMB est contre indiqué chez les sujets atteints d’une névrite optique ou évoquant la
présence d’une hypersensibilité connue au médicament.
1.3.1.1.5. Intérét des formes combinées
Les formes combinant plusieurs antibiotiques permettent de simplifier I’administration du
traitement. La prescription d’une spécialité associant dans le méme comprimé RIF, INH et
PZA (+ EMB) pendant deux mois, puis d’une spécialité associant dans le méme comprimé
RIF et INH pendant quatre mois, présente un avantage évident en termes d’observance. En
cas de mauvaise observance, les formes combinées évitent la sé€lection d’un mutant résistant,
alors que les antibiotiques prescrits individuellement exposent au risque de monothérapie et
donc de sélection de mutants résistants. Les formes combinées sont utilisées selon les
posologies présentées dans le Tableau 2. L’utilisation de formes combinées amene parfois a
s’écarter un peu de la posologie moyenne recommandée, en restant néanmoins dans les

limites fixées par I’OMS.

71



Tableau 2: Antituberculeux combinés : composition (en mg), posologie (en nombre de

comprimés par jour).

Combinaisons Quadruple Triple Double Double
Isoniazide 75 50 75 150
Rifampicine 150 120 150 300
Pyrazinamide 400 300 - -
Ethambutol 275 - - -
Spécialité Rimstar* Rifater* Rimactazid* Rifinah*
Posologie 30-37kg=2 30-39kg=3 30-37kg=2 >50kg=2

38-54kg=3 40-49kg=4 38-54kg=3

>55kg=4 50-65kg=>5 >55kg=4

>65kg=6

1.3.1.2. Médicaments anti -tuberculeux de « seconde ligne » et alternatifs (192) (194)
(195)

Les antituberculeux de deuxiéme ligne sont, soit des médicaments antibiotiques ayant une

autre indication principale, soit des médicaments antituberculeux anciens et abandonnés pour

le traitement de premiere ligne. Pour la plupart ils n'ont pas formellement I'indication «

traitement de la TB » dans leur autorisation de mise sur le marché.

1.3.1.2.1. Streptomycine

Découverte en 1944 par Waksman, la streptomycine (SM) est un aminoglycoside extrait des

souches de Streptomyces griseus.

Elle est présente sous une forme injectable : Streptomycine® 1 g poudres, inscrite sur la liste

I, qu’il faut administrer en IM (possibilité de perfusions IV, de 30 & 60 minutes) a une

posologie de 15 mg/kg/j de préférence.

La SM fait partie des antituberculeux majeurs répertoriés par 1’O.M.S. Actuellement, elle

n’est plus utilisée en premiére intention du fait de son administration parentérale exclusive et

de sa toxicité rénale et auditive dose-dépendante. Elle est utilisée en deuxiéme intention en

cas de TB résistante a la RIF ou en cas d’atteinte de la fonction hépatique, génant 1’utilisation

des autres antituberculeux de premicre ligne potentiellement hépatotoxiques.
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Les situations contre-indiquant [’utilisation de la SM sont I’allergie aux aminosides, la
myasthénie et la grossesse.

Lors de I'utilisation de la SP, il faut éviter de 1’associer aux médicaments ototoxiques et
néphrotoxiques, ainsi qu’aux myorelaxants, curarisants et a certains anesthésiques.

1.3.1.2.2. CAPREOMYCINE (Capastat®)

De structure polypeptidique, la capréomycine (CAP) est un anti bacillaire mineur. Elle est
active sur certaines souches résistantes a la SM, mais il existe une résistance croisée avec la
KAN.

Elle produit les mémes effets indésirables que la SM ; elle est administrée uniquement par
voie parentérale. Elle est disponible en ATU.

Sa posologie est de 15 a 30 mg/kg en IM et doit étre adaptée en cas d’insuffisance rénale.
1.3.1.2.3. Cyclosérine (Cyclosérine®)

La CS est un antituberculeux tuberculostatique de 2° ligne en raison de sa toxicité
neurologique. Les effets secondaires fréquemment constatés sont des neuropathies
périphériques, des convulsions, des troubles du comportement. Elle est donc contre-indiquée
chez les patients ayant des antécédents neuropsychiatriques. L’administration concomitante
de pyridoxine (200 a 300 mg/j) permet de prévenir et de traiter ces effets neurologiques. La
posologie usuelle est de 15 a 20 mg/kg/j par voie orale sans dépasser 1 g par jour.

1.3.1.2.4. Ethionamide (Trécator®)

L’ETO est bactériostatique. C’est un dérivé de 1’acide iso-nicotinique. Les effets secondaires
sont gastro-intestinaux, hépatiques avec élévation des transaminases (surveillance mensuelle)
et neuropsychiatriques.

La posologie est de 15 a 20 mg/kg/j sans dépasser 1 g par jour et elle nécessite une adaptation
chez les patients insuffisants rénaux.

I1 peut étre intéressant d’y associer du nicotinamide et de la pyridoxine.

1.3.1.2.5. Aminosides

La KAN a une activité bactéricide in vitro et in vivo sur le BK. L’AMK, par sa structure
voisine, a également démontré son effet sur le BK. Elle est utilisée dans le traitement de la TB

a la posologie de 15 mg/kg mais n’a actuellement pas d’AMM dans cette indication. Comme
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tous les aminosides, elle est contre-indiquée chez la femme enceinte et 1I’enfant de moins de 6
ans.

1.3.1.2.6. Acide para-amino salicylique (Paser®)

L’acide para-amino salicylique (PAS) est un antituberculeux bactériostatique actif
uniquement sur le BK.

Les effets secondaires principaux sont des troubles digestifs (nausées, vomissements et
diarrhées) et des réactions d’hypersensibilité (fréquence de 5 a 10 %). Des symptomes
d’hypothyroidie peuvent apparaitre a long terme.

Il est contre-indiqué en cas d’insuffisance rénale sévere.

La posologie de PAS est de 8 a 12 g/jour en 2 ou 3 prises. Le contenu des sachets doit étre
mélangé dans un aliment acide avant d’étre administré.

1.3.1.2.7. Thioacétazone (Thioacétazone-INH®)

La thioacétazone est bactériostatique et peut étre utilisée en remplacement de 'EMB, en
particulier en cas de non-disponibilité de celui-ci dans certains pays. Elle peut provoquer des
troubles digestifs, des rashs cutanés et des troubles de la vision.

Son utilisation n’est pas recommandée chez les patients séropositifs pour le VIH en raison
d’un risque augmenté d’effets indésirables cutanés potentiellement mortels.

1.3.1.2.8. Rifabutine

Proche de la RIF, elle appartient a la famille des rifamycines.

Elle est présente sous une forme orale : Ansatipine® : gélules a 150 mg (liste I).

La Rifabutine est indiquée dans le traitement de la TB-MR en particulier a la RIF ou en cas de
contre-indication a la RIF, ainsi que dans le traitement préventif et curatif des infections a
MAC chez les patients VIH.

Les myalgies, les arthralgies, la modification du gofit, la neutropénie, la coloration rouge des
urines et des larmes, la thrombocytopénie, les rashs cutanés sont possibles comme effets
indésirables de la Rifabutine.

Avec un effet inducteur enzymatique, la rifabutine peut accélérer le métabolisme de certains
médicaments comme les contraceptifs oraux, certains antirétroviraux (anti protéases).
1.3.1.2.9. Quinolones

La LFX (Tavanic®) et la MFX (Izilox®) ont montré une activité in vitro sur le BK.
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Elles doivent étre prescrites en association avec d’autres antituberculeux et réservées aux cas
de TB-MR notamment a la RIF.

Elles sont contre-indiquées chez les patients de moins de 15 ans en raison notamment de leur
toxicité articulaire

1.3.1.2.10. Oxazolidinones

Le Linézolide ou LNZ (Zyvoxid®) qui est le premier représentant développé de la famille
des oxazolidinones, pourrait €tre utilisé, mais uniquement en deuxiéme ou troisieme ligne de
traitement pour des TB-MR ou -UR (hors AMM). Il expose a des risques fréquents de
neuropathies et d’anémie. Des essais cliniques sont actuellement en cours dans cette nouvelle
indication du LNZ.

1.3.1.3. Nouveaux médicaments (196) (197) (198) (199) (200) (201) (202)

Face a la récurrence de la résistance aux antibiotiques traditionnels et a ses conséquences
sanitaires, de nouvelles molécules sont constamment synthétisées et testées dans les
laboratoires de recherche pharmaceutique. Elles permettent d’explorer des modes d’action
innovants.

Parmi ces molécules, la bédaquiline et le délamanide, ont récemment obtenue (2014) une
AMM conditionnelle des instances européennes. Pourtant, en octobre 2016, seulement 5 700
patients dans le monde ont eu acces a la bédaquiline et a peine 405 au délamanide. Selon les
estimations les plus récentes de I’OMS, en 2015, 580 000 personnes auraient eu besoin d’un
traitement contre la TB-MR.

Précisons que la bédaquiline agit en inhibant spécifiquement I’ATP (adénosine-501-
triphosphate) synthase mycobactérienne, une enzyme indispensable a l'approvisionnement
énergétique de MTB.

Tandis que le délamanide est un dérivé nitro-imidazolé qui inhibe la synthése de I’acide
mycolique. Développé par Otsuka Pharmaceutical, trés bactéricide a faible concentration, il
présente une excellente activité sur MTB sensible et résistant. Les preuves de son efficacité
sont fondées sur des données tres limitées. Son profil de tolérance semble favorable en dehors
du risque important d’allongement de I’intervalle QT identifié, qui peut étre problématique en

cas d’association a d’autres médicaments allongeant le QT.
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Pour la premicre fois en six ans, un médicament antituberculeux candidat (TBA-354) en est
aux essais de phase I. TBA-354 vient de la classe de nitroimidazole des produits chimiques,
connue pour étre pertinent contre médicament-sensible et la TB résistante aux médicaments.
Parmi les nouvelles molécules, ont été sélectionnées le PA-824, la diarylquinolone TMC207,
la diamine SQ109 et les dérivés pyrroles. Pour la plupart, leur mécanisme d’action n’est
connu que partiellement. Autant le PA-824 nécessite d’autres études cliniques pour confirmer
son efficacité, autant les autres nouveaux composés sont en attente de phases II (TMC207 et
SQ109) et de phase I (les dérivés pyrroles).

Actuellement, d’autres molécules de modes d’action différents sont en cours d’évaluation
préclinique (la dipipéridine SQ609, le SQ641 et, le synthetase inhibitor FAS20013). D’autres
sont au stade de la recherche (le composé du nitrofuranylamides : Lee952, I’inhibiteur de la
peptide-déformylase bactérienne BB-3497, les pleuromutilins et la phytothérapie : les
antituberculeux polyynes issus des racines d’ Angelica sinensis).

1.3.2. Traitement adjuvant

1.3.2.1. Chirurgie

La chirurgie de la TB est devenue de plus en plus rare.

Les indications chirurgicales se limitent au traitement des séquelles pleuro-parenchymateuses
et notamment a leur complication. L’aspergillisation des cavités résiduelles et I’hémoptysie
sont les plus fréquentes.

Certaines adénites des TB résistantes aux traitements médicaux nécessitent une prise en
charge chirurgicale.

Le traitement chirurgical doit faire partie de la stratégie thérapeutique globale dans le
traitement des mycobactéries atypiques et/ou bactéries multi résistantes. Son rdle est de
supprimer des cavités pleuro-parenchymateuses résiduelles responsables de la persistance
d’expectoration positive ou de la résistance bactériologique au traitement. Ces cavités sont
éliminées soit par une exérese ou fermées par une colapsothérapie qui permet leur
effondrement.

Les formes nodulaires des 1ésions spécifiques ne sont pas exceptionnelles. La TB pulmonaire

pseudo-tumorale peut simuler 1’aspect radiologique d’une opacité hilaire ou médiastino-
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pulmonaire d’allure tumorale ; le diagnostic histologique et bactériologique dans ces cas
nécessite par fois, une biopsie chirurgicale.
La pleurésie sérofibrineuse pose le probléme de diagnostic sur le plan bactériologique et
histologique. La TB pleurale est la localisation extra-pulmonaire la plus fréquente. Le
diagnostic ne peut étre obtenu, dans environ 50 % des cas, que par pleuro-scopie (203).
1.3.2.2. Corticothérapie
Les lignes directrices cliniques actuelles conseillent I'utilisation de corticoides pour le
traitement de TB en cas de : méningite tuberculeuse, miliaire hypoxémiante, tuberculome
cérébral, obstruction bronchique chez I’enfant et quelquefois en cas de péricardite
tuberculeuse. Le bénéfice potentiel des corticoides dans le traitement de la TB pulmonaire
reste incertain (204).
1.3.2.3. Vitaminothérapie
La neuropathie a I'IINH survient en présence de facteurs de risque (VIH, alcoolisme, diabete,
insuffisance rénale, dénutrition, grossesse ou allaitement, médicaments neurotoxiques) et se
manifeste initialement par des brilures des pieds. La vitamine B6 est le traitement préventif a
faible dose et curatif a forte dose (205).
1.3.3. Isolement des patients contagieux (193) (206)
En cas de TPM+ I’isolement, avec ou sans hospitalisation, est recommandé pendant la phase
de contagiosité maximale, qui persiste d’une a trois semaines apres la mise au traitement. La
levée de I’isolement est décidée au vu de 1I’amélioration clinique (diminution de la toux, retour
a I’apyrexie) et/ou de la négativation de 1’examen microscopique direct de I’expectoration.
En cas de doute sur I’existence d’une résistance des bacilles aux antibiotiques de premiére
ligne, I’isolement doit étre prolongé. Un tel doute peut étre fond€ sur:

=  Un antécédent de traitement antituberculeux ;

= Un sujet en provenance d’un pays de forte résistance ;

=  Un échappement clinique au traitement ;

= Une séropositivité pour le VIH.
Un ensemble de mesures techniques, organisationnelles et personnelles doivent étre prévues

dans tout hopital accueillant de ce type de patients a savoir :
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= Mesures techniques (impératives en cas de TB-MR, recommandées dans les autres
cas) :

Ventilation mécanique des locaux ;

Renouvellement de I’air d’au moins 6 fois par heure ;

Mise en dépression de 1’isolement par rapport aux locaux avoisinants ;

Amenée de I’air adéquat dans I’isolement ;

NN

Evacuation de I’air vicié vers 1’extérieur, a travers un filtre adéquat ;

v' Aménagement d’un local d’accés fonctionnant comme sas.

= Mesures organisationnelles :

v' Désignation claire du local d’isolement ;

v' Réglementation d’accés au local ;

v" Prescriptions d’hygiéne pour le patient ;

v Limitation de séjour du patient hors de 1’isolement ;

v Information et enseignement du personnel sur les mesures a prendre.

=  Mesures de protection personnelles :

v Port d’un masque de protection respiratoire pour le personnel et les visiteurs ;

v’ Port de gants et de survétements lors de certaines interventions.
1.4. Modalités pratiques du traitement
1.4.1. Reégles générales (207) (208)
Le diagnostic de la TB est évoqué sur des signes généraux, des signes cliniques respiratoires
ou extra-respiratoires, des examens complémentaires ou du fait d'un contexte
épidémiologique particulier. A I’issu de cette étape, des mesures d'isolement respiratoire sont
prises durant la courte période diagnostique. Cette période doit conduire a éliminer le
diagnostic, ou a mettre sous traitement dans un délai de une semaine les formes contagieuses
et de un mois les formes non contagieuses, en particulier extra-pulmonaires. Cette mise sous
traitement, avant ou apres confirmation du diagnostic, est précédée d'une évaluation clinique
et biologique visant a faire le bilan des localisations de la maladie, a rechercher des facteurs
favorisants, en particulier une immunodépression, a rechercher des contre-indications a

certains traitements antituberculeux, a rechercher des éléments orientant vers une résistance et
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a faire le bilan psychosocial des éventuels freins au traitement. Pour étre efficace, la
chimiothérapie doit obéir aux reégles suivantes :
= Ne jamais commencer un traitement antituberculeux avant d’avoir obtenu un
diagnostic de certitude ou fortement suspecté ;
= Une association judicieuse de quatre médicaments antituberculeux pendant la phase
initiale de tout régime thérapeutique pour réduire le plutdt possible, la charge
bactérienne et éviter I’émergence des souches résistantes ;
= Une posologie correcte pour assurer la stérilisation des Iésions ;
= Une prise réguliere des médicaments ;
= Une durée suffisante du traitement antituberculeux ;
= Une prise a jeun le matin sous la supervision d’une personne formée et sensibilisée.
= Une surveillance réguliere de I’efficacité et la tolérance des antituberculeux.
1.4.2. Régimes thérapeutiques standards
1.4.2.1. Nouveaux cas
Les nouveaux cas sont définis comme des patients n'ayant aucun antécédent de traitement
antituberculeux ou ayant recu un traitement antituberculeux pendant moins d'un mois. Les
nouveaux cas peuvent avoir TP frottis négatif ou frottis positif ou une TEP.
1.4.2.1.1. Tuberculose pulmonaire et extra pulmonaire (a l'exception de la méningite
tuberculeuse et de la Tuberculose ostéo-articulaire et du rachis) (209) (192)
Selon le nouveau régime du programme de lutte antituberculeuse au Maroc de 2011, la prise
en charge thérapeutique de la TB repose sur I’administration quotidienne d’un traitement
standard de 6 mois associant 4 médicaments antituberculeux. Le schéma de traitement
recommandé par 'OMS/UICTMR, par L'ATS/CDC/IDSA et par le BTS/BMRC est basé sur
la prise d’INH (5 mg/kg/jour) et de RIF (10 mg/kg/jour). Ce traitement est pris dans tous les
cas, par voie orale, a jeun, une fois par jour, a distance des repas (30 minutes a 1 heure avant
les repas ou 2 heures apres). Durant les deux premiers mois (phase initiale), le traitement
comprend en plus le PZA (25 mg/kg) et 'TEMB (15 mg/kg). L’INH et la RIF sont poursuivis
seuls durant les quatre mois suivants (phase de continuation). Le passage en deuxiéme phase a

2 mois ne se fait qu'aprés analyse des résultats de la premiere phase et, quand il peut &tre
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disponible, analyse de l'antibiogramme. Une réévaluation de la posologie en fonction de la
variation du poids est également souvent nécessaire.

Le traitement de 8 mois 2 (HRZE) / 6 (HE) ou 2 (SHRZ) / 6 (HE) est encore utilisé dans
certains pays mais il est démontré que les rechutes et échecs sont plus fréquents avec ce
traitement qu'avec celui de 6 mois. 1l doit étre donc remplacé par le traitement de 6 mois.
1.4.2.1.2. Méningite tuberculeuse et Tuberculose ostéo-articulaire et du rachis (210) (209)

Le traitement antituberculeux de la TB du systéme nerveux central est bien codifié¢ dans les
nouvelles recommandations, il débute par une quadrithérapie d’induction associant INH, RIF,
EMB et PZA pendant 2 mois. Une bithérapie de consolidation associant INH et RIF y fait
suite pour laquelle une durée de 4 mois semble habituellement suffisante bien qu’une durée de
9 a 12 mois soit souvent recommandée par précaution. Pour la méningite, I’OMS-UICTMR
recommande de remplacer 'EMB par la SM, car le premier ne traverse pas la barriere
hémato-encéphalique. Il est également recommandé d'administrer un traitement corticoide a
tous les patients atteints de méningite tuberculeuse.

Bien qu'il existe peu de preuves du bénéfice d'un traitement prolongé, il est recommandé de
traiter la TB ostéo-articulaire pendant 9-12 mois avec 2 (HRZE) / 7-10 (HR), principalement
parce qu'il est difficile d'évaluer la réponse au traitement. Le Mal de Pott est une forme grave
de la TB qui doit étre traitée en priorité (risque de séquelles neurologiques dues a la
compression chronique de la moelle épini¢re). En I'absence de déformation importante du
rachis et de déficit neurologique, la plupart des cas peuvent étre traités avec le repos,
I'immobilisation par corset et les médicaments antituberculeux. La chirurgie doit étre
envisagée chez les patients présentant un déficit neurologique ou une lésion instable du rachis
et/ou en cas de non réponse au traitement.

1.4.2.2. Patients précédemment traités

Les patients précédemment traités sont définis comme des patients ayant déja recu un
traitement antituberculeux pendant un mois ou plus. I est essentiel de détecter chez ces
patients une résistance aux médicaments, en particulier une TB-MR afin de prescrire un
traitement efficace. Les traitements de premiere ligne ne sont pas efficaces contre les souches
multi-résistantes et leur utilisation aurait des conséquences néfastes sur le pronostic du patient

(mortalité) et peut entrainer 'amplification de la résistance et la propagation de la TB-MR.
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La résistance aux médicaments doit étre recherchée chez tout patient ayant déja été traité, au
début du traitement ou avant de le débuter. Le test Xpert MTB/RIF est la méthode de choix
pour dépister une TB-MR, en raison de sa sensibilité et de sa rapidité d'exécution. Une fois la
multi-résistance est confirmée par le test Xpert MTB/RIF, il faut effectuer un antibiogramme
évaluant I’activité de I’ensemble des antituberculeux de premicre et de seconde ligne. Les
stratégies sans antibiogramme ne sont pas recommandées pour les patients précédemment
traités. Toutefois, certains programmes peuvent n'avoir d'autre choix que de prendre en charge
des patients dans ces circonstances.

1.4.2.2.1. Traitement d’un échec

Un échec se définit comme la persistance de cultures positives (de facon permanente ou apres
une négativation transitoire) cinq mois ou plus apres le début du traitement. Apreés 3 mois de
traitement pour TB a souche sensible, 95% des patients ont des cultures négatives et ont une
amélioration clinique significative. La positivité des examens de l'expectoration a 3 mois, une
compliance trés imparfaite, des problemes graves et prolongés de tolérance, une posologie
inadaptée ou une malabsorption, le retour tardif de l'information sur une résistance initiale aux
antituberculeux sont autant de causes possibles d'échecs en cours de traitement. Ces situations
nécessitent une réévaluation de la situation par une équipe hautement spécialisées et une
reprise d'un traitement qui sera le plus souvent un traitement non standard. La principale
cause d'échec thérapeutique est la résistance des bacilles aux antituberculeux. Un
antibiogramme sera systématiquement refait sur une souche isolée aprés 3 mois de traitement.
Apres avoir analysé les différentes causes possibles d'échec au traitement et en cas de
suspicion de résistance aux antituberculeux, il peut étre nécessaire d'interrompre le traitement
inefficace pour éviter « un effet amplificateur » et le développement d'autres résistances. Si
I'état clinique du patient le permet, attendre les résultats de l'antibiogramme. Si le tableau
clinique l'exige, on débute un traitement antituberculeux empirique en suivant les critéres
énoncés pour la prise en charge des TB-MR (192).

1.4.2.2.2. Traitement d'une rechute (192) (193)

La rechute est suspectée, chez un patient qui a terminé son traitement, déclaré guéri aprés une
cure compléete de chimiothérapie correctement suivie et dont les cultures de crachats de fin de

traitement étaient négatives, devant une détérioration clinique et radiologique compatible avec
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une TB évolutive. Il est fondamental de réaliser les prélevements microbiologiques pour
confirmer la rechute et réaliser un nouvel antibiogramme sur une souche récemment isolée.
La rechute peut étre liée a un défaut de stérilisation des tissus hotes, la souche de MTB restant
sensible, mais dans des zones endémiques il faut craindre une réinfection par une nouvelle
souche de BK. La plupart des rechutes surviennent dans les 6 a 12 mois suivant I’arrét du
traitement avec dans la plupart des cas des souches sensibles si le traitement comprenait de la
RIF. En absence de RIF, le risque de rechute est plus élevé.
Si le traitement préalable a été bien conduit pour une TB a bacilles sensibles, 1’ American
Thoracic Society recommande la reprise d'une quadrithérapie standard RHZE jusqu'au retour
de l'antibiogramme. S'il existe une forte suspicion de résistance, le malade sera pris en charge
comme une TB a bacilles résistants. S'il existe une suspicion intermédiaire de résistance,
I'OMS a édicté des recommandations de retraitement pour les pays ou les antibiogrammes ne
sont pas disponibles. Il s’agit dans ce cas d’un traitement standard auquel on ajoute un
aminoside (SM ou AMK) durant la phase initiale, c’est-a-dire pendant les deux premiers mois
du traitement, en raison de la plus grande proportion de souches résistantes dans cette
situation (résistance secondaire). En France les experts recommandent de se baser sur les
données de I'antibiogramme disponible ou présomptif pour débuter un retraitement.
1.4.2.2.3. Interruption du traitement
Il n’existe pas de recommandation sur la prise en charge des interruptions de traitement. Mais,
en général (193):
= Si linterruption se produit pendant la phase initiale du traitement et dure deux
semaines ou plus, le traitement doit étre recommencé a son début. Cependant, si I’arrét
est de moins de deux semaines, le traitement peut étre continué. Dans tous les cas, le
malade doit recevoir intégralement les deux mois de traitement de la phase initiale ;
= Si I’interruption de traitement se produit pendant la phase de continuation et :
v Si le malade a pris plus de 80 % de la dose totale, une prolongation de traitement
n’est pas nécessaire (surtout si le malade avait un examen microscopique initial des
expectorations négatif ; si I’examen microscopique était positif, une prolongation de

traitement est conseillée) ;

82



v" Si le patient a recu moins de 80% du traitement et si ’arrét a duré plus de trois mois,
le traitement doit €tre recommencé enticrement. Si ’arrét a duré moins de trois
mois, il suffit de reprendre le traitement jusqu’a ce que la totalité des doses requises
soient prises par le patient.

1.4.2.3. Traitement en cas de résistance suspectée ou confirmée (211) (209) (212) (213)
1.4.2.3.1. Traitement en cas de mono résistance ou de poly résistance

En cas de résistance confirmée a I’INH, dans les formes peu bacilliféres, la deuxiéme phase
comprendra 7 mois de RIF et d’EMB. Dans les formes bacilliféres il est recommandé de
demander un avis spécialisé pour évaluer le risque d’acquisition de résistance et 1’adjonction
d’un nouvel antituberculeux.

En cas de résistance naturelle (M bovis) ou acquise au PZA, le traitement sans PZA est
recommandé pour une durée totale de 9 mois.

1.4.2.3.2. Traitement d’une tuberculose multi résistante

Les schémas longs de TB-MR sont des traitements pour la TB résistante a la RIF (TB-RR) ou
de TB multi-résistante (TB-MR), qui durent 18 mois ou plus et qui peuvent étre normalisés ou
individualisés. Ces schémas sont généralement concus pour inclure un nombre minimum
d’antituberculeux de deuxieme ligne considérés comme efficaces en fonction des antécédents
du patient ou des modeles de résistance aux médicaments (Tableau 3). Ces schémas ont déja
été qualifiés de «conventionnels», ayant été le pilier du traitement contre la TB-MR avant la
mise a jour de 2016. Le schéma long doit contenir au moins cinqg médicaments efficaces
contre la TB pendant la phase intensive, y compris la PZA et quatre médicaments de
deuxiéme ligne- un choisi parmi le groupe A et un autre parmi les antituberculeux classés
groupe B et au moins deux du groupe C - (recommandation conditionnelle avec un trés faible
niveau de preuve). Si le nombre minimum de médicaments efficaces contre la TB ne peut étre
composé comme indiqué ci-dessus, un agent du groupe D2 et d'autres agents du groupe D3
peuvent étre ajouté pour porter le total a cing. Chez les patients atteints de TB-RR ou de TB-
MR, il est recommandé de renforcer encore le régime avec une dose élevée d'INH et / ou
d'EMB (recommandation conditionnelle avec un trés faible niveau de preuve).

Avec ces schémas thérapeutiques classiques, qui durent de 18 a 24 mois, on obtient de faibles

taux de guérison — seulement 50% en moyenne au niveau mondial. Récemment, un régime de
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traitement de TB-MR plus court de 9 a 12 mois peut étre utilisé a la place des régimes plus
longs dans des situations bien précises (recommandation conditionnelle avec un tres faible
niveau de preuve). Ce schéma court est indiqué chez les patients atteints de TB-RR ou de TB-
MR, qui n'ont pas été traités avec des médicaments de deuxiéme intention et chez lesquels la
résistance aux Fluoroquinolones et aux agents injectables de deuxieme ligne a été exclue ou
est jugée hautement improbable. Un organigramme décrivant la sélection des patients sur le
régime de TB-MR plus court est présenté ci-dessous (figure 18).

Les schémas thérapeutiques courts de TB-MR ont été normalisés en contenu et en durée et se
sont divisés en deux parties distinctes. La premiere est une phase intensive de quatre mois
(prolongée jusqu'a un maximum de six mois en cas de manque de conversion du frottis) et
comprenait les médicaments suivants : GFX (ou MFX), KAN, PTO, CFZ, dose élevée d'INH,
le PZA et I'EMB. Celle-ci est suivie d'une phase de continuation de cinq mois avec les

médicaments suivants : la GFX (ou la MFX), la CFZ, le PZA et 'EMB.

CHOISIR LE REGIME THERAPEUTIQUE DE LA TE-MR CHEZ LES PATIENTS
AYANT UNE RESISTANCE A LA RIFAMPICINE CONFIRMEE OU UNE TB-MR

CRITERES: Est-ce gue I'une des conditions suivantes s'applique?

« Résistance confirmée ou suspectée de linefficacité d'un des médicaments utilisés dans le régime
court de la TB-MR (a lexception de la résistance a lisoniazide)

« Exposition d = 1 médicament de deuxiéme ligne utilisé dans le schéma court de TB-MR pour= 1 mois

¥ Intolérance a = 1 médicament dans le schéma court de TB-MR ou présence d'un risgue de toxicité
{par exemple, les interactions médicamenteuses)

Grossesse
Maladie extrapulmonaire

Au moins un médicament dans le régime court de TB-MR n'est pas disponible dans le
programme

‘ ECHEC DU REGIME, INTOLERANCE '

NON I"."IEDIIZ..G\I"_’:_EI'-ITEUSE_. RECUR AF‘EES oul
INTERRUPTION DU TRAITEMENT = Z
MOIS, EMERGENCE D'UN DES

L

Réqgimes TB- MR/ RR

e coisrt de s T CRITERES D'EXCLUSION it
) [ conventionnels)

phase intensive phase intensive
Duree: 4-6 mois Durée: plus de § mois
Composition: 4medicaments de seconde-ligne Composition: > 4 medicaments de 2d ligne
phasze de continuation phase de continuation
Durée: & mois Durée: 12 mois ou plus
Composition: 2 médicaments de seconde-ligne Compaosition: > 3 medicaments

de seconde ligne

Figure 18: Les recommandations de 1'OMS sur 1'utilisation du régime court contre la TB-MR

(214).
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D’autres modifications ont été apportées par les recommandations 2016 de I’OMS, a savoir :

Les médicaments utilisés dans la conception des régimes longs de traitement de TB-
MR sont maintenant regroupés différemment en fonction des preuves actuelles de leur
efficacité et de leur sécurité. La CFZ et le LNZ sont maintenant recommandés comme
médicaments secondaires de deuxieme ligne dans le schéma de TB-MR, tandis que le
PAS peut étre envisagé en complément ;

La Clarithromycine et d'autres macrolides ne sont plus inclus parmi les médicaments a
utiliser pour le traitement de TB-MR / TB-RR ;

Bédaquiline et Délamanide ont maintenant été assignés a un sous-groupe spécifique
d'agents complémentaires. En octobre 2016, 'OMS a publié sa nouvelle politique sur
le Délamanide ;

Le Délamanide peut maintenant étre utilisé parallelement a des traitements longs de
TB-MR chez les patients 4gés de 6 a 17 ans. Bédaquiline n'est encore recommandé
que pour les adultes.

Le traitement contre la TB-MR est recommandé pour tous les patients atteints de TB-
RR, indépendamment de la confirmation de la résistance a I'INH. Seule I’étude de la
résistance a la RIF est recommandée ;

Il est recommandé que tout patient - enfant ou adulte - avec TB-RR chez qui la
résistance a I'INH est absente ou inconnue, soit traité par un schéma court de TB-MR,
soit traité -si cela ne peut étre utilisé- par un régime long de TB-MR auquel I'IINH est
ajouté ;

Des recommandations spécifiques sont faites pour le traitement des enfants atteints de
TB-RR ou de TB-MR ;

Utilisation de I’examen microscopique du frottis et de la culture pour surveiller la
réponse au traitement, plutot que de la microscopie de frottis seule, est recommandée
pour la surveillance de la réponse des patients atteints de TB multi résistante au
traitement ;

Des recommandations éclairées sur le role de la chirurgie dans le traitement de la TB-
MR sont maintenant incluses. Elles sont en faveur d’une résection pulmonaire partielle

élective (lobectomie ou segmentaire) réalisée parallelement a la pharmacothérapie.
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Tableau 3: Médicaments recommandés pour le traitement de la tuberculose résistante a la

rifampicine et de la tuberculose multi-résistante (213).

Groupe A : Fluoroquinolones Lévofloxacine LFX
Moxifloxacine MFX
Gatifloxacine GFX
Groupe B : Amikacine AMK
Agents injectables de Capréomycine CAP
deuxieme ligne Kanamycine KAN
(Streptomycine) (SM)
Groupe C : Ethionamide / prothionamide ETO/PTO
Autres agents de base de Cyclosérine / térizidone CS/TRD
deuxieéme ligne Linézolide LZD
Clofazimine CFZ
D1 Pyrazinamide PZA
Ethambutol EMB
Groupe D : Isoniazide forte dose Hh
D2 Bédaquiline BDQ
Agents complémentaires Délamanide DLM
D3 Acide para-amino-salicylique PAS
(Ne fait pas parti du régime de Imipeneme—cilastatine IPM
base de TB-MR) Méropénéme MPM
Amoxicilline protégée AMX-CLV
(Thioacétazone) (THZ)

1.4.2.3.3. Traitement d’une tuberculose ultra résistante

La TB ultrarésistante (TB-UR) est beaucoup plus difficile a traiter que la TB-MR et
extrémement difficile a traiter chez les patients infectés par le VIH. Il n'existe actuellement
aucun rapport sur des patients infectés par le VIH rapidement diagnostiqués TB-UR et placés
sous traitement adéquat. En revanche, il existe quelques rapports de cohortes de patients VIH-
négatifs montrant des taux guérison dépassant les 50%. Il existe peu de données sur les
différentes approches cliniques dans la TB-UR. La prise en charge d'un patient atteint de TB-

UR (diagnostic confirmé ou presque certain) est la suivante (172) :
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= Envisager une utilisation plus longue du médicament injectable (12 mois voire le
traitement complet). Si la souche du patient est résistante a tous les injectables, utiliser
un injectable qui n'a jamais été utilisé chez ce patient ;
= Utiliser une Fluoroquinolones de troisiéme génération comme la MFX ;
= Utiliser tous les médicaments du Groupe 4 (ETO / PTO / CS / PAS) qui n'ont pas été
utilisés de maniere extensive lors d’un traitement antérieur ou tout médicament
susceptible d'étre efficace ;
= Utiliser deux ou plusieurs médicaments du Groupe 5 (BDQ / LNZ / CFZ / AMX-CLV
/ Hh / THZ / IPM / MPM). Ajouter la bédaquiline. Penser a I'INH a forte dose si le
faible niveau de résistance est documenté ou si aucune mutation du gene katG n'est
détectée ;
= Utiliser tous les médicaments du Groupe 1 (INH / RIF / PZA / EMB / Rifabutine)
susceptibles d'étre efficaces ;
= Envisager la chirurgie si la maladie est localisée ;
= Envisager 'usage compassionnel de nouveaux agents. La durée minimale suggérée de
traitement de la TB-UR est de 24 mois.
1.4.3 Traitement des cas particuliers (209) (193)
1.4.3.1. Femmes
1.4.3.1.1. Femmes enceintes
Le traitement curatif de la TB est impératif chez la femme enceinte pour le succeés de la
grossesse et la bonne santé du nouveau-né. Il est identique au traitement standard. La RIF doit
a priori €tre évitée au cours des dernicres semaines de grossesse, mais I’administration de
vitamine K1 a la mere et a I’enfant permet de prévenir d’éventuelles hémorragies maternelles
et néonatales. Le PZA, bien qu’inclus dans le traitement standard chez la femme enceinte
recommandé par I’OMS et I"UICT, n’est pas recommandé en France et aux Etats-Unis en
raison de I’absence de données sur une éventuelle tératogénicité. Si le PZA n’est pas utilisé, la
durée totale du traitement devra étre prolongée jusqu’a neuf mois. L’administration de
vitamine B6 permet de prévenir les éventuels effets neurotoxiques de 'INH. La SM est
ototoxique pour le feetus et en aucun cas elle ne doit pas étre utilisée durant la grossesse.

1.4.3.1.2. Femme allaitante
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Le traitement des femmes qui allaitent est impératif pour prévenir la transmission de
I’infection au nouveau-né. Il est identique au traitement standard. Le nouveau-né doit recevoir
une chimio prévention par INH et étre vacciné par le BCG a I’issue de ce traitement et apres
vérification des tests cutanés. La supplémentation en pyridoxine est également recommandée
chez la femme allaitante sous INH.

1.4.3.1.3. Femmes sous contraception

La RIF ou rifabutine réduit l'efficacit¢é des contraceptifs hormonaux. Les moyens de
contraception qui peuvent étre proposés sont : la médroxyprogestérone en IM ou une méthode
mécanique (diaphragme, préservatif, stérilet) ou, en dernier recours, un contraceptif oral
fortement dosé en cestrogenes (50 pg / Cp), pendant toute la durée du traitement.

1.4.3.2. Enfants

Chez l'enfant, le schéma thérapeutique est 2 (HRZE) / 4 (HR), sauf en cas de méningite
tuberculeuse ou ostéo-articulaire ou I'enfant recoit 2 (HRZE) / 10 (HR). Quel que soit 1'age de
I'enfant, 'EMB s'il est correctement dosé (c.-a-d. 20 mg/kg/jour) est sans danger, en
particulier sur le plan de la toxicité oculaire. Son utilisation chez l'enfant est courante dans le
traitement de la TB pharmaco-sensible. La SM doit étre évitée en raison du risque de Iésions
définitives du nerf auditif et parce que les injections sont douloureuses. Par conséquent, le
régime de retraitement n'est pas recommandé chez les enfants.

Les enfants atteints de TB sont souvent malnutris. Les enfants souffrant de malnutrition
sévere doivent recevoir des aliments thérapeutiques. En 1'absence de malnutrition sévére, les
enfants recoivent des suppléments nutritionnels sous forme de rations alimentaires standards
ou de nourriture préte a I’emploi pour au moins les deux premiers mois de traitement si
possible.

1.4.3.3. Insuffisance hépatique

Cette section couvre le traitement de la TB chez les patients atteints d'une maladie du foie
préexistante.

Les patients avec les conditions suivantes peuvent recevoir les régimes de TB habituels a
condition qu'il n'y ait aucune évidence clinique d'une maladie hépatique chronique : transport

de virus de I'hépatite, antécédents d'hépatite aigu€, consommation actuelle d'alcool excessive.
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Cependant, les réactions hépatotoxiques aux médicaments antituberculeux peuvent étre plus
fréquentes chez ces patients et devraient donc €tre anticipées.
Chez les patients atteints d'une maladie hépatique instable ou avancée, les tests de la fonction
hépatique doivent étre effectués au début du traitement, si possible. Si le niveau sérique
d'alanine aminotransférase (ALAT) est plus de 3 fois la normale avant l'initiation du
traitement, les régimes suivants doivent €tre pris en considération. Plus la maladie du foie est
instable ou sévere, Il faut utiliser moins de médicaments hépatotoxiques.
Les schémas possibles comprennent:
= Deux médicaments hépatotoxiques (plutot que les trois dans le schéma standard) :
v" 9 mois d'INH et de RIF, plus 'EMB (jusqu'a ou & moins que la
susceptibilité a I'lNH soit documentée) ;
v 2 mois d'INH, de RIF, de SM et dEMB, suivis de 6 mois d'INH
et de RIF ;
v" 6-9 mois de RIF, de PZA et dEMB.
=  Un médicament hépatotoxique : 2 mois d'INH, dEMB et de SM, suivis de 10 mois
d'INH et dEMB ;
= Aucun médicament hépatotoxique: 18-24 mois de SM, dEMB et de
Fluoroquinolones.
Une consultation d'expert est recommandée pour traiter les patients présentant une maladie du
foie avancée ou instable.
La surveillance clinique (et les tests de la fonction hépatique, si possible) de tous les patients
présentant une maladie du foie préexistante devraient €tre effectués pendant le traitement.
1.4.3.4. Insuffisance rénale
Chez le patient en insuffisance rénale avec clairance de la créatinine > 30 ml/min, le
traitement antituberculeux standard est recommandé ; ’EMB étant utilisé dans la fourchette
basse de posologie (15 mg/kg). Chez le patient avec clairance < 30 ml/min il est recommandé
de réduire la posologie d’EMB (7-10 mg/kg), de réduire celle du PZA (15 mg/kg) et de I'INH
(3-4 mg/kg). Chez le patient dialysé, il est recommandé d’administrer le traitement 3 fois par
semaine, apres chaque dialyse. L’EMB ne sera utilisé que chez les sujets bacilliféres et a la

posologie de 10 mg/kg apres chaque dialyse. La posologie unitaire de RIF et de PZA est
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inchangée, la posologie unitaire d’INH est de 3-4 mg/kg. Des dosages sériques sont
recommandés (avis d’experts).

1.4.4. Surveillance du traitement (215) (194) (193)

La surveillance du patient est nécessaire pour évaluer la réaction de la maladie au traitement,
identifier et prendre en charge les réactions secondaires indésirables des médicaments.

1.4.4.1. Evaluation de la réaction de la maladie au traitement

Pour estimer la réaction de la TP au traitement, la méthode la plus rapide est la microscopie
du frottis d’expectoration. Tous les patients devraient étre surveillés pour juger de la réaction
au traitement, que 1’on évalue le mieux avec la TP par des analyses microscopiques
d’expectorations (deux spécimens) au moins a la fin de la phase initiale du traitement (a deux
mois), a cinq mois et a la fin du traitement. Le fait d’avoir un frottis d’expectoration positif a
la fin de cing mois de traitement définit 1’échec du traitement, indiquant le besoin de
détermination de la sensibilité des bacilles aux antibiotiques et de recommencer un nouveau
traitement. Bien qu’utilisées couramment, les évaluations radiographiques ont montré qu’elles
n’étaient pas fiables pour évaluer la réaction au traitement. De méme, 1’évaluation clinique
peut ne pas étre fiable et peut induire en erreur lors de la surveillance de patients atteints de
TP.

Chez les patients atteints de TEP et chez les enfants, les évaluations cliniques peuvent étre le
seul moyen disponible pour évaluer la réaction au traitement. Les effets secondaires des
médicaments apparaissent, dans presque la totalité des cas, pendant le ler mois de traitement.
1.4.4.2. Evaluation des réactions indésirables des antituberculeux

La surveillance clinique et para-clinique minimale qui doit étre effectué tout au long des six

mois de traitement est résumée dans le Tableau 4.
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Tableau 4 : La surveillance minimale pour évaluer la tolérance au traitement antituberculeux.

Avant M1I M2 M3 M4 MS M6 M9 M12

traitement
Examens * * * * * * * *
cliniques/consultation
Transaminases 1 * 17- * *
J14,
J30
NFS T J7- * *
J14,
J30
Créatininémie *
Uricémie *
Examens * J15 * * *

ophtalmologiques 2

1. Entre J10 et J20 afin de vérifier la négativation de I’examen direct et lever de I’isolement
respiratoire.

2. Si EMB prescrit dans I’association.

La majorité des antibiotiques étant excrétés par voie rénale, la fonction rénale (Créatininémie)
doit étre contrdlée avant le début du traitement. Si elle est normale, elle n’a pas lieu d’étre
contrdlée a nouveau.

L’INH, la RIF et le PZA étant métabolisés par le foie et pouvant entrainer un certain degré de
cytolyse, la fonction hépatique (transaminases) doit étre controlée avant le traitement et apres
deux, quatre, six et huit semaines de traitement. Une surveillance accrue des transaminases au
cours de la premiére semaine de traitement est recommandée en présence d’autres facteurs de
risque hépatique.

Le PZA et ses métabolites étant excrétés en compétition avec 1’acide urique, 1’uricémie doit
étre dosée avant traitement.

L’ EMB pouvant étre toxique pour le nerf optique, la fonction visuelle (champ visuel et vision

des couleurs) doit €tre controlée au cours du premier mois de traitement. Pour limiter les
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risques de contagion lors d’un examen ophtalmologique initial, on peut différer 1égerement
celui-ci jusqu’a ce que la contagiosité ait nettement diminué (soit aprés 1 a 2 semaines de
traitement).
Dans les cas ou les résultats des examens para-cliniques effectués avant la mise au traitement
sont anormaux, la posologie des antibiotiques doit €tre rigoureusement adaptée a ces résultats
de maniere a éviter les risques de toxicité. Pour cela, il est prudent de faire appel a un
praticien expérimenté.
Les dosages sériques d’antituberculeux ne sont pas recommandés en routine. Ils peuvent étre
utiles en cas de suspicion de mauvaise observance, de malabsorption digestive ou
d’interaction médicamenteuse.
Compte tenu de la perte de poids fréquente au moment du diagnostic d’'une TB, il est
nécessaire d’adapter les posologies a la progression du poids sous traitement.
1.4.4.3. Prise en charge des effets secondaires des antituberculeux
Une élévation des transaminases sous traitement doit conduire a vérifier la posologie des
médicaments rapportée au poids, notamment celle du PZA. Un respect strict de la posologie
du PZA (pas plus de 25 mg/kg/jour) diminue considérablement le risque d’hépatite
fulminante.
= Si les transaminases restent inférieures a 6 fois la limite supérieure des valeurs
usuelles, le traitement n’a pas lieu d’étre modifié, mais on vérifiera que la posologie
de ces antibiotiques est bien adaptée et on intensifiera la surveillance hépatique ;
= Si les transaminases atteignent ou dépassent 6 fois la normale, I'INH et la PZA sont
arrété jusqu’a normalisation du bilan hépatique. Une bithérapie par RIF et EMB ou un
autre antituberculeux est conservée. L’INH est ensuite réintroduit a faible dose (3
mg/kg) avec un suivi des transaminases bihebdomadaire. Si le PZA doit étre repris, un
dosage quotidien des transaminases est requis et leur ré-ascension impose 1’arrét de la
molécule. Dans ce cas, la phase initiale est prolongée de 2 a 4 mois tandis que la durée
globale de traitement passe a 9 mois.
Au cours du traitement par le PZA, il y a une augmentation de I’uricémie par compétition au

niveau de 1’élimination rénale. L hyper uricémie, conséquence normale du traitement, peut

parfois entrainer des arthralgies, rarement de véritables crises de goutte. Les arthralgies, qui
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cedent habituellement a un simple traitement antalgique (aspirine), ne nécessitent pas I’arrét
du PZA. A contrario, les crises de goutte sont traitées par un uricosurique et peuvent imposer
I’arrét du PZA si I’adaptation de la posologie n’est pas suffisante pour éviter leur réapparition.
La surveillance systématique de I’uricémie sous traitement est utile, I’hyper uricémie étant un
des indicateurs de 1’observance du traitement.
Une neuropathie périphérique, signalée par des paresthésies distales des membres inférieurs,
habituellement causées par I’INH, peut survenir chez les dénutris et éthyliques. La vitamine
B6 (50 mg/jour) permet de remédier a cet effet secondaire. Elle doit &tre administrée
préventivement chez les malades a risque, c’est-a-dire en cas de grossesse, d’exogénose, de
dénutrition, de diabete, d’insuffisance rénale et d’infection par le VIH.
1.4.5. Supervision du traitement (DOTS) (215)
La lutte antituberculeuse est basée sur la stratégie DOTS (Directly Observed Treatment Short-
Course). C’est une stratégie globale, dont le traitement sous observation directe (TOD) n’est
qu'une des cinq composantes : (1) engagement politique du gouvernement, (2) réseau de
centres de microscopie avec contrOle de qualité, (3) approvisionnement régulier en
médicaments et matériel, (4) traitement standardisé directement observé, (5) bon systéme de
notification. La prise de médicaments au cours de la phase initiale (les 2 premiers mois) doit
étre strictement supervisée tous les jours par un personnel de santé ou une personne habilitée
et formée a cette tache : a I’hdpital, au centre de santé, au poste de santé ou méme a domicile.
Le responsable du traitement doit voir le malade prendre ses médicaments (« traitement
directement observé »). L’adhésion au traitement est le facteur critique déterminant de
I’observance thérapeutique et donc de sa réussite, la méthode « TOD » sus-décrite vise a
promouvoir et évaluer ce facteur.
1.4.6. Résultats thérapeutiques (216)
Deux types de patients sont clairement distingués dans les nouvelles définitions des résultats
thérapeutiques :

= Les patients qui suivent un traitement contre la TB sensible aux médicaments ;

= Les patients qui suivent un traitement de deuxiéme intention contre la TB résistante

aux médicaments (poly chimiothérapie incluant des médicaments autres que ceux du

groupe 1)
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1.4.6.1. Résultats thérapeutiques pour les patients tuberculeux (exclusion faite des
patients suivant un traitement contre la tuberculose RR ou contre la tuberculose

MR)

Résultat thérapeutique Définition

Guérison Un patient atteint de TB pulmonaire chez qui I’affection a été
confirmée bactériologiquement en début de traitement présente des
résultats négatifs (selon I’examen des frottis ou la mise en culture)
au cours du dernier mois de traitement et au moins une fois
auparavant.

Traitement terminé Le patient tuberculeux a terminé le traitement sans signe d’échec,
MAIS on ne dispose pas de données indiquant que les résultats de
I’examen des frottis ou de la mise en culture ont été négatifs au
cours du dernier mois de traitement et au moins une fois auparavant,
soit parce que les tests n’ont pas été réalisés soit parce que les

résultats ne sont pas disponibles.

Echec thérapeutique Le patient tuberculeux continue de présenter des résultats positifs
(selon I’examen des frottis ou la mise en culture) apres cinq mois de

traitement ou plus.

Déces Le patient tuberculeux meurt pour une raison quelconque au cours

du traitement ou avant de 1’avoir commencé.

Perdu de vue Le patient tuberculeux n’a pas entamé de traitement ou celui-ci a été

interrompu pendant deux mois consécutifs ou plus.

Non évalué Patient tuberculeux a qui aucun résultat thérapeutique n’a été
attribué. Cette catégorie inclut les cas transférés a une autre unité de
traitement (« transferts sortants ») et ceux dont les résultats sont

inconnus de I’unité chargée de la notification.

Succes thérapeutique Somme des patients guéris et des patients ayant terminé leur

traitement.
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1.4.6.2. Résultats thérapeutiques pour les patients atteints de tuberculose RR, de
tuberculose MR ou de tuberculose UR et suivant un traitement de deuxiéme

intention

Résultat thérapeutique Définition

Guérison Le traitement a ét¢ mené a bien conformément aux
recommandations nationales, sans signe d’échec ET apres la phase
intensive, trois cultures ou plus ont été réalisées a au moins 30
jours d’intervalle et elles ont produit des résultats négatifs.

Traitement terminé Le traitement a ét¢ mené & bien conformément aux
recommandations nationales, sans signe d’échec, MAIS rien
n’indique qu’apres la phase intensive trois cultures ou plus aient été
réalisées a au moins 30 jours d’intervalle et qu’elles aient produit
des résultats négatifs.

Echec thérapeutique Il a été mis fin au traitement ou le schéma doit étre modifié pour
deux antituberculeux au moins, en raison :
— d’une absence de conversion avant la fin de la phase intensive,
ou
— d’une réversion bactériologique survenant durant la phase
d’entretien qui suit la conversion au statut négatif, ou
— de signes d’acquisition d’une résistance supplémentaire aux
fluoroquinolones ou aux médicaments injectables de deuxieéme
intention, ou
— de réactions indésirables.

Déces Le patient meurt pour une raison quelconque au cours du traitement
ou avant de I’avoir commencé.

Perdu de vue Patient dont le traitement a été interrompu pendant deux mois
consécutifs ou plus.

Non évalué Patient tuberculeux a qui aucun résultat thérapeutique n’a été

attribué. Cette catégorie inclut les cas transférés a une autre unité
de traitement (« transferts sortants ») et ceux dont les résultats sont
inconnus de I’unité chargée de la notification.

Succes thérapeutique Somme des patients guéris et des patients ayant terminé leur
traitement.

Dans le cas d’un échec thérapeutique, on parle d’absence de conversion avant la fin de la
phase intensive si cette derniére n’a pas lieu au cours de la durée maximale retenue par le
programme national de lutte antituberculeuse. En 1’absence de définition, on propose de fixer
ce seuil a huit mois. Il est proposé que les criteres définitoires des catégories Guérison,
Traitement terminé et Echec thérapeutique commencent a s’appliquer huit mois aprés le début
du traitement. Ici, les termes «conversion» et «réversion» sont définis comme suit en rapport

avec les cultures :
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= Conversion (au statut négatif) : deux cultures consécutives, réalisées a au moins 30
jours d’intervalle, ont produit des résultats négatifs. On considere alors comme date de
conversion la date a laquelle I’échantillon de la premicre culture négative a été
collecté.

= Réversion (vers un statut positif) : aprés une conversion initiale, deux cultures
consécutives, réalisées a au moins 30 jours d’intervalle, ont produit des résultats
positifs. Lorsqu’il s’agit de définir 1’échec thérapeutique, la réversion n’est prise en

compte que si elle survient au cours de la phase d’entretien.

2. Traitement de la tuberculose latente (217) (218) (219) (220) (221) (222)
192)

2.1. Identification des groupes a risque admissibles au traitement de l'infection
tuberculeuse latente

En 2015, ’OMS a publié des directives sur le dépistage, le traitement et la prise en charge de
I’infection tuberculeuse latente (ITL) chez les personnes infectées pour lesquelles le risque
d’évolution en maladie active était le plus élevé. Ces directives préconisent 1’adoption d’une
approche ciblée en mati¢re de santé publique, qui inclut le dépistage dans certains groupes a
haut risque de réactivation de I’'ITL, associé a un traitement préventif chez les personnes pour
qui ce traitement sera le plus bénéfique.

Les groupes cibles incluent les personnes vivant avec le VIH, les adultes et les enfants en
contact avec des personnes atteintes d’une TB pulmonaire, les patients qui commencent un
traitement par un inhibiteur du facteur de nécrose tumorale, les patients sous dialyse, les
patients en préparation d’une greffe et les patients atteints d’une silicose. D’autres groupes
vulnérables ou difficiles a joindre, dans lesquels I’incidence de la TB est plus élevée, incluent
les détenus, les personnes ayant une pharmacodépendance ou une dépendance a 1’alcool, les
intervenants aupres des sans-abri, les résidents d’établissements de soins de longue durée, les
peuples autochtones et les immigrants en provenance de pays ou le fardeau de la TB est élevé.
Néanmoins, dans les pays a ressources limitées et dans les autres pays a revenu intermédiaire

- le Maroc a titre indicatif - le dépistage et le traitement de I’ITL n’est systématique que chez :
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= Les personnes séropositives (VIH positifs) ;
= Les enfants de moins de 5 ans se trouvant dans 1’entourage d’un sujet atteint d’une
forme de TB contagieuse et qui, apreés une €valuation clinique appropriée, se sont
révélés de ne pas avoir une TB active, mais la ITL devrait étre traitée.
2.2. Algorithme pour tester et traiter une ITL
Les sujets soupgconnés étre a risque accru d’infection tuberculeuse, doivent tout d’abord étre
interrogées sur la présence ou I’absence des symptomes de la TB avant d'étre testées pour
I'ITL. Le test de libération d’interféron gamma (TLIG) et I’intradermo-réaction (IDR) sont
tous les deux recommandés comme outils de dépistage. Une radiographie pulmonaire devrait

étre réalisée avant d’instaurer un traitement de I’'I'TL pour exclure une TB active.

97



\

La recherche des
symptomes de
tuberculose active chez
les patients présentant un

risque accru
| 1
R R
D\
Oui Non
T A

) )

Enquétes autour d'un cas IDR ou IGRA
de tuberculose maladie

) )

B Y

Positive Négative

|

~

{Radiographie pulmonaire
—k

| 1
R R
Y
Présence d'anomalie Absence d'anomalie
L J
>

Traiter en tant que ITL

Tableau 5 : Algorithme pour le diagnostic ciblé et le traitement de I’ITL chez les sujets issus des

groupes a risque (217).
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2.3. Schémas thérapeutiques

Plusieurs options thérapeutiques sont recommandées par I’OMS pour le traitement de I'ITL
ils sont regroupées dans le tableau 6.

Chez I’enfant, lorsqu’un traitement d’ITL est indiqué en cas de contact avec un cas de TB a
bacilles a priori sensible, 1’association INH et RIF est recommandée pour une durée de 3
mois. Le régime composé de I’INH seul est une alternative possible.

Chez I’adulte, lorsqu’un traitement d’ITL est justifié en cas de contact avec un cas de TB a
bacilles a priori sensibles, il est recommandé d’administrer I’INH pour une durée de 9 mois.
L’association INH et RIF, pour une durée de 3 mois est une alternative possible.

Chez I’enfant comme chez 1’adulte, lorsqu’un traitement d’ITL est justifié en cas de contact
avec un cas de TB a bacilles sensibles, il est recommandé de ne pas donner de la RIF seule ou
I’association RIF-PZA du fait du manque d’études d’une qualité méthodologique suffisante
(RIF) et d’un moins bon rapport bénéfice/toxicité (RIF - PZA).

Lorsqu’un traitement de la TB infection est justifi€é au cours de grossesse, les
recommandations habituelles peuvent étre appliquées. L’allaitement n’est pas contre-indiqué.
Lorsqu’un traitement d’ITL est justifié dans une situation immunodéprimante (VIH positif par
exemple), le traitement recommandé est 'INH seul. RIF et les régimes contenant de la
Rifapentine peuvent induire des interactions médicamenteuses avec les antirétroviraux, d’ou
la nécessité de les éviter chez les patients VIH positifs.

Lorsqu’un traitement d’ITL est justifié en cas de maladie hépatique grave, le traitement
recommandé est la RIF seule pour une durée de 3 mois.

Lorsqu’un traitement de la TB infection est justifié en cas d’insuffisance rénale terminale, les
recommandations habituelles peuvent étre appliquées.

Lorsqu’un traitement d’ITL est justifié en cas de contact avec un cas de TB résistante a I’INH,
en absence de données aucune recommandations générales ne peut étre donné.

Lorsqu’un traitement d’ITL est justifié en cas de contact avec un cas de TB-MR, il est
recommandé d’obtenir I’antibiogramme complet de la souche avant de proposer un traitement

préventif.
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Tableau 6 : Les différents schémas thérapeutiques recommandés par I’OMS.

Régime Durée Dose par kg de poids

Isoniazide 6-9 mois 5 mg/kg chez 1’adulte
(au maximum 300 mg/j)

10 mg/kg chez I’enfant

Rifapentine plus 3 mois Isoniazide : 15 mg/kg
isoniazide maximum 900
hebdomadaire (12 mg/semaine

doses) Rifapentine :

300 mg (10.0-14.0 kg)
450 mg (14.1-25.0 kg)
600 mg (25.1-32.0 kg)
750 mg (32.1- 49.9 kg)
900 mg (>= 50 kg)
Rifampicine plus 3-4 mois Rifampicine : 10 mg/kg
isoniazide chez I’enfant et chez
I’adulte (au maximum
600 mg/j)
Isoniazide : 5 mg/kg
chez I’ adulte (au
maximum 300 mg)
10 mg chez I’enfant
Rifampicine 3-4 mois 10 mg/kg chez I’adulte
(au maximum 600 mg/j)

10 mg/kg chez I’enfant

2.4. Surveillance des patients sous traitement de ’ITL

Chez I’adulte, lorsqu’un traitement d’ITL comportant de I'INH est justifié, il est recommandé
de réaliser une surveillance des transaminases pendant le premier mois de traitement, en
particulier chez la personne agée, 1’alcoolique, la femme en post-partum, le malade non

compliant et en cas d’association a d’autres médicaments hépatotoxiques.
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Chez I’enfant, lorsqu’un traitement d’ITL comportant de I'INH est justifié, il est recommandé
de surveiller cliniquement I’enfant tous les mois et de donner une information soigneuse aux
parents sur les signes témoignant d’une éventuelle toxicité du traitement : douleurs
abdominales, vomissements et ictére. Un dosage systématique des transaminases est
recommandé chez les enfants ayant une pathologie hépatique ou dont la famille a une
mauvaise compréhension des signes cliniques de toxicité.

Chez I’enfant, comme chez 1’adulte, il est recommandé d’interrompre le traitement en cas

d’apparition de signes cliniques d’hépatotoxicité.
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2" PARTIE : DIAGNOSTIC
BACTERIOLOGIQUE,
IDENTIFICATION DES MARQUEURS
EPIDEMIOLOGIQUE ET RESISTANCE
AUX ANTITUBERCULEUX
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1. TECHNIQUES CLASSIQUES

A. Diagnostic bactériologique et méthodes de différenciation

La mise en évidence de la présence du BK dans les produits biologiques constitue le
diagnostic de certitude de la TB.

Dans les formes pulmonaires, seules les expectorations contenants des mucosités permettent
d’identifier les malades bacilliferes. Tout tuberculeux présumé contagieux devra donner au
minimum 2, de préférence 3, échantillons de crachat émis par la toux spontanée ou apres
manceuvre kinésithérapique facilitant I’expectoration (223). Le recueil se fait dans un flacon
large, a fermeture hermétique et non stérile. Un crachat salivaire sera rejeté et on
recommencera le prélevement. On préleéve toujours le matin au réveil, chez un patient a jeun,
apres avoir pratiqué une toilette bucco-dentaire. Le tubage gastrique permet de récupérer les
crachats déglutis pendant le sommeil lorsque I’obtention de mucosités est impossible (c’est le
cas des jeunes enfants) (224). Le prélevement doit étre répété au minimum 2 jours de suite.
Les patients chez qui le diagnostic fait souvent défaut, un protocole alternatif d’un jour peut
étre proposé, il consiste en la collecte de deux échantillons d’expectoration le méme jour
(225).

Pour les recherches extra-pulmonaires, les liquides biologiques ou la biopsie sont acceptables,
recus en pot stérile et non sur écouvillon (226).

La démarche générale du diagnostic bactériologique de la TB repose tout d’abord sur la
recherche de bacilles acido-alcoolorésistants (BAAR) par I’examen microscopique, la mise en
milieux de culture spécifiques, 1’identification du BK a partir de la culture en faisant appel
aux méthodes biochimiques et moléculaires et I’étude de la sensibilité face aux
antituberculeux (224).

1. Examen microscopique

Il s’agit d'une technique simple, rapide (résultats obtenus en deux heures) et peu coliteuse, tres
spécifique dans les zones ou la prévalence de la TB est tres élevée. Il constitue une étape
essentielle pour la détection de MTB par sa propriété tinctoriale d’acido-alcoolo-résistance
apres coloration de Ziehl-Neelsen (aprés action de la fuchsine, la préparation est traitée par

I'acide nitrique puis par l'alcool). Cependant, cette propriété est partagée par toutes les
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mycobactéries ce qui ne permet pas de conclure sur 1’identité de 1’espece observée a ce stade
de I'examen. Les BAAR sont facilement détectables aprés une coloration fluorescente a
I’ Auramine des étalements du produit pathologique. Les BAAR apparaissent sous forme de
bacilles verts fluorescents sur fond rouge pour les frottis colorés a 1’Auramine et rosés sur
fond bleu apres coloration de Ziehl-Neelsen (227). A I’examen direct la charge bacillaire est
quantifiée en nombre de BAAR par champ ou sur la lame. Il est peu sensible car le seuil de
détection microscopique est de 1’ordre de 10* BAAR/mI d’échantillon (224). Dans la TP, ce
seuil signe le caractére bacillifére et donc contagieux de la maladie, amenant le clinicien a
prendre trés rapidement les mesures de prévention adéquates pour 1’entourage.

La qualité de I’examen direct est influencée par la nature du prélévement, sa sensibilité varie
de 10-20 % pour les prélevements extra-pulmonaires contre 65 % pour les échantillons
pulmonaires (228). Son apport dans la TB pédiatrique et chez les patients coinfectés par le
VIH est restreint (225). Par ailleurs, un examen direct positif ne renseigne pas sur le caractére
vivant ou mort des bacilles, donc il n’est pas un bon marqueur d’efficacité thérapeutique,
d’échec thérapeutique ou de rechute tuberculeuse (229).

Face a un examen microscopique negative -ce qui est le cas dans environ la moitié des cas de
TP- le médecin est amené a attendre les résultats des cultures pour confirmer le diagnostic de

TB.
2. Culture

La culture est la méthode de référence pour le diagnostic de la TB « gold standard ». Par
définition, elle est de loin plus sensible et plus spécifique que 1’examen microscopique. C’est
une méthode qui permet non seulement d'identifier la bactérie en cause, mais aussi de mesurer
sa sensibilité aux antituberculeux et de déterminer I'empreinte d'ADN des isolats pour les
études d'épidémiologie moléculaire (230).

Les sécrétions respiratoires et les urines ainsi que d'autres prélevements éventuellement non
stériles doivent étre décontaminés avant d'€tre ensemencés dans les milieux de culture solides
et/ou liquides.

Les milieux solides sélectifs de Lowenstein-Jensen et de Coletsos définissent les caracteres
culturaux classiques de MTB, tels que mentionnés dans le chapitre B. Mycobacterium

tuberculosis de la premiere partie de notre rapport. La culture sur des milieux solides nécessite
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4-8 semaines avant d’obtenir un diagnostic confirmé, d’ou I’'intérét des nouvelles techniques
de culture en milieu liquide (Middlebrook, MGIT®, Versa TREK®, BacT/ALERT®).
Qu’elles soient automatisées ou non, ces méthodes permettent de réduire de fagcon
significative le délai de positivité de 10 a 14 jours en moyenne par rapport aux cultures en
milieu solide (229) (231). La coloration de Ziehl-Nelseen des MTB cultivés sur les milieux
liquides met en évidence un mode de groupement en longues "cordes", qui est attribué a la
production d’une substance appelée le «cord factor » (227). Cependant, bien que les
méthodes de culture liquides puissent fournir un moyen rapide, elles exposent a un risque de
contamination croisée entre prélevements (224). La combinaison des deux milieux de culture
solide et liquide permet de renforcer le diagnostic (232).

3. Identification

Apres un temps d'incubation qui varie selon les especes, les cultures positives sont soumises a
une approche analytique d'identification. Cette approche repose sur des caracteres
biochimiques (mise en évidence de I’équipement enzymatique du BK) et culturaux (Aspect,

vitesse, croissance en présence d’inhibiteurs), regroupés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 7: Les principaux caractéres d’identification des mycobactéries (233).
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En conclusion, le diagnostic bactériologique conventionnel garde toujours sa place dans le
diagnostic de la tuberculose maladie et les prises de décision thérapeutique.

Microscopie des frottis d'expectoration nécessite I'examen des échantillons d'expectorations a
l'aide d'un microscope pour déterminer la présence des BAAR. Dans les définitions de cas
actuelles recommandées par I'OMS, un résultat positif est requis pour un diagnostic de
tuberculose pulmonaire a bacilloscopie positive.

Meéthodes basées sur la culture est la norme de référence actuelle, elle nécessite une capacité
de laboratoire plus développée et peut prendre jusqu'a 12 semaines pour fournir des résultats.
Cependant, le manque de sensibilité (I’examen microscopique direct) et le long délai de rendu
des résultats (la culture) font de la mise en place d’un outil performant et rapide un défi a

soulever.
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B. Résistance aux antituberculeux

1. Définitions

1.1. Résistance bactérienne a un antibiotique

On distingue trois types de résistance microbienne : génétique, microbiologique et clinique
(234).

La résistance génétique peut €tre définie comme un changement (mutation, transferts de
genes, etc.) dans le code génétique du micro-organisme, codant ainsi un gene altéré.

La résistance microbiologique se traduit par la capacité d’une souche bactérienne a survivre et
a se multiplier malgré son exposition a un antibiotique et a des concentrations qui sont
habituellement bactéricides ou bactériostatiques.

La résistance clinique est la plus pertinente dans le cadre de la pratique médicale courante,
puisqu’elle se traduit par I’échec clinique d’une antibiothérapie.

1.2. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinseque est programmée sur le génome bactérien. Elle permet
aussi de connaitre le spectre d’activité des antibiotiques. Par exemple les mycobactéries du
MTBC sont naturellement résistantes aux principales familles d'antibiotiques comme les 3-
lactamines, les macrolides, les cyclines, les sulfamides et les glycopeptides. Cette résistance
est la résultante de plusieurs mécanismes a savoir la faible perméabilité de la paroi, la
production d'enzymes hydrolysant les antibiotiques, la moindre affinité de la cible pour un
antibiotique, etc. (235) (236).

La résistance naturelle est un caractére stable, transmis a la descendance mais il n'est pas ou
peu transmissible a d’autres especes. A ce titre, elles constituent un critére d'identification. Par
exemples, au sein méme des mycobactéries, le phénotype de sensibilité et de résistance
naturelle aux antibiotiques est spécifique d'une espéce de mycobactérie. Les mycobactéries
atypiques sont résistantes a la plupart des antituberculeux spécifiques (INH, PZA, EMB,
PAS), c'est-a-dire des antibiotiques spécifiquement actifs sur les mycobactéries du MTBC
(235).

1.3. Résistance acquise
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La résistance acquise résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie, lui
permettant de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe les
souches sensibles de la méme espéce. La résistance acquise est moins stable, elle ne concerne
que quelques souches d'une méme espéce mais peut s'étendre : leur fréquence varie dans le
temps mais aussi dans 1’espace (région, ville, hopital ou méme service). Elles constituent un
marqueur épidémiologique. Ce phénomene a atteint une telle ampleur que la seule
identification bactérienne ne permet plus de prédire le comportement d’une souche isolée vis-
a-vis des antibiotiques d’ou I’intérét et la nécessité de réaliser des antibiogrammes (236)
(237).

1.4. Résistance dans les nouveaux cas et dans les cas traités antérieurement

La résistance dans les nouveaux cas est définie par la présence d'une souche de MTB isolée
chez des patients n’ayant jamais été traités par des médicaments antituberculeux ou qui 1’ont
été pendant moins d’un mois (238).

La résistance dans les cas traités antérieurement est définie par la présence d'une souche de
MTB isolée chez des patients qui admettent avoir été traités pour la TB pendant 1 mois ou
plus, tout en regroupant 1I’ensemble des cas d’échecs, chroniques, de rechutes et de reprises de
traitement antituberculeux (239).

2. Mécanismes d’acquisition de la résistance

L'acquisition de la résistance chromosomique bactérienne aux antituberculeux est un
phénomene mutationnel. Elle intéresse les génes chromosomiques qui codent soit pour des
protéines cibles de certains antibiotiques (ARN polymérase et RIF, ribosome et SM, ADN
gyrase et Fluoroquinolones), soit pour des enzymes impliquées dans I'activation de
I'antibiotique en substance active (catalase-peroxydase et INH, pyrazinamidase et PZA). Les
résistances mutationnelles sont stables (elles sont héréditairement transmissibles), spontanées
(elles préexistent a l'utilisation de I'antibiotique), spécifiques (elles n'intéressent qu'un
antibiotique ou qu'une famille d'antibiotiques a la fois), rares (la fréquence de survenue des
mutations est de 10-® pour la SM, 10-> pour I'INH et la PZA et 10-2 pour la RIF et les
Fluoroquinolones) et représentent 10 a 20 % des mécanismes de résistance acquise aux
antituberculeux. L’utilisation inappropriée des antibiotiques ne détermine pas la résistance

chromosomique mais sélectionne des bactéries déja résistantes. Une monothérapie
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antibiotique exerce une pression de sélection importante sur la population bactérienne visée.
La probabilité d'apparition d'une mutation double est tres faible, puisqu'égale au produit des
probabilités de chaque mutation simple soit 10-8x10-> = 10-!* lors d’une bithérapie a base de
PZA et RIF, a titre d’exemple. C’est pourquoi 1’association de plusieurs antibiotiques
empéche la sélection des mutants résistants a chacun d’entre eux. De plus, I'activité
bactéricide du traitement est meilleure en multi-thérapie (240) (241).

On conclue qu’une multi-thérapie antituberculeuse utilisée a des concentrations

thérapeutiques (supérieures a la CMI) permet d’éviter cette sélection.
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Tableau 8: Mécanismes de résistance aux médicaments chez MTB (238)

Médicament CMI Gene(s) Fonction du Role Mécanisme Fréquen
(année dela  pg/m impliqué(s géne d’action ce
découverte) ) de
dans la mutation
résistance %
Isoniazide 0,02-0,2 katG Catalase- Transformation  Inhibition de la 50-95
(1952) peroxydase du prodrug biosynthese de
inhA Enoyl ACP Cible du I’acide mycolique  8-—43
réductase médicament et autres effets
multiples
Rifampicine 0,051 rpoB Sous-unité B Cible du Inhibition de la 95
(1966) d’ARN médicament synthese
polymérase d’ARN
Pyrazinamid 16-50 pncA Nicotinamidase/ Transformation  Disparition de 72-97
e (1952) (pH 5,5) pyrazinamidase  du prodrug I’énergie de
membrane
Ethambutol 1-5 embB Arabinosyl Cible du Inhibition de la 47-65
(1961) transférase médicament synthese
d’arabinigalactane
Streptomyci  2-8 rpsL Protéine Cible du Inhibition de la 52-59
ne (1944) ribosomiale S12  médicament synthese des
Irs rARN 16S Cible du protéines 8-21
médicament
gidB rARN Cible du ?
méthyltransféras médicament
e (G527 dans la
boucle 530)
Amikacine/ 2-4 ITSs rARN 16S Cible du Inhibition de la 76
Kanamycine médicament synthese
(1957) des protéines
Capréomyci tlyA 2’-0-
ne (1960) méthyltransféras
@
Quinolones  0,5-2,5 gyrA Sous-unité A Cible du Inhibition de 75-94
(1963) d’ADN gyrase médicament I’ADN gyrase
gyrB Sous-unité B
d’ADN gyrase
Ethionamide 2,5-10 etaA/ethA  Flavine Cible du Inhibition de la 37
(1956) monooxygénase médicament synthese
inhA Transformation  d’acide mycolique 56
du prodrug
PAS (1946) 1-8 thyA Thymidylate Activation du Inhibition de 36
synthase médicament? I’acide folique

et du métabolisme
du fer?

CMI = concentration minimale inhibitrice ; ACP = acyl carrier protein (protéine de transport du groupement

acyl)
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2.1. Mécanisme de résistance a l’isoniazide

Dans MTB résistant a I’'INH, au moins trois génes sont impliqués dans sa résistance.

Dans plus de 50-60% des cas, la cible primaire de 1’inhibition de I'INH est le katG. Ce géne
code pour l'enzyme catalase peroxydase de MTB. Les mutations ponctuelles « faux-sens »,
touchant le plus souvent le codon 315, semblent étre les plus fréquentes. Pourtant, des
délétions et des insertions ont été décrites chez certaines souches résistantes (242).

La résistance a I’'INH peut également survenir dans 10 a 20 %, par suite de mutations dans la
région du promoteur de I’opéron mabA/inhA, en provoquant une surexpression de I’InhA, ou
par des mutations au niveau du site actif de I’InhA, en réduisant 1’affinité de 1’InhA pour le
dérivé INH-NAD. L’inhA est une réductase de la protéine de transport du groupe enoylacyl.
Elle est impliquée dans I’élongation des acides gras lors de la synthése de 1’acide mycolique
(243).

L'implication d'un troisieme gene, le géne ahpC, codant pour l'alkylhydroperoxyde réductase,
est encore controversée. La surexpression de I’enzyme, a été observée pour compenser la
perte de la catalase-peroxydase dans les souches résistantes (244).

Enfin, des mutations du geéne kasA, qui code pour une enzyme impliquée dans la synthese des
acides mycoliques (beta-ketoacylacyl carrier protein synthetase), ont également été décrites,
mais leur réle dans la résistance clinique reste a démontrer (238).

2.2. Mécanisme de résistance a la rifampicine

La RIF est I'un des antibiotiques majeurs pour le traitement de la TB. Il agit sur la sous-unité
B de I'ARN polymérase, codée par le géne rpoB, ou il bloque physiquement I’élongation de la
chaine de I’ARN. Les mutations intéressent la région de 81 bp (de 507 a 533) codant pour la
résistance a la RIF (RRDR). Les mutations ponctuelles dans les codons 531, 516 et 526, sont
parmi les mutations les plus fréquemment observées dans les souches résistantes a la RIF. Ces
«points chauds» mutationnels sont utilisés pour identifier rapidement les isolats résistants au
RIF (245).

2.3. Mécanisme de résistance a I’éthambutol

L'EMB antibiotique bactériostatique, est un traitement privilégié contre les bacilles au stade
de multiplication et inefficient sur les bacilles « dormants ». L’EMB interfére avec la

biosynthése de I’arabinogalactan de la paroi cellulaire, en ciblant plus particuliérement,
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I’enzyme arabinosyl transférase. Cette dernicere, est codée par trois geénes organisés en un
opéron embCAB de 10 kb. La mutation du codon Met306 d’embB est la plus fréquente dans
les isolats cliniques résistants a ’EMB, expliquant jusqu’a 68% des souches résistantes.
Néanmoins, 32 % des souches résistantes a I’EMB ne présentaient aucune mutation d’embB
(246).

2.4. Mécanisme de résistance a la pyrazinamide

L'introduction du PZA a permis de raccourcir la durée du traitement de 9 a 6 mois. Il agit sur
les bacilles « persistants » dans 1’environnement a pH acide des lésions. Sa cible est mal
élucidée. Des mutations du gene pncA sont responsables de la déficience d’activité de la
pyrazinamidase (I’enzyme responsable de la transformation du PZA en forme active, I’acide
pyrazinoique). Celles-ci ont été identifiées chez 80 a 100 % des souches résistantes au PZA
(247).

2.5. Mécanisme de résistance a la streptomycine

La SM est un antibiotique appartenant a la classe des aminosides. Sa cible est la sous-unité
30S du ribosome qui comporte I'ARNr16S codé€ par le géne rrs et la protéine ribosomale S12
codée par le gene rpsL. Apres interaction avec la protéine S12, la SM se lie a I'ARNr16S et
inhibe la synthese protéique. La résistance a la SM de MTB est liée a des mutations du gene
rpsL (55 % des souches étudiées) et du gene rrs (15 % des souches étudiées). Pour 30 % des
souches, le mécanisme de résistance est inconnu (240) (238).

3. Résistances multiples

3.1. Multi résistance

La TB-MR ou TB-MDR (Multidrug Resistant tuberculosis) est due a un bacille qui résiste et a
I’INH et a la RIF, les 2 antituberculeux de premiere ligne les plus puissants (248).

3.2. Tuberculose pré-ultra résistante

Parmi les TB-MR, on distingue les TB « pré ultra-résistante » (pré-UR) quand les
mycobactéries sont également résistantes aux Fluoroquinolones ou a un antituberculeux

injectable de deuxieme ligne (249).
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3.3. Résistance extensive ou ultrarésistance
La TB-UR appelée aussi la TB-XDR a partir de 1’abréviation anglo-saxonne « eXtensively
Drug Resistant TB » est une TB avec une résistance a au moins I'INH et la RIF, ainsi qu'une

résistance supplémentaire a une Fluoroquinolones et a un agent injectable de deuxieme ligne

(AMK, KAN ou CAP) (239).
4. Détection phénotypique de la résistance aux médicaments
antituberculeux

4.1. Méthode des proportions

La méthode des proportions, décrite pour la premiere fois par Canetti, Rist et Grosset en 1963,
est la méthode phénotypique recommandée par ’OMS pour la détection de la sensibilité aux
antituberculeux de premiere intention (RIF, INH, EMB, SM et PZA). Cette méthode consiste
a déterminer pour la souche a étudier la proportion de mutants résistants a chaque
antituberculeux dans une population bacillaire. Elle peut étre réalisée sur milieu solide ou
liquide.

4.1.1. Méthode des proportions en milieu solide

La méthode est effectuée a partir de la primo-culture, sur milieu solide de Lowenstein-Jensen
contenant une concentration critique d’antibiotique. Les résultats sont obtenus apreés quatre a
six semaines de l’identification de la bactérie, en dénombrant les colonies qui se sont
développées. Le rapport du nombre des bacilles viables sur le milieu imprégné par
I’antibiotique a celui des bacilles développés sur milieu témoin sans antibiotique, permet
d’établir une proportion. L’interprétation des résultats (souche sensible ou résistante) est
achevée en comparant les proportions a celles critiques conventionnellement définies (250).
La réalisation de cette méthode sur un milieu acide est nécessaire a l'activité du PZA.
Pourtant, elle donne de médiocres résultats car un pH trés acide est peu favorable a la
croissance de MTB, d’ou I’intérét des méthodes moléculaires.

4.1.2. Méthode des proportions en milieu liquide

La technique appelée Bactec 460 TB (Becton Dickinson) est une technique semi-automatisée,
considérée comme une alternative fiable a la méthode des proportions en milieu solide (251).
C'est une méthode radiométrique qui utilise comme indicateur de croissance la mesure de la

quantité de 1*CO2 produite dans les flacons en présence ou en l'absence d'antibiotiques. La
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sensibilité¢ se manifeste par une inhibition de croissance dans les flacons contenant les
antibiotiques. Elle est comparée ensuite a la croissance observée dans les flacons témoins sans
antibiotique inoculés dans les mémes conditions que le test (t€émoins 100 %) et les flacons
témoins inoculés avec la dilution au 1/100 (témoins 1 %). Une souche est considérée comme
sensible quand la croissance obtenue en présence d'antibiotiques est inférieure a celle du
témoin 1 %. En général, un résultat positif est obtenu en 7 a 14 jours. D’autres systemes a
détection compleétement automatisée avec un temps de réponse similaire, mais non radioactifs
sont maintenant également disponibles, le Bactec/MGIT 960, MB / BacT et le Versa TREK
(252).

En comparaison avec la méthode classique sur milieu solide de Lowenstein-Jensen (LJ), les
méthodes sur milieu liquide ont une sensibilité supérieure de 10-15 %, sont automatisables et
réduisent les délais de résultats de six a deux semaines.

En plus du colit qui reste élevé, la culture sur milieu liquide s’accompagne d’un risque plus
important de contamination que la méthode de LJ. Le manque d’infrastructures adaptées,
notamment en ce qui concerne les conditions de biosécurité, de programmes d’assurance
qualité et de personnel bien formé compliquent les possibilités de décentralisation de la
culture de MTB dans les pays du Sud (253).

4.2. Méthode des CMI

L'étude de la sensibilité aux antibiotiques de MTB peut également Etre réalisée par mesure des
concentrations minimales inhibitrices (CMI). Il s'agit de mettre un inoculum bactérien en
contact avec des concentrations décroissantes d'antibiotiques afin de déterminer, aprés un
temps de contact a 37°C, la plus faible concentration d'antibiotique capable d'inhiber 99 % de
I'inoculum. La détermination des CMI peut étre réalisée par des méthodes des dilutions en
milieu gélosé (Middlebrook 7H11 supplémentée en OADC) ou liquide ou par technique des
bandelettes E-test. Les résultats sont obtenus en 5 a 10 jours (254).

4.3. Méthode de MODS

La détection de la résistance aux antituberculeux peut également Etre réalisée selon le test
d’observation microscopique de la sensibilit¢ aux médicaments MODS (microscopic
observation drug susceptibility). Cette technique repose sur 1’observation microscopique

quotidienne de la croissance des MTB sous forme de « cordes » sinueuses dans un milieu
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liquide contenant des antituberculeux (I’'INH ou la RIF). Les avantages de cette technique
sont son faible cofit et sa rapidité. Cette méthode est surtout utilisée dans les pays en voie de
développement ou elle permet de détecter rapidement la présence de souche MR avec une
sensibilité et une spécificité respectives de 100 % et 94 % (255).

La limitation de I’utilisation de la technique de MODS est due a c6té a des craintes de
biosécurité, a I’exigence d’un microscope inversé. En outre, le fait de se fier qu’a des criteres
d’identification culturaux (morphologie et vitesse de croissance), peut entrainer une confusion
avec les MNT (M.chelonae). L’étude de la sensibilité pour 'EMB et la SM par cette méthode
est moins satisfaisante, ce qui n’est pas inhabituel.

4.4. Méthodes colorimétriques par indicateur redox

Les tests colorimétriques reposent sur la capacité des mycobactéries a virer la couleur d’un
indicateur d’oxydation-réduction qui est ajouté au milieu de culture que ce soit en présence ou
en absence de médicaments. Plusieurs indicateurs redox ont été proposés, a savoir : le bleu
d’alamar (virage du bleu au rose), le MTT ou le dimethylthiazol-diphenyltetrazolium (vire du
jaune au violet) et la résazurine (vire du bleu au rose). Le virage de 1’indicateur est le résultat
de sa réduction par les souches résistantes. Les CMI des médicaments antituberculeux sont
disponibles dans les 8 jours apres 1’isolement des bactéries.

C’est une technique assez simple, performante en maticre de détection de TB-MR avec une
précision globale de 97% et elle peut étre pratiquée sur des microplaques facilitant le
dépistage d’un grand nombre d’isolats en une courte durée. Elle peut également étre réalisée
dans des tubes fermés rendant moindre le souci de la biosécurité.

4.5. Test a la nitrate réductase

Le test du nitrate réductase (NRA) est basé sur le pouvoir de MTB a réduire le nitrate en
nitrite grace a nitrate réductase. Cette propriété est décelable a I’ceil nu par I’apparition d’une
coloration rouge apres réaction de Griess. Dans une méta-analyse, le NRA a prouvé une haute
performance dans la détection de la sensibilité a la RIF et I'INH (256). C’est une technique
qui est moins couteuse, rapide (5-28 jours par direct NRA et en 5-14 jours par indirect NRA),
qui garde sa sensibilité et sa spécificité quand elle est utilisée directement sur des isolats

cliniques (257).
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Avec I’antibiogramme, malgré I’apport des milieux liquides, les résultats sont obtenus, au
mieux, dans un délai de deux a quatre semaines apres le prélevement. Malgré I’avénement des
techniques de biologie moléculaire, qui offrent la possibilité d’obtenir des résultats beaucoup
plus rapidement, I’OMS recommande toujours 1’antibiogramme phénotypique en tant que
norme de référence pour 1’étude de la sensibilité aux antibacillaires.

C. Marquage épidémiologique

Les études épidémiologiques de la TB ont pour but de repérer des souches de comportement
similaire évoquant un lien épidémiologique. De ce fait, ces investigations sont inéluctables
pour comprendre la pathogénese de la maladie et pour étudier la transmission de MTB dans
les institutions (hopitaux, prisons, etc.) et dans la communauté.

Dans cet objectif que les premieres méthodes discriminatoires reposées sur des marqueurs
phénotypiques ont été appliquées. Parmi ces méthodes on trouve 1’étude de la morphologie
des colonies, 1’évaluation de la sensibilité aux médicaments antituberculeux et le typage des
mycobactériophages. Cette dernicre, appelée aussi lysotypage, est une méthode qui classe les
différentes souches de MTB en étudiant la sensibilité de chacune d’elles a I’infection par les
phages (virus spécifiques de clones bactériens qui lysent les cellules bactériennes sur les
cultures).

L'utilit¢ des méthodes phénotypiques est limitée par la variabilité phénotypique des
mycobactéries. Par exemple, les profils de sensibilité aux antituberculeux peuvent changer
pour le méme isolat par 1’acquisition d’une résistance a un ou plusieurs médicaments
antituberculeux (259) (260). Bien que le typage des phages ait été utilisé pour différencier les
souches de MTB, seul un faible nombre de mycobactériophages est reconnu, limitant ainsi sa
valeur dans les études épidémiologiques de la TB (259) (260) (261) (260). La discrimination
entre les souches en fonction de leurs caractéristiques biochimiques et sérologiques est encore
plus infructueuse.

Un tournant dans cette quéte a été le développement d'outils de biologie moléculaire dans les
années 1980. Les techniques basées sur I'ADN ont révolutionné 1'épidémiologie de la TB et
d'autres maladies mycobactériennes, car elles permettent d'interroger le génome entier qui est

unique et relativement stable pour chaque souche (259).
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2. TECHNIQUES MOLECULAIRE

A. Apport dans le diagnostic de la tuberculose et dans I’identification des marqueurs
épidémiologiques

Le raccourcissement du délai diagnostique de la TB était depuis toujours la hantise des
milliers de recherches dans ce domaine. L’examen microscopique direct est une technique
simple, rapide, peu coliteuse et hautement spécifique mais peu sensible (258). La culture des
mycobactéries, suivie d'une identification biochimique, est plus sensible et spécifique, mais
leur croissance sur les milieux solides nécessite un délai de deux a huit semaines (259). En
conséquence 1’avénement de nouvelles techniques diagnostiques comme la biologie
moléculaire est devenu indispensable.

La détection de MTB, a partir des cultures ou directement dans les produits pathologiques, est
une application idéale des techniques de la biologie moléculaire. Les performances de ces
méthodes sont a discuter.

1. Méthodes d’amplification génique

Elles regroupent 1’ensemble des méthodes qui ont pour but d’augmenter le nombre de copies
d’un segment cible d’acides nucléiques (ADN ou ARN) de maniére a permettre sa détection
(260). Ce n’est qu’avec l'invention de la PCR en 1985, que plusieurs autres technologies
d'amplification ont été développées et ont eu un impact majeur sur divers domaines de la
recherche fondamentale et la recherche appliquée, y compris celui de la microbiologie
moléculaire.

1.1. PCR classique

La PCR (Polymerase Chain Reaction) ou I’amplification en chaine par polymérisation est une
technique d’amplification qualitative ou encore semi-quantitative, qui est réalisée in vitro
pour obtenir des quantités importantes d’ADN a partir d’une petite quantité. Le produit
obtenu fera 1’objet des tests ultérieurs. Bien que la cible IS6110 est la plus couramment
utilisée, il existe d’autre génes cibles qui peuvent étre envisagés tel que : 16S ARNr, géne de
la protéine 65 kDa (Rv0440), devR (Rv3133c), geéne de la protéine MPB-64/MPT-64
(Rv1980c) et le gene de la protéine 38 kDa (Rv0934) (261).

Le profil dun des cycles de la PCR classique peut se décomposer en 3 étapes: une

dénaturation thermique de I’ADN a 93-95°C permet dans 30 secondes a 1 minute la rupture
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des liaisons hydrogenes et par conséquent de convertir I'ADN bi-caténaire en ADN
monocaténaire servant de matrice. Puis la température du milieu est amenée a 50 —65°C
permettant ainsi une hybridation d’un couple d’oligonucléotides amorces qui délimitent la
région d’ADN a amplifier durant 30 secondes a 1 minute. Enfin une élongation des brins
d’ADN a partir des extrémités 3°’0OH des deux amorces est obtenue grice a une enzyme
thermorésistante, la TAQADN polymérase, a une température optimale de 72°C et pour une
durée de 30 secondes a 2 minutes (262) (263).

Le mélange réactionnel est constitué par les éléments suivants : tampon, magnésium, des
désoxyribonucléotides : dATP, dCTP, dGTP et dTTP, deux amorces et une ADN polymérase
thermorésistante. Le tout est contenu dans des tubes qui sont placés dans un appareil
permettant de faire varier la température au cours du temps. Cet appareil est appelé
thermocycleur (264).

A la fin de chaque cycle, on obtient une copie de 'ADN cible qui pourra a son tour étre la
cible d’'un nouveau cycle, I’amplification est donc exponentielle. De méme, des n cycles

d'amplification se succédent, le nombre théorique de copies obtenues est de 2n.
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Figure 19 : Représentation schématique de la réaction d'amplification génique par PCR (265).
Le produit de I’amplification est soumis par la suite a une électrophorése au gel d’agarose
apres addition d’un agent intercalant (le bromure d’éthidium ou SYBR safe) et exposition aux

rayons UV (262).
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Certes la PCR est attractive en raison de sa rapidité, sensibilité et reproductibilité, mais il est
utile de connaitre ces limites :
= Du point de vue technique, la taille des séquences a amplifier ne doit pas dépasser 3Kb
(266).
= D’autre part les amplifications faites a partir d’une seule copie sont théoriquement
réalisables mais tres difficilement en pratique (267).
= La PCR trouvait sa limite aussi dans la quantité de I’ADN produite qui ne change pas
apres 40-50 cycles sous effet plateau (268).
Les efforts ont tendu alors vers la commercialisation de la PCR par I'invention de deux
méthodes. La premiere est I’Amplicor M. tuberculosis complex qui permet une détection
manuelle de la mycobactérie et le Cobas Amplicor M. tuberculosis complex qui est
considérée comme sa forme semi-automatisée (269).
La performance des différentes versions de la PCR dans le diagnostic de la TB a été discutée
dans plusieurs études et revues de littérature, avec néanmoins des résultats variables. Elle a
été évaluée le plus souvent par rapport au « gold standard » constitué par la culture. Une étude
du laboratoire national de référence de la TB a I’Institut Nationale d’Hygi¢éne a été établie en
2012 pour évaluer 'utilité de la technique maison-PCR utilisant comme cible I'IS6110. La
technique appliquée sur 305 échantillons d’origine pulmonaire et extra pulmonaire, a montré
une bonne sensibilité (92.4%) et un seuil de spécificité trés élevé (98.0%), les valeurs
prédictives positive et négative ont €été respectivement de 96.4 % et 95.3 % (270).
L’application de la PCR-maison sur de I’ADN extraite de I’expectoration fixée sur des lames
de frottis, semble optimiser la sensibilité de la technique (de 72% pour la PCR seule a 86%
pour I’association PCR-frottis) (278).
Le Tableau 9 rassemble cinq études qui évaluent I’apport du test Amplicor Mycobacterium
tuberculosis complex dans le diagnostic de la TB chez des patients de toutes catégories y
compris les enfants et les VIH séropositifs. Pour les échantillons pulmonaires, la sensibilité et
la spécificité du test varient de 72-93% et de 84-99.3% respectivement, les meilleurs résultats
ont été obtenus sur des échantillons d’expectoration a frottis positifs.
Dans un contexte clinique avec des taux élevés de VIH, I’étude de Kivihya-Ndugga et ses

collegues montre que 1’utilisation de la PCR Amplicor chez les VIH-séropositifs, n’a pas
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affecté sa haute sensibilité (89% contre 95% chez les VIH-négatifs) (273). L application du
test sur une population pédiatrique (279), révele une sensibilité comparable a la culture (44%)
mais moindre a celle obtenue par la PCR-maison (60%), en outre il a été noté beaucoup de
faux négatifs.

Les sensibilités mentionnées pour les échantillons extra-pulmonaires sont moins bonnes avec
des chiffres qui varient de 27.3-100.0%, le taux de spécificité est de 87.5-100%.
L’hétérogénéité des chiffres est expliquée par la variabilité du type des échantillons extra-
pulmonaires et de 1’étalon d’or choisi. La plus faible sensibilité est obtenue sur des
prélévements du liquide pleural et d’abces. La présence des faux-négatifs lors de I’analyse de
ce type d’échantillon est expliqué par la présence des inhibiteurs de I’amplification
(I'néparine, I'némoglobine, le phénol, etc.) et des erreurs techniques (la quantité ou une qualité
inappropriée de 1'échantillon, I'enlévement involontaire de la pastille centrifugée pendant la
préparation de 1'échantillon ou une répartition inégale des mycobactéries lors de 1'aliquotage
(280) ). Pour surmonter ces erreurs et augmenter la sensibilité du test, I'évaluation de plus d'un
échantillon par patient a été suggérée (281); cependant, il est difficile d’obtenir certains
échantillons plus d'une fois (par exemple, biopsies osseuses et ponction du liquide

péricardique).
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Tableau 9: Performance du test Amplicor Mycobacterium tuberculosis pour le diagnostic de la

tuberculose.
Référen Nombre Nombre Le Gold Sensibili Spécifici VPP VPN Sensibili  Sensibili
ce de d’échant de standar  té té % % té pour  té pour
I’étude illons/ty  cultures d utilisé % % les les
pe réalialis pour BAAR+ BAAR-
d’échant ées/BAA évaluer % %

illon R+ le test

Kivihya- 1,398/R  867/490  Culture 93 84 indisponi indisponi  99.7 82.1
Ndugga ble ble

et al.

(273)

Mitarai 75/E 22/4 Culture, 27.3 97.6 indisponi indisponi 100 17.2
et al. (LP1) corrélati ble ble
(274) on

clinique

R : échantillon respiratoire ; E : échantillon extra respiratoire ; Exp : expectoration ; LBA :

lavage broncho-alvéolaire ; LG : liquide gastrique ; LP1 : liquide pleural ; LPr : liquide
pericardique ; A : abces ; U : urines ; O : os
En résumé, la PCR est justifiée sur des échantillons d’expectoration a bacilloscopie positive et

potentiellement sur des échantillons a frottis négatif si la présentation clinique est tres

121



évocatrice de la TB. Des directives récentes du « Centre pour le contrdle et la prévention des
maladies » (CDC ou Centers for Disease Control and prevention) aux états unies appuient
cette approche (277). Chez les patients a bacilloscopie négative, la PCR peut également étre
utile, méme si elle doit étre utilisée avec beaucoup de prudence. Si la suspicion clinique est
élevée, le traitement peut €tre commencé, mais face a l'incertitude, il vaut mieux attendre que
les résultats de la culture soient disponibles avant de commencer le traitement. Le meilleur
rendement pour cette technique est obtenu sur les échantillons respiratoires, par contre il a été
noté beaucoup de faux négatifs pour les TEP (278).

1.2. PCR en temps réel

La RT-PCR a révolutionné la facon dont les laboratoires de microbiologie clinique
diagnostiquent la TB. Cette technique est basée sur la détection et la quantification d’un signal
fluorescent émis par un reporter fluorescent (Tagman, molecular beacons...) dont I’intensité
d’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la
réaction de PCR (279) (280). Plusieurs cibles peuvent étre amplifiées et détectées
(multiplexing). La RT-PCR ne repose pas sur une détection en point final des produits, mais
sur une analyse de la cinétique de la réaction.

L'instrumentation RT-PCR nécessite beaucoup moins de temps pratique et les tests sont
beaucoup plus simples a réaliser que les méthodes PCR conventionnelles. La PCR et la
détection peuvent étre effectuées simultanément et non séquentiellement par des systémes
«en tube fermé » ce qui diminue a la fois le temps de réponse et le risque de libération
d'acides nucléiques amplifiés dans l'environnement et la contamination des analyses
ultérieures (281).

Les sondes utilisées en RT-PCR pour différencier des séquences cibles - qui différent I’une
de I'autre par une seule ou plusieurs substitutions nucléotidiques - confére a cette technique
une haute sensibilité pour mettre en évidence des mutations ponctuelles. De telles mutations
peuvent étre déterminantes pour le typage des mycobactéries, ou encore, pour la mise en
évidence d’une résistance a un antibiotique. La PCR quantitative en temps réel s’est ainsi
révélée d’un grand intérét pour I’automatisation, donnant ainsi naissance a des méthodes tres

prometteuses ayant supplanté les anciennes techniques.
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1.2.1 Test PCR Xpert MTB/RIF

L’ Xpert MTB/RIF (GeneXpert, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) est une technique unitaire,
sécurisée et automatisée d’amplification de 1’acide nucléique en temps réel multi-
colorimétrique pour la détection rapide et simultanée de la TB et de la résistance a la RIF
(282). Sa réalisation sur la plate-forme GeneXpert a permis de simplifier les tests
moléculaires fondés sur la RT-PCR en intégrant en une seule cartouche les processus de
préparation des échantillons, d’amplification et de détection. Pour détecter les souches du
MTBC et les mutations associées a la résistance a la RIF, la région centrale cible de 81 pb du
geéne rpoB qui code la sous-unité de I’ARN polymérase est amplifiée et couplée avec cinq
sondes de type « balise moléculaire » ou probes (A, B, C, D, E de type « beacons »). Ces
sondes moléculaires uniques garantissant un haut degré de spécificité se chevauchent le long
de la séquence cible et s’hybrident avec les séquences sauvages (non mutée) de MTB.

Concentration des bacilles et
élimination des inhibiteurs

=t L 5 — ™ Lyse par ultrasons des
Ftrtratton_et ringage S y 1
= automatiques de \9 ot il
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manipulations . -
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®
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Figure 20: Méthode du test Xpert MTB/RIF (283)

Résultats du test
imprimables

Deux volumes de réactif sont ajoutés a un volume d’expectorations brutes ou trois volumes a
un volume de pellet décontaminé. Le mélange est agité, mis a incuber a température ambiante
pendant 15 minutes, puis agité de nouveau. Ensuite, un volume de 2 a 3 ml est prélevé et
transféré dans la cartouche du test, qui est ensuite chargée dans 1’appareil. Toutes les étapes
ultérieures sont automatisées. L utilisateur obtient un résultat qu’il peut imprimer du type : «
Détection de MTB, pas de résistance a RIF détectée »
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Ce test simple peut €tre installé pratiquement n’importe ol, ne nécessite pas d’équipement
spécialis€ de biologie moléculaire et fournit directement les résultats a partir des
expectorations en moins de deux heures. Outre il n’y a pratiquement pas de risque de
contamination croisée des échantillons et il n’est pas nécessaire de disposer d’un
environnement spécifique de sécurité biologique. Cependant, dans les pays a faibles revenus,
son colit, ses limitations environnementales (électricité réguliere et stable, température
correcte), les difficultés liées a I’approvisionnement en tests et a la maintenance de I’appareil
sont des obstacles majeurs (284) (285).

En Décembre 2010, 'OMS a introduit 1'utilisation large du test Cepheid Xpert® MTB / RIF.
En juillet 2013, la FDA a accordé une autorisation de mise en marché du test. Au début, il n'a
été validé que pour les échantillons pulmonaires, mais en 2013, 'OMS a élargi les
recommandations sur 1’utilisation de ce test pour le diagnostic de la TP, de la TB pédiatrique,
de la TEP pulmonaire et de la résistance a la RIF.

1.2.1.1. Apport du test Xpert MTB/RIF dans le diagnostic de la tuberculose pulmonaire
La performance du GeneXpert MTB/RIF dans le diagnostic de la TB pulmonaire a été
évaluée dans plusieurs études avec néanmoins des résultats variables (Tableau 10). Ces
résultats démontrent de bonnes performances du test Xpert MTB / RIF pour la détection de la
TB sur les échantillons pulmonaires en raison de sa rapidité et de la détection simultanée de
MTB et de la résistance a la RIF, particuliecrement bénéfique chez les patients atteints de TB
associée a la MR et au VIH.

La sensibilité du test Xpert MTB/RIF (dépasse 82.3%) est meilleure que celle de 1I’examen
microscopique et proche de celle de la mise en culture en milieu solide et donc le fait
d’utiliser le test Xpert MTB/RIF plutot que 1’examen microscopique et que la mise en culture
classiques comme test diagnostique initial en cas de suspicion de TB chez tout adulte,
respecte les recommandations de I’OMS (286).

Sa valeur prédictive négative est excellente (plus de 94 %) ce qui signifie que dans la plupart
des situations, un résultat négatif exclut avec exactitude une TB. Vu que la capacité du test
dépend de la qualité des échantillons collectés, devant tout résultat négatif avec une forte

suspicion de TB, il est nécessaire de continuer a prendre en charge le patient et d’effectuer un
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autre test diagnostique, y compris de répéter le test Xpert MTB/RIF, en utilisant un nouvel
échantillon d’expectorations.

La spécificité du test Xpert MTB/RIF (supérieure a 91 %) pour la détection de la TB est
élevée. Il est peu probable qu’un résultat faussement positif soit 1ié a la détection par le test
Xpert MTB/RIF de bacilles de MTB morts qui n’auraient pas été détectés par la mise en
culture qui représente la norme de référence actuelle.

Ces propriétés, permettent d’utiliser Xpert MTB/RIF comme test complémentaire apreés un

examen microscopique de frottis dont le résultat s’est avéré négatif (286).

Tableau 10: La performance de la GenXpert MTB/RIF dans le diagnostic de la tuberculose

pulmonaire.

Référenc Nombre Nombre Le Gold Sensibi Spécifi VPP VPN  Sensibil Sensibil

ede d’échant de standard lité % cité % % % ité ité pour
I’étude illons cultures utilisé pour les
réalisées/B pour les BAAR-
AAR+ évaluer le BAAR %
test + %
Luetkem 992 960/152 Culture 85.2 99.2 949 97,6 96.7 59.3
eyer et
al.
(287)
Bojang 285 175/71 Culture 99.1 96.0 indisp Indis 100 100
et al. MGIT onibl  ponib
(288) e le
Pimkina 792 792/282 Culture LT  93.7 91.7 91.3 94 97.8 82.5
et al. et/ou
(289) MGIT
Moussa 432 71/62 Culture LT  92.96 98.33 96.35 96.72 indispo  indispon
et al. nible ible
(290)
Zekaet 253 110/32 Cultureet  82.3 100 94.6 100 100 68.6
al. corrélation
(291) clinique
Agraw 170 170/14 Culture 86.8 93.1 78.5 96 100 79.1
et al. MGIT
(292)
Parcell 2103 1951/48 Culture 95.8 99.5 82.1 99.9 indispo  indispon
et al. nible ible
(293)
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1.2.1.2. Apport du test Xpert MTB/RIF dans le diagnostic de la tuberculose extra
pulmonaire

Le test Xpert MTB / RIF a été développé, optimisé, évalué et approuvé spécifiquement pour
la détection de la TP. Plus récemment, les études se sont étendues a divers échantillons
cliniques non respiratoires de patients atteints de TEP. Le tableau 11 regroupe les différentes
études menées sur la performance du test Xpert dans le diagnostic de la TEP. La sensibilité du
test varie de 25 a 100% et sa spécificité de 16.6 a 100%. L’hétérogénéité des résultats peut
s'expliquer par différents facteurs dont la différence entre les populations étudiées, les critéres
de sélection des patients, le type de TEP, la qualité et la nature des échantillons, les
différences dans les méthodes de traitement des échantillons et le « Gold standard » utilisé
dans les études (294).

La plus faible sensibilit¢é du GeneXpert® a été observée pour les échantillons du liquide
pleural (25%) et d’urine (47.8%), ce qui peut étre expliqué par la nature pauci bacillaire des
prélevements ou par la présence de substance inhibitrice. La sensibilité de 1I’Xpert MTB/RIF
est donc faible, ceci explique pourquoi la biopsie pleurale est privilégiée pour le diagnostic de
la TB pleurale (295).

A la lumiere de ces données et de plusieurs méta-analyses (296) (297), I’OMS a actualisé en
octobre 2013, ses recommandations politiques en maticre de 1’utilité de I’Xpert MTB/RIF
dans le diagnostic de la TEP. De ce fait le test Xpert MTB/RIF peut étre utilisé comme test de
remplacement pour la pratique habituelle (y compris pour le remplacement de 1’examen
microscopique, de la mise en culture et de I’histopathologie classiques) pour tester des
échantillons particuliers ne provenant pas des voies respiratoires (ganglions lymphatiques et
autres tissus) en cas de suspicion de TEP chez un patient (286).

Le GeneXpert peut étre un outil utile, fournissant une détection rapide du MTB dans les
échantillons extra pulmonaires (environ 2 heures). Un avantage supplémentaire du test
GeneXpert MTB / RIF est qu’il peut étre utilisé directement sur les échantillons de LCR et sur
les échantillons extra pulmonaires homogénéisés (obtenus a partir de biopsies de ganglions
lymphatiques ou d’autres tissus) ou sur des échantillons décontaminés si une mise en culture
est effectuée en parallele. Les échantillons extra pulmonaires notamment du LCR sont

typiquement pauci bacillaires, difficiles a collecter (la collecte de 1'échantillon nécessite une
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procédure invasive) et l'obtention d'un volume d'échantillon suffisant et/ou de plusieurs
échantillons peut étre difficile. Pour cette raison ’OMS recommande fortement 1’utilisation
du test Xpert MTB/RIF plutdt que la mise en culture. En revanche si un volume suffisant de
LCR est disponible, des méthodes de concentration doivent étre utilisées pour augmenter le
rendement du test (286).

Tableau 11 : La performance du test Xpert MTB/RIF dans le diagnostic de la tuberculose extra

pulmonaire.
Référence Pays Nombre de  Type de Test de Sensibilité Spécificité¢ VPP VPN
de I’étude prélevement prélevement référence % % % %
Marouane Tunisie 153 Extra Diagnostic* 84.7 96.8 943 91
et al. (298) pulmonaire
Diallo et Sénégal 544 Extra Culture 94,74 97,95 84,38 99,38
al. (299) pulmonaire
Hillemann Allemagne 501 Extra Culture 77.3 98.2 I I
et al. (300) pulmonaire
Causse Espagne 340 Extra Culture 95 100 100 99
(301) pulmonaire
Tortoli et  Italie 980 Extra Culture ou  77.6 99.9 I I
al. (302) pulmonaire corrélation
clinique

Zeka et al. Turquie 176 Extra Culture 67.6 96.5 80.7 932
(303) pulmonaire
Massi et Indonésie 70 Osseux Culture 100 16.6 35.48 100
al. (304) (disco-

vertébrale)
Friedrich  Afriquedu 25 Liquide Culture 25 100 I |
et al. (305) sud pleurale
Ghariani  Tunisie 174 Ganglionnaire Culture 87.5 73.3 94 55
et al. (306)
Peter Afrique du 175 Urine Culture 47.8 98 I I
307) sud

I: Indisponible

anatomopathologique et thérapeutique.

*Le diagnostic est basé sur un ensemble de critéres clinique, radiologique, microbiologique,
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1.2.1.3. Apport du test Xpert MTB/RIF dans le diagnostic de la tuberculose dans la
population pédiatrique

La confirmation de la TP chez l'enfant reste un défi diagnostique. Ceci est expliqué par la
combinaison de plusieurs facteurs : les signes et les symptdomes non spécifiques de la maladie,
la nature pauci bacillaire des échantillons, les difficultés d’obtention des échantillons
d'expectoration adéquats et I'absence d'un test diagnostique sensible (308). La mise en ceuvre
du Gene Xpert MTB / RIF a le potentiel de faire progresser le diagnostic de la TB pédiatrique.
Le tableau 12 résume les données de sept études sur l'utilisation du test Xpert MTB / RIF pour
diagnostiquer la TP et TEP chez les enfants. En utilisant la culture comme « Gold standard »,
six de ces études ont rapporté que la sensibilité du test Xpert MTB / RIF pour la TP était
environ deux a trois fois plus élevée que celle de I’examen microscopique des expectorations
induites, des aspirations nasopharyngées et des tubages gastriques (309) (310) (311) (316)
(312) (313) (314). La sensibilité varie entre 19.4% et 91,6% et la spécificité était de 86.8% a
100%.

Trois des études ont rapporté un rendement additionnel €levé (27,8%, 25% et 20%) a partir
d'un deuxiéme échantillon (310) (312) (313). Lors de l'analyse d'échantillons prélevés des
sites extra pulmonaires, on déduit que le test Xpert MTB / RIF améliore le rendement
diagnostique (314).

Au bout du compte, par rapport a la microscopie, Xpert offre une meilleure sensibilité pour le
diagnostic de la TP chez les enfants et son extension aux échantillons extra pulmonaire
améliorera l'acces au diagnostic de la TB pour les enfants. Bien que Xpert aide a fournir une
confirmation rapide de la maladie, sa sensibilité reste moindre que celle de la culture. Un
résultat Xpert négatif n'exclut pas la TB. Un bon sens clinique est encore nécessaire pour

décider quand commencer un traitement antituberculeux (315).
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Tableau 12: L'utilité du test Xpert MTB / RIF pour diagnostiquer la tuberculose pulmonaire et

extra pulmonaire dans la population pédiatrique.

Référence

Pays

Résumé de I’étude

Togun et
al.
(311)

Singh et al.

(316)

Bates
(309)

Nicol et al.
(310)

A. Rachow
et al.
(312)

HJ Zar et
al.
(313)

Gambie

Inde

Zambie

Afrique
de sud

Tanzanie

Afrique
du sud

Dans cette étude prospective, un échantillon d'expectoration induite a
été obtenu a partir de 487 sujet-contact de cas de TB ayant un age
moyen de 6 ans (3-9 ans). En utilisant I’ensemble des données
cliniques, radiologiques et bactériologiques comme test de référence
I’ Xpert MTB / RIF avait une sensibilité de 19,4%, significativement
plus élevé que celle de la microscopie des frottis (9,7%), mais
comparable a celle de la culture (22,6%). Les sensibilités de la
combinaison des tests diagnostiques Xpert et culture d’un coté et de
Xpert, culture et I’examen microscopique d’un autre co6té semble Etre
comparable (32.3% contre 33.9%). La spécificité était de 100%. En
utilisant la culture seule comme étalon d’or la sensibilité et la
spécificité de Xpert MTB/RIF sont ainsi respectivement de 42.9% et
98.7%.

L’étude a porté sur des échantillons de tubage gastrique et
d’expectoration induite de 50 personnes agées de 0-15 ans suspectées
de TP. Cette étude a montré que Xpert est un test sensible et
spécifique pour le diagnostic de la TP pédiatrique par rapport a la
culture MGIT en tant que norme d'excellence. La sensibilité et la
spécificité de I’ Xpert étaient respectivement de 91,6% et 86,8%.
Etude prospective des patients hospitalisés (n = 930) avec un dge
moyen de 24 mois (maximum 15 ans) suspectés tuberculeux : en
prenant la culture comme étalon d’or, le test Xpert MTB / RIF était
plus sensible que la microscopie aussi bien sur les échantillons
d’expectoration (90.0% contre 30.0%) que sur ceux du tubage
gastrique (68.8% contre 25.0%) et la spécificité était de 98-5% pour
les échantillons d’expectoration et de 99.3% pour ceux du tubage
gastrique.

Etude prospective des patients hospitalisés (n = 452) avec un age
moyen de 19.4 mois (maximum 15 ans) suspectés de TP : a partir de
deux échantillons d'expectorations induites, le test Xpert MTB / RIF
avait une sensibilité de 75,9% significativement plus élevé que celle
de I’examen microscopique (37.9%). La spécificité est de 98,8%
comparée a 100% de la microscopie. Dans les cas ayant un frottis
négatif, le rendement additionnel du deuxieéme test Xpert MTB / RIF
était de 27,8%.

Etude prospective de 164 enfants agés de moins de 14 ans (Age moyen
de 5,8 ans) : sur 28 cas de TB confirmée par culture (LJ et MGIT)
I’Xpert MTB/RIF a diagnostiqué 21 cas (75%). Il a détecté 7/7 des
cas a bacilloscopie positive avec une sensibilité de 100% et 14/21 des
cas a frottis négatif et clture positive avec une sensibilité de 66.6%;
les rendements additionnels des deuxieme et troisiéme échantillons
étaient respectivement de 20% et 16%.

Etude prospective des patients hospitalisés (n = 535) avec un age
moyen de 19 mois (maximum 15 ans) suspectés tuberculeux : la
sensibilité et la spécificité de I’Xpert MTB/RIF réalisé sur des
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échantillons d'expectorations induites a été de 73.6 et 98.9 %
respectivement contre 32.2 et 100% pour la microscopie directe. Sur
des échantillons d’aspirations rhinopharyngés les sensibilités ont été
plus basses.

le rendement additionnel du test Xpert MTB / RIF réalisé sur le
deuxiéme échantillon d’aspiration rhinopharyngé a été de 36.7%
contre 26.3% pour la culture. Quant aux échantillons d’expectoration
induite le rendement additionnel du test Xpert MTB / RIF a été de
25% contre 17.6% pour la culture

E. Tortoli  Italie Etude du diagnostic de TEP chez les adultes et les enfants a partir de
et al. différents types d'échantillons (biopsies tissulaires, liquide pleural,
314) aspirations gastriques, pus, LCR et urine). L.’étude utilise comme

norme de référence : la culture, la radiologie, I'histologie et la réponse
au traitement : la sensibilité dans les échantillons provenant d'enfants
(86,9%) avait tendance a étre plus élevée que dans les échantillons
d'adultes (77,6%), peut-Etre en raison de la distribution différente des
types d'échantillons cliniques notamment ceux a faible rendement
(liquide pleural et cavitaire) dans les deux groupes.

1.2.1.4. Apport du test Xpert MTB/RIF dans le diagnostic de la tuberculose chez les
patients VIH séropositifs

L’examen microscopique des expectorations a une sensibilité particulierement faible pour la
détection de la TB parmi les sujets VIH séropositifs. Donc pour ceux ayant un résultat négatif
a la microscopie, mais qui sont toujours présumés tuberculeux, la culture a été la seule option
diagnostique. Cependant, la culture ne peut étre entreprise qu'au niveau central et les résultats
sont généralement disponibles aprés un certain nombre de semaines ou de mois. En décembre
2011, ’OMS a approuvé I'utilisation de I’Xpert MTB/RIF pour le diagnostic de la TB chez
les sujets VIH-positifs (317).

Le tableau 13 résume huit études de patients infectés par le VIH, en comparant la sensibilité
de I’examen microscopique des expectorations et le test Xpert MTB / RIF avec la culture
utilisée comme étalon-Or. L’ Xpert MTB/RIF est sensible et spécifique a la détection de la TP
lorsqu'il est utilis€ comme test initial de diagnostic chez les adultes présumés avoir une
sérologie VIH-positive associée a la TB. La sensibilité médiane de I’examen microscopique
est de 46.15 % (intervalle 22.2-68.9) comparée a 79.0 % (58.3-97.8) avec le test Xpert MTB /
RIF. La sensibilité globale du test Xpert MTB / RIF pour la TB associée au VIH est tres
hétérogene (fourchette de 58.3-97.8 %) et c’est probablement le résultat de la sélection des

patients.

130



La sensibilité la plus faible est rapportée dans une étude en Afrique du Sud ou les patients
sous traitement antirétroviral ont été soumis a un dépistage actif de la TB indépendamment
des symptomes. La sous-analyse a montré que 1I’Xpert MTB/RIF augmente la détection des
cas de TB d'environ 36% par rapport a la microscopie chez les personnes vivant avec le VIH
(318).
Dans 1'ensemble, les sensibilités sont élevées dans les études qui ont porté sur des patients
avec des symptomes chroniques ayant bénéficié d’une prise en charge ambulatoire, mais les
plus hautes sensibilités sont notées chez les sujets hospitalisé (tableau 13). Ainsi, la sensibilité
du test Xpert MTB / RIF se rapporte a la sévérité des symptomes, qui a son tour peut refléter
la charge mycobactérienne. Bien que la sensibilit¢é de 1’examen microscopique des
expectorations soit nettement plus faible chez les patients infectés par le VIH que chez les
patients non infectés (319), une telle association n'est pas claire pour le test Xpert MTB / RIF.
La sensibilité est inférieure d'environ 10% chez les patients infectés par le VIH par rapport a
ceux sans VIH (319). Cependant, les résultats de la sixieme étude des patients hospitalisés,
ont montré l'inverse (320).
Une étude faite pour comparer le rendement clinique de 1’Xpert MTB/RIF et de 1’examen
microscopique chez les sujets VIH-positifs et VIH-négatifs ayant une TB séreuse, trouve que
parmi les 21 échantillons des patients VIH-positifs 4/21 (19.05%) sont frottis positif et
9/21(42.85%) ont un GeneXpert positif. Ces résultats montrent que le GeneXpert MTB/RIF
est plus sensible que 1I’examen microscopique des expectorations en matiere de diagnostic de
la TEP. Son rendement chez les patients VIH et non-VIH est le méme (321).
D’ailleurs ce test est considéré le plus avantageux chez les sujets co-infectés VIH-TB vu que
(322):
= ]l améliore la qualité du diagnostic rapide de la TB parmi les sujets attient de VIH, en
fournissant un diagnostic bactériologiquement confirmé dans 36 a 75% des cas de TP
a frottis négatif.
= ]l facilite le diagnostic précoce et réduit les délais de traitement antituberculeux, en
particulier pour la TP a frottis négatif et dans les cliniques décentralisées dans les

zones a forte prévalence du VIH.
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= ]l améliore la sensibilité, la rapidité de détection de la résistance a la RIF chez les
adultes et les enfants vivant avec le VIH, facilitant alors 1'initiation du traitement avec
le régime médicamenteux correct.

= ]I est réalisable méme lorsqu'il est effectué par un personnel non technique dans les

lieux de soins.
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Tableau 13 : La sensibilité du test Xpert MTB / RIF par rapport a I’examen microscopique en

matiere de diagnostic de la tuberculose chez des patients atteints du VIH.

Référence  Pays Population Sélection des Sensibilité de  Sensibilité du
de I’étude étudiée patients la Xpert
microscopie MTB/RIF
% %

W. Uganda En ambulatoire  Patients suspectés  31.7 76.4
Ssengooba et en hospitalier tuberculeux avec

et al. (VIH +) une toux > 2

(323) semaines

T.T. Ethiopie En ambulatoire  Patients suspectés  22.9 66.4
Balcha et (VIH positifs) tuberculeux**

al.

(325)
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J. O°Grady Zambie Les sujets Tous ceux qui VIH+ : 52-8 VIH+: 88-2

et al. hospitaliers peuvent expectorer  VIH - : 48.6 VIH -:74.3
(320) (VIH positifs et
VIH négatifs)

M. E. Chili Les sujets Patients admis 66.7 91.7
Balcells et hospitaliers pour suspicion de
al. (VIH positifs) TB avec
(326) persistance des

symptdmes pour >

10 jours
G. Pérou Les sujets Patients admis 68-9 97.8
Carriquiry hospitaliers pour suspicion de
et al. (VIH positifs) TB, toux> 10
(327) jours,

Radiographie

thoracique

anormal et

d’autres signes

additionnels.

*Culture positive et résistance a la RIF phénotypiquement diagnostiquée.

**Criteres sociodémographiques, antécédents, les symptdmes et examen physique
performant.

*#** Systeme de notation : a) toux pendant plus de 2 semaines et production d'expectorations
(2 points pour chaque) ; b) perte de poids au cours des 3 derniers mois, perte d'appétit récente

et douleur thoracique (1 point pour chacun).
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1.2.2. COBAS® TagqMan® MTB

Le test COBAS® TagMan® MTB est un test d'amplification d'acide nucléique in vitro pour la
détection qualitative de 1'ADN du MTBC dans des échantillons respiratoires humains
liquéfiés, décontaminés et concentrés, y compris les expectorations et les LBA. Le test utilise
le kit de préparation des échantillons respiratoires AMPLICOR® pour la préparation
manuelle des échantillons et l'analyseur COBAS® TagMan® 48 pour l'amplification et la
détection automatiques (328).

L'amplification subséquente est réalisée par RT-PCR ciblant le géne responsable de I'ARN
16S, suivie de I'utilisation d'une sonde TagMan pour la détection de 'ADN du MTBC dans
des échantillons cliniques (329).

Le test COBAS® TagMan® MTB offre jusqu'a 48 tests par cycle et fournit des résultats en
deux heures et demie, apres la préparation de 1'échantillon. Le test permet une amplification et
une détection automatiques dans un systeme fermé. Le contrdle interne systématique pour
chaque test permet d'améliorer le contrdle de qualité dans le laboratoire (328) (329).

En termes de performance du test, des études des laboratoires en Corée du sud et en Taiwan
ont évalué I'utilit¢ de COBAS® TagMan® MTB pour le diagnostic de la TB dans des
échantillons respiratoires. Park et ses collegues ont testé 1154 échantillons et ont trouvé une
sensibilité globale de 60% qui diminue a 36.4% pour les échantillons a frottis négatifs. La
spécificité est de 99,2%, ce qui est comparable aux résultats d'études d'échantillons
respiratoires a frottis négatif (330). Huh et ses collégues ont testé une large gamme
d'échantillons (n = 6772) et ont rapporté une sensibilité similaire de 66.9% et une spécificité
de 99.5% (331). En revanche, 1'étude de Lee et ses collegues incluant des résultats provenant
de seulement 586 échantillons, a révélé€ une sensibilité globale de 82.7% nettement supérieure
a celle obtenue dans les études précédentes (332). D'excellents résultats ont également été
rapportés dans une étude en Taiwan dans laquelle des patients (n = 1093) avec suspicion de
TP ont été étudiés prospectivement (333). Une norme de référence de culture en milieux
solide JN, test BD MGIT TBc identification et le GenoType Mycobacterium CM a été
utilisée. La sensibilité globale et la spécificité ont été rapportées comme étant de 91.5 et

98,7%, respectivement. Deux autres études ont évaluée 1’apport de COBAS® TagMan®
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MTB pour le diagnostic de la TB extra pulmonaire. La premiere étude Suédoise réalisée sur
1005 échantillons extra pulmonaire, a révélé une sensibilité de 51% et une spécificité de 99%
(334). Presque les mémes chiffres ont été obtenu dans 1’étude de Bloemberg et ses collégues
(sensibilité et spécificité de 63.6% et 94.6% respectivement) (335)

Une méta-analyse récente a confirmé que le test Cobas présente des performances
hétérogenes (336). Cette hétérogénéité peut etre due au statut des frottis a I’examen direct,
aux types d'échantillons variables et a 1'incidence de base de la TB (331) (334). En particulier,
les auteurs présents ont précédemment trouvé que la performance du test Cobas dépend du
statut de frottis (331), le test Cobas présente une sensibilité plus élevée dans les échantillons a
frottis-positif que dans ceux a frottis-négatif.

1.2.3. Test Real time MTB

Récemment, Abbott Molecular (Des Plaines, IL) a introduit un test PCR RealTime MTB (RT
MTB) automatisé a des fins de diagnostic in vitro). Les échantillons d'expectoration ou de
LBA (préparés ou non par le N-acétyle-L-cystéine) sont inactivés pendant au moins une heure
avec un tampon d'inactivation a base d'isopropanol (Abbott) avant I'extraction de ' ADN. Ce
test de diagnostic in vitro (le test porte le marquage CE-IVD) comprend une étape d'extraction
automatisée, qui peut gérer un maximum de 96 échantillons dans un seul lot et une
amplification dans le m2000rt basée sur la RT-PCR qui cible spécifiquement deux genes du
MTBC, la séquence d'insertion 6110 (IS6110) et 1'antigene protéique b (Pab) en une seule
réaction (337) (338). L’amplification peut étre réalisée manuellement en utilisant le m2000sp.
L’extraction automatisée prend environ sept heures pour traiter et analyser 96 échantillons
(339).

La sensibilité analytique est de 17 UFC/mL. En termes d’évaluation clinique, la sensibilité
globale et la spécificité du test RT MTB a ce jour sur des échantillons cliniques
prospectivement collectés varient respectivement de 93% a 100% et de 97% a 100% (340)
(341), bien qu'une étude rapporte une sensibilité réduite de 81% dans les échantillons a frottis
négatif (342). Une sensibilit¢ similaire (92% sur une gamme de types d'échantillons
respiratoire et non respiratoire et 93,5% pour les échantillons respiratoires seulement) et une
spécificité (100%) ont été rapportées sur des échantillons cliniques résiduels, avec une

sensibilité réduite de 76,1% dans les échantillons a frottis négatif (343).
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1.3. Amplification isotherme induite par boucle

Dans la réaction LAMP, la séquence d’ADN cible est amplifiée avec une haute sensibilité et
spécificité liées a I’utilisation de 6 amorces (344). Le tout se fait dans des conditions iso-
thermales et en une heure environ (345). Comme pour la PCR, il existe plusieurs
déclinaisons de cette méthode : la LAMP classique, la LAMP en temps réel, la RT-LAMP ou
encore la RT-LAMP en temps réel. Cependant le test LAMP a plusieurs avantages par rapport
a la PCR conventionnelle, il ne comporte pas d’étape de purification et de dénaturation de
la séquence nucléique cible, il ne nécessite pas de thermocycleur, il est effectué a une
température fixe de 60-65°C et les produits amplifiés peuvent étre visualisés au point final a
l'ceil nu en ajoutant un indicateur. Un essai moléculaire commercial et manuel pour détecter le
MTBC basé sur les techniques LAMP (TB-LAMP) a été développé par Eiken Chemical
Company (Tokyo, Japon) et recommandée par I’OMS en 2016 (346). Les tests TB-LAMP
actuels sont basés sur 'amplification de I'ADN génomique des mycobactéries MTBC ciblant
les génes gyrB et IS6110.

Le tableau 14 regroupe quelques études €valuant I’apport clinique de TB-LAMP dans le
diagnostic de la TB sur des échantillons pulmonaire et extra pulmonaire. L’étude portée par
Ou et ses collegues a démontré que la sensibilité de TB-LAMP basée sur des expectorations
frottis négatifs a été de 53,81%, avec une sensibilité globale de 70,67% et une spécificité de
98,32% (347); ces résultats sont presque similaires a ceux de Gray et ses collegues (348).
D’excellents résultats ont été rapportés par N’ guessan et al. La sensibilité et la spécificité ont
été de 92% et de 94% respectivement (349). Une méta-analyse récente de I'exactitude
diagnostique du LAMP pour la TP a révélé une sensibilité de 80,0% et une spécificité de
96,0% (350). De nombreuses études ont utilis€ une approche multi-cible pour évaluer la
sensibilité et la spécificité du test pour le diagnostic de méningite tuberculeuse et de
lymphadénite tuberculeuse, visualisant ainsi des chiffres encourageants (351) (352).
Malheureusement, LAMP est connu pour donner de faux résultats négatifs (353).

Apres avoir examiné les derniéres données probantes, 'OMS recommande que TB-LAMP
puisse €tre utilis€ en remplacement de la microscopie pour le diagnostic de la TP chez les
adultes présentant des signes et des symptomes de TB. Il peut également étre considéré

comme un test de suivi de la microscopie chez les adultes présentant des signes et des
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symptomes de TP, en particulier lorsque des tests plus poussés sur des échantillons de frottis

d'expectoration négatifs sont nécessaires (346).

Tableau 14 : Les données d'études publiées récemment décrivant la performance de TB-LAMP.

Référence Pays Nombre Type du Sensibilité Spécificité

d’échantillons prélévement % %
Gray et al. Inde 1745 Expectorations  84.4 96.6
(348) Uganda

Pirou

Ou et al. Chine 1519 Expectorations  70.67 98.32
(347)
N’guessan Cote 469 Expectorations 92 94
et al. (349) d’Ivoire
Modietal. Inde 150 LCR 82.7 100
(351)
Sharma et Inde 170 Cytoponction a  84.7 100
al. (352) I’aiguille fine

1.4. Amplification transcriptionnelle de ’ARN par TMA

La TMA ou Transcription Mediated Amplification (amplification utilisant la transcription
inverse de 'ARN) amplifie des segments cibles d'’ARN ribosomal par la reverse transcriptase.
L’ADN complémentaire est ensuite transcrit en ARN par I’ARN polymérase. Cet amplicon
est hybridé a une sonde ADN conjuguée a un marqueur chimio luminescent. Le signal
lumineux émis par les hybrides ARN-ADN est mesuré a l'aide d'un luminometre (354).
L’ensemble du processus est réalis€ manuellement. Les thermocycleurs ne sont pas
nécessaires et toute l'étape d'amplification est réalisée sur un bloc chauffant a 42 ° C. Le
temps d'exécution est de 2,5 heures. Aucun contréle interne n'est fourni dans le kit pour
surveiller la présence d'inhibiteurs. La méthode est approuvée par I’Agence américaine des
produits alimentaires et médicamenteux (US FDA) pour tester les échantillons respiratoires a

frottis positif et a frottis négatif.
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L'avantage essentiel de cette technique, est que le nombre de copies d'ARN transcrites dans la
bactérie a partir d'une séquence d'ADN donnée est environ 1 000 fois plus élevé que le
nombre de copies de cet ADN. Théoriquement parlant, ce nombre de copies confére a la TMA
une sensibilité supérieure a la PCR (355). De plus la présence d’ARN est mieux corrélée avec
le caractere viable des bactéries. En revanche, I’ ARN est tres fragile et facilement dégradable
que I’ADN lorsqu’il est libéré a I’extérieur de la bactérie. Ceci minimise a la fois le risque de
contamination et l'incidence des résultats faussement positifs suite a la persistance d'ADN des
bactéries non viables.

Cette méthode est développée et commercialisée par GenProbe et BioMérieux dans la trousse
Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test® (AMTD® GenProbe, BioMérieux ;
GenoQuick®, Hain Lifescience).

L’analyse des échantillons respiratoires rapporte des taux de sensibilité et de spécificité de 80-
97.8% et 98.7-100% respectivement (356) (357) (358) (359). La sensibilité du test sur des
frottis a microscopie négatif varie de 50 a 75% (356) (358) (359) (360), de meilleurs résultats
(sensibilité de 80%) ont été obtenus sur des échantillons prélevés par bronchoscopie (361).
Quant a la performance du test AMTDT sur les échantillons extra respiratoires, une étude
francaise portant sur 1538 échantillons montre des performances trés importantes (sensibilité
et spécificité de 89, 99% respectivement) pour les prélevements comme les pus, les
adénopathies et les biopsies diverses (362). Une autre étude analysant I’apport de cette
technique sur 197 prélévements des ponctions ganglionnaires, rapporte une sensibilité de 93%
et une spécificité de 100% (363).

1.5. Amplification par LCR

La LCR ou Ligase Chain Reaction (réaction de ligature en chaine) permet, comme la PCR,
I'amplification d'ADN. Cependant, la LCR amplifie la molécule sonde plutdt que de produire
un amplicon par polymérisation de nucléotides.

La méthode a été développée et commercialisée par les laboratoires Abbott dans la trousse
LCx M. tuberculosis. Dans son principe, ce test fait intervenir deux paires de sondes
nucléotidiques étant complémentaire d'un brin de 'ADN cible dénaturé (364). 11 utilise a la
fois une enzyme ADN polymérase et une enzyme ADN ligase pour conduire la réaction. La

séquence d’ADN code pour la protéine « Antigéne B », qui est spécifique pour les membres
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du MTBC. Dans un premier temps, une ADN polymérase thermostable comble les espaces
entre les amorces, ensuite une ligase également thermostable réunit les fragments les uns aux
autres, l'amplicon est alors constitué. Il sera reconnu par une paire de sondes
oligonucléotidiques, I'une permet la capture de I'hybride et le fixe dans le milieu réactif,
I'autre permet ensuite la mise en évidence de la fixation par réaction immunoenzymatique
(354). Comme la PCR, LCR nécessite un thermocycleur pour conduire la réaction et chaque

cycle entraine un doublement de la molécule d'acide nucléique cible. La LCR permet d'obtenir

de l'ordre de 10° copies d'ADN aprés 20 a 40 cycles d'amplification (365). Le test est
recommandé par le fabricant pour une utilisation avec des échantillons respiratoires, il ne
comprend pas un systeme de controle interne d'amplification et a partir d'un échantillon digéré
et décontaminé, il peut étre complété en 5 a 6 heures. Cette méthode n'est pas approuvée par
la FDA pour étre utilisée aux Etats-Unis et, en 2002, elle a également été retirée du marché
européen.

Dans les études publiées (Tableau 15), la sensibilité du test (comparée a la culture et a la
corrélation clinique) varie de 69,7 a 96,8% dans l'ensemble et de 81,8 a 100% pour les
échantillons a frottis positif mais elle baisse dramatiquement entre 35,3 et 79,2% pour les
échantillons a frottis négatif et elle est encore plus décevante dans les échantillons extra
pulmonaires.

Parmi les avantages spécifiques du MTB LCx, on trouve une détection plus précoce et plus
spécifique des bacilles tuberculeux dans les échantillons radiométriques positifs pour la
culture BACTEC par rapport a la confirmation par analyse microscopique (366).

Comme avec d'autres procédures d'amplification d'ADN, la présence d'inhibiteurs dans
I'échantillon conduit souvent a des résultats faussement négatifs. Il a été rapporté que le taux
d'inhibition de la LCR est d'environ 0,8% (367). Un autre inconvénient important de la
détection LCR par rapport aux procédures de diagnostic MTB classiques est 1'incapacité du
test a différencier les organismes viables et non viables chez les patients suivant un traitement
médicamenteux. Donc la détermination de la progression du patient ne peut pas €étre faite par

LCR (368) (369).
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Tableau 15: Evaluation du test LCx M. tuberculosis pour la détection du MTB sur des

échantillons respiratoires et extra respiratoires.

Référence de I’étude  Nombre/type Nombre Etalon d’or utilisé Sensibilité Spécificité
des de % %
échantillons cultures/

nombre
de frottis
positifs

Gamboa et al. (368) 526/E 130/33 Culture, corrélation 78.5 100

clinique

Alonso et al. (370) 322/R+E 11/8 Culture, corrélation  76.5 95.8

clinique

Palacios et al. (371) 235/E 18/0 Culture, corrélation 90.4 98.5

clinique

Fadda et al. (372) 622/R+E 124/71 Culture, corrélation 96.8 100

clinique

Moore and Curry 493/R 34/13 Culture, corrélation 77 99

(369) clinique

Garrino et al. (373) 737/R+E 61/46 Culture, corrélation 78 100

clinique

Lumb et al. (374) 2,347/R+E 152/79 Culture, corrélation 69.7 99.9

clinique

Viinanen et al. (375) 247/R 31/24 Culture, corrélation 83.9 97.7

clinique

Ribeirro et al. (376) 297/R 297/124 Culture 92.7 93

R: respiratoire ; E: extra respiratoire

1.6. Amplification par SDA

L'amplification par déplacement de brin (SDA) est un processus enzymatique isotherme qui
amplifie 'ADN de facon exponentielle, en mettant en jeu 1’action simultanée de deux
enzymes thermorésistantes, une enzyme de restriction (BsoBI ou Bsrl) et une ADN
polymérase dépourvue d’activité exonucléasique (377). Cette méthode a été développée et
commercialisée par Becton-Dickinson pour le diagnostic de la TB sous la forme de la trousse

The BD ProbeTec ET.
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Cette méthode comporte deux temps : la génération d’une cible puis son amplification.
L’amplification est basée sur la capacité de I’enzyme de restriction a couper un site de
reconnaissance modifié, suite a 1’incorporation d’un désoxyribonucléotide modifi¢ dATP.
Cette coupure crée une nouvelle « amorce » a partir de laquelle ’ADN polymérase va
synthétiser un nouveau brin et déplacer le brin coupé (378). Le brin déplacé est une copie
supplémentaire de la séquence cible et sert de matrice pour une nouvelle étape d’hybridation-
élongation. Le SDA a été utilisé pour amplifier une seule espece cible dans chaque mélange
réactionnel (379). Des avancées récentes ont permis d'étendre la capacité d'une telle technique
a permettre une amplification simultanée et efficace de deux séquences cibles couplées a une
molécule de contrdle interne destinée a agir comme standard (technique SDA Multiplex) qui
présente l'avantage de permettre 1'utilisation d'une seule paire d'amorces d'amplification sur
une paire de cibles différentes, assurant ainsi que l'amplification se déroule a des vitesses
comparables et minimisant les réactions d'amplification de fond a la suite d'événements
d'amorcage erronés. La méthode multiplex SDA permet d'amplifier la séquence IS6110 en
fournissant une spécificité de niveau d'amplification pour les souches MTBC tandis que
l'autre cible est le geéne ribosomique 16S commun a toutes les espéces mycobactériennes
cliniquement pertinentes permettant la spécificité mycobactérienne au niveau d'amplification.
Le SDA a l'inconvénient d'avoir des fonds accrus dus a la digestion d'ADN non pertinent
contenu dans 1'échantillon, mais il nécessite également 1'utilisation de nucléotides modifiés
coliteux comme substrat, ce qui rend impossible la mise en ceuvre dans les pays défavorisés
(378).

L'ADN cible est dénaturé par la chaleur en présence de tous les réactifs sauf I'enzyme de
restriction et la polymérase, aprés quoi I'amplification se poursuit a environ 40°C apres 1'étape
de refroidissement et 1'ajout des enzymes (enzyme de restriction et polymérase) (380).

L'essai est recommandé par le fabricant pour une utilisation avec des échantillons respiratoires
et peut étre complété en 3,5 a 4 h a partir d'un échantillon digéré et décontaminé. Un systeéme
de contrdle interne, congu pour détecter la présence de substances inhibitrices, est utilisé avec
chaque échantillon. Actuellement, cette méthode n'est pas approuvée par la FDA pour une

utilisation aux Etats-Unis.
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En général, le test offre plusieurs avantages aux laboratoires cliniques qui effectuent des tests
d’amplification commercialisés de routine. Le plus important est 1'inclusion d'un systeme de
controle interne dans le méme puits que le spécimen du patient. De plus, la contamination par
les amplicons est minimisée, car le micropuit scellé dans lequel I'amplification se produit ne
subit aucune réouverture. Apres l'inactivation mycobactérienne, qui se produit pendant le
traitement initial de 1'échantillon, la procédure restante n'a pas besoin d'étre effectuée dans une
enceinte de sécurité biologique. Enfin, le traitement initial et I'amplification des échantillons
peuvent étre effectués dans la méme piece (comme suggéré par le fabricant) et tous les
réactifs peuvent étre stockés a température ambiante. La préparation des échantillons est la
plus laborieuse et représente la principale lacune du systéme ; par la suite, le test est presque
entierement automatisé (381).

Les données tirées de la littérature (Tableau 16) donnent un taux de sensibilité sur des
échantillons respiratoires (comparé a la culture plus ou moins la corrélation clinique) allant de
81,8 a 100% globalement et de 96.3 a 100% pour les échantillons a frottis positif. Bien que
toutes les études publiées aient signalé des sensibilités plus faibles pour les échantillons a
frottis négatif et extra pulmonaire (allant de 33,3 a 100% et de 60.7 a 100% respectivement),
cette différence semble moins importante que celle observée avec d'autres méthodes.
L'amélioration de la sensibilité était principalement due a la disponibilité du systeme de
controle interne, qui permet la détection facile des échantillons inhibiteurs. La spécificité

globalement s'est révélée trés bonne.
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Tableau 16: Evaluation du test BD ProbeTec (DTB) pour la détection de la tuberculose sur les

échantillons cliniques.

Référence de Nombre/type Nombre Etalon d’or utilisé Sensibilité Spécificité
I’étude des de % %
échantillons cultures/
nombre
de frottis
positifs
Bergmann and 523/R 24/15 Culture et corrélation 100 99.2
Woods (382) clinique
Bergmann et al. 600/R 16/12 Culture et corrélation 93.8 99.8
(383) clinique
Johansen et al. 351/R 150/85 Culture et corrélation 82.7 99
(384) clinique
372/E 192/67 Culture et corrélation 60.7 98.9
clinique
Barrett et al. (385) 200/R 104/101  Culture et corrélation 97.1 96
clinique
Maugein et al. (386) 547/R 69/43 Culture et corrélation 89.5 98.2
clinique
T4/E 8/4 Culture et corrélation [ I
clinique
Mazzarelli et al. 537/R 184/135  Culture et corrélation 91.3 98.1
(387) clinique
294/E 68/28 Culture et corrélation 77.8 97.7
clinique
C. Bismen et al. 4716/R 4716/99  Culture et corrélation 81.8 98.3
(388) clinique ique
167/E 167/0 Culture et corrélation 100 96.2
clinique
A.M. Somily et al. 118/R 118/33 Culture 97 96
(389)
148/E 148/15 Culture 80 88
E : extra respiratoire I : indisponible R : Respiratoire

En raison de 1'utilisation croissante des TAG et de I'impact potentiel sur les soins dédiés aux
patients et la santé publique, le Centre de Contrdle des maladies (Center Disease Control ou
CDC) et l'association des laboratoires de santé publique aux états unis suggerent des
recommandations pour |'utilisation des TAG pour la confirmation de la TB en laboratoire.

Dans les formes avec une forte charge bactérienne, la conjonction d’un frottis positif avec un
TAG positif indique une TB active alors qu’un frottis positif avec un TAG négatif obtenus sur

de deux échantillons en l'absence d'inhibiteurs indiquera une maladie mycobactérienne non
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tuberculeuse (400). Si la culture est positive dans les cas si-dessus, le patient est considéré
comme un cas bactériologiquement confirmé de TB (162). Un TAG peut déterminer si les
patients a frottis positif ont ou non une TB (401). De plus, si le résultat du TAG est positif
mais le frottis est négatif, la décision de commencer un traitement antituberculeux reposera
sur le jugement clinique en attendant les résultats de culture (402). Selon le CDC, si les
expectorations sont a frottis négatif et le TAG négatif, un échantillon supplémentaire devrait
étre testé avec TAG (403). Cependant, si les résultats de culture sont revenus positifs, alors le
patient pourra également étre classé comme bactériologiquement confirmé pour avoir une TB.
Enfin, si le frottis, le TAG et la culture MTB ont montré des résultats négatifs, le médecin
pourra classer le patient comme un cas de TB cliniquement diagnostiqué ou envisager un
autre diagnostic.

Dans les endroits ou le taux de cultures positives pour la TB est faible, il pourra étre plus
efficace de limiter le TAG aux cas avec des résultats de frottis positifs ; d'autre part, dans les
endroits ou les cas de TB sont élevés, un TAG devrait étre utilisé dans les cas de frottis
négatifs (404). Une méta-analyse comprenant 125 études a montré qu'un TAG commercial ne
devrait pas remplacer les tests conventionnels de diagnostic de la TB pulmonaire (405).

En conclusion, les méthodes d’amplification génique constituent une alternative potentielle
des méthodes bactériologiques classiques qui présentaient plusieurs limites (399). L’obtention
des résultats dans un délai rapide avec les TAG facilite le dépistage et I’initiation du
traitement et par conséquent la non perte de vue des patients infectés.

Les TAG ont montré une sensibilité tres élevée pour détecter les souches de MTB dans les
échantillons cliniques. Actuellement, le TAG de deuxieme génération -basé sur
I’amplification par PCR- approuvé par I'OMS est le test Xpert / RIF MTB. Ce dernier
présente une sensibilité similaire ou supérieure a celle des TAG de premicre génération pour
le diagnostic de la tuberculose pulmonire et extrapulmonaire chez les différentes catégories de
cas notamment les enfants et les VIH-séropositifs. TB-LAMP encore est une des TAG basée
sur I’amplification isotherme induite par boucle qui a bénéficié¢ de la validation de I’OMS.

Son intérét est prouvé surtout dans la détection de MTB sur les échantillons pulmonaires.
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2. Identification par hybridation moléculaire

L’hybridation moléculaire désigne 1’ensemble des applications qui reposent sur la
reconnaissance d’une séquence d’acide nucléique (ADN et ARN) spécifique, par une autre
séquence qui lui est complémentaire. Lorsque cette dernieére est marquée, on 1’appelle sonde
moléculaire. Le duplex formé est détectable et le signal obtenu offre des informations
qualitatives et quantitatives sur la séquence cible détectée (390).

Les mycobactéries obtenues en culture sont traditionnellement identifiées par des techniques
phénotypiques. Cependant, 1’identification moléculaire devient de plus en plus indispensable.
Celle-ci peut étre mise en ceuvre a partir de cultures en milieu solide ou liquide et donne des
résultats rapides et fiables. Aujourd’hui 1’hybridation avec des sondes moléculaires constitue
le moyen le plus utilisé pour identifier les mycobactéries.

Actuellement on dispose de trois Kits commerciaux et qui seront exposé ultérieurement.

2.1. Technique INNO-LiPA Mycobacteria (Innogenetic)

Ce test a été le premier test de sonde d'ADN commercialisé, capable d'identifier différentes
especes mycobactériennes en parallele (391) (392) (393) (394). Bien qu’il est extrémement
couteux (200 a 400 MAD / test), le protocole du test INNO-LiPA Mycobacteria est rapide (5-
6 heures), fiable, spécifique, simple et adapté aux tests de laboratoire de routine.
L’identification des mycobactéries est faite a partir d’'une culture liquide ou solide (395).
Cependant, des tentatives d’identification directe sur des prélevements pulmonaires et extra
pulmonaires ont été rapportées en littérature (396).

Le test LiPA est basé sur le principe de 1'hybridation inverse. Le matériel d'ADN biotinylé,
obtenu au moyen d'une amplification par PCR de la région cible, est hybridé avec 14 sondes
oligonucléotidiques spécifiques immobilisées en bandes paralleéles sur des bandelettes de
nitrocellulose (figure 21) (397). Le nombre et l'emplacement des signaux d'hybridation
colorés permettent la détermination du génotype, selon la brochure d'interprétation du test
fournie avec le kit. La cible de la technique Inno-LiPA version 2 est I’inter espace 16S-23S
codant pour I'ARN ribosomial du genre Mycobacterium. Ceci permet l'identification au
niveau de l'espece 22 groupe ou sous-groupes de mycobactéries potentiellement pathogenes y

compris le MTBC (395). Cependant, le test LiPA n’identifie pas les espeéces au sein du
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MTBC. Ce test manque de systetme de contrdle interne et il n’est pas autorisé par
I’administration fédérale des médicaments aux états unis (398).

Le test a été évalué par Tortoli et son équipe (394) sur 238 souches isolées dans sept
laboratoires italiens. Le kit a correctement identifié 99,6% des souches testées et le résultat
discordant était pour une souche MAC non résolue identifiée par le test LiPA en tant
qu'intermédiaire MAC. Deux ans plus tard, une nouvelle étude gérée par Tortoli (399)
utilisant la seconde version: INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2 sur 197 mycobactéries
appartenant a 81 taxons, a révélé une sensibilité et une spécificité globales de 100% et 94,4%
respectivement. Miller et al. (400) ont examiné la performance du test LiPA, démontrant des
identifications correctes pour 59 des 60 isolats de Mycobacterium. Il est a noter que cette
étude s'est concentrée sur des cultures recues dans un seul laboratoire aux Etats-Unis, dont la
moitié était MTB. Une autre étude francaise (401) montre que 1’identification d’espéce ou de
complexe est obtenue d’emblée pour 1865/2123 isolats (88 %) avec la technique InnoLiPA,
tout en permettant 1’identification de toutes les mycobactéries du MTBC. L’étude de Padilla
et son équipe (398) trouve que le test InnoLiPA confére une sensibilit¢ de 100% pour
I’identification du genre Mycobacterium et qu’il a pu identifier correctement 109 des 110

échantillons (99,1%) directement a partir des flacons MB/Bact T®.
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Figure 21: Conception d'un test d'hybridation inverse sur bandelette : Le test INNO-LiPA®
MYCOBACTERIA v2 (402)

Sur la bande sont attachés de maniere covalente, en lignes paralléles, 23 sondes d'oligonucléotides,
représentant des régions d'ADN spécifiques a l'espece de 16 especes de MNT différentes et des
souches du MTBC. Certaines espéces comme M. kansasii et M. chelonea ont plus d'une sonde sur la
bande parce que ces especes ont plus d'un type de séquence de sonde. Un produit de PCR marqué de la
mycobactérie testée est incubé avec la bandelette et laissé s'hybrider contre des séquences homologues

provoquant une bande d'hybridation visible sur la bandelette.

2.2. Test Accuprobe (GenProbe)
L’Accu Probe (GenProbe, Inc., San Diego, CA, Etats—Unis) est la premieére méthode
moléculaire d'identification mycobactérienne mise sur le marché et qui ne nécessite pas une

amplification préalable (403). L’Accuprobe est basée sur des sondes d'ADN spécifiques
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d'espece qui s'hybrident au gene cible codant pour I'ARNr 16S. Les sondes d’ADN sont
couplées a un marqueur luminescent, I’ester d’acridinium (402). Des tests séparés sont
disponibles pour l'identification des mycobactéries les plus fréquemment rencontrées en
médecine, a savoir le MTBC, complexe M. avium-intracellulare (MAC), M. kansasii et M.
gordonae. Le test d'identification Accuprobe du complexe Mycobacterium tuberculosis ne fait
pas la distinction entre les membres du MTBC ni entre les membres du complexe M. avium.
Les résultats du test sont lus avec un luminomeétre a partir d’une culture positive en milieu
solide ou liquide. D’ailleurs, le test montre d'excellentes sensibilités avec les cultures non
radiométriques MGIT 960 (96,8%) et MB / BacT (100%) (404). Le test AccuProbe ne peut
pas €tre utilisé pour la détection directe de mycobactéries dans des échantillons cliniques. En
général, les tests AccuProbe sont trés fiables, simples a réaliser et permettent des
identifications rapides (en 2 heures environ) (402) (405). Cependant, la méthode est coliteuse
et techniquement exigeante, nécessitant des quantités relativement importantes de spécimens
(2 a 3 ml) (406). Leur utilisation est largement limitée aux Etats-Unis, ou ils sont la seule
méthode approuvée par la FDA pour l'identification des mycobactéries (407).

Dans des études récentes, le test d’identification des mycobactéries du MTBC AccuProbe a
été évalué en milieu clinique. Sa sensibilité et sa spécificité sur une étude néozélandaise
étaient de 84,2% et de 97,3% respectivement (408). Ces chiffres sont moindres que ceux
publiés sur une étude prospective portant sur 1,585 échantillon mis en culture MGIT. Celle-ci
montre que le test AccuProbe a permis d’identifier 95.7% des isolats du MTBC (409). Sur des
échantillons extra pulmonaires, la performance du test a été évaluée par Hui et ses collegues.
L’étude montre des taux de sensibilité et de spécificité d’AccuProbe de 92,0% et de 87%
(410). Bien que la performance du test déclarée par le fabricant est intéressante (sensibilité et
spécificité de 99.2% et 99.9% respectivement), les résultats doivent étre interprétés en
fonction des autres données du laboratoire et corrélés avec les données cliniques (411).

2.3. GenoType MTBC et GenoType Mycobacterium CM/AS (Hain Lifescience)

2.3.1. Systeme GenoType MTBC

Le fabricant HAIN Lifescience propose deux tests d’identification qui reposent sur la

technique d’hybridation.
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Le premier test, GenoType MTBC utilise la technique d’ADN-Strip pour ’identification in
vitro des especes et des souches appartenant au MTBC (MTB / M. canettii, M. africanum, M.
microti, M. bovis subsp. bovis, M. bovis subsp. caprae et M.bovis BCG). 1l s’agit d’un essai
qui utilise de I’ADN extrait a partir des cultures liquides ou solides positives. La procédure
s’enchaine par la suite avec 1’étude du polymorphisme mono-nucléotidique du géne gyrase B
(gyrB) et de la délétion de la région de différence-1 (RD1) de M. bovis-BCG. Ces
polymorphismes sont ciblés par des oligonucléotides spécifiques immobilisés sur des bandes
de membrane. Les amplicons dérivés d'une PCR multiplex réagissent avec ces sondes lors de
I'hybridation (412). La combinaison d'une amplification spécifique avec une hybridation
subséquente offre une fiabilité diagnostique élevée (413). Ce test a permis de passer d’une
identification des espeéces par tests biochimiques sur plusieurs semaines, avec parfois des
difficultés d’interprétation, a une méthode tres fiable et réalisable en cinq heures (414).
Puisque ce test est une technique basée sur l'amplification, la différenciation peut étre
effectuée avec des cultures liquides sans nécessiter de culture supplémentaire sur des milieux
solides (413). Le test GenoType a l'avantage de cibler 'ADN stable et ne nécessite pas donc
une quantité importante de bactéries viables (415). Comparé a d'autres techniques génétiques,
ce test ne nécessite pas de compétences techniques spéciales, ni le travail avec des substances
toxiques et potentiellement mutagenes comme le bromure d’éthidium, permettant alors aux
laboratoires d'effectuer ce test en diagnostic de routine. Il n'est pas sensible aux changements
de température ce qui rend son interprétation facile (415). De plus, les conditions
d'amplification et d'hybridation sont identiques a celles du test GenoType Mycobacterium
CM/AS pour l'identification de plusieurs especes de mycobactéries, permettant ainsi une
performance paralléle des deux tests en une seule opération de travail (412). Les bandelettes
possedent deux zones de contrdle de qualité qui assurent le bon déroulement du test et le bon
fonctionnement des différents composants du kit. Le cofit du test GenoType (130 MAD / test)
est Iégerement inférieur a celui du test LiPA (200 MAD / test) (415).

Bien que la pratique du test Génotype MTBC soit intéressante, elle n'est pas sans
inconvénients. Le test ne peut en aucun cas €étre appliqué directement sur 1’échantillon
biologique (413). La performance du test n’a pas été validée avec toutes les méthodes

d’extraction d’ADN en dehors de celles recommandées par le fournisseur. L’ADN cible doit
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étre correctement amplifié. Le test fonctionne seulement dans la limite des régions
génomiques choisies pour la différentiation. Le séquencage ou I’analyse des résistances aux
antibiotiques doivent étre réalisés séparément.

Ce test fournit une méthode directe fiable pour l'identification des membres du MTBC, avec
une excellente spécificité dans de nombreuses études. Richter et ses collegues ont évalué
I’utilité du test GenoType MTBC pour différencier les especes du MTBC sur 77 cultures
positives. L'identification des espeéces a été identique aux résultats des méthodes
conventionnelles. La sensibilité a été 1égerement plus élevée pour ce test que pour le test
AccuProbe (416). Ensuite le test a été évalué par 1I’équipe de Somoskovi. En plus de 35
souches de référence et de 157 isolats cliniques, la performance de ce test a été testée
directement sur 79 échantillons cliniques a frottis positif. Le test s'est avéré aussi précis que le
test de référence (Analyse de délétion génomique par PCR) pour tous les 192 isolats et les
membres du MTBC détectés et identifiés dans 93,2% des échantillons contenant le MTBC
(417). Dans une étude grecque, le test GenoType MTBC a démontré un accord a 100% avec
l'identification préalable des souches sur 120 isolats cliniques (418). Un autre travail publié
par Romero et son équipe indique que le test GenoType MTBC a été capable d’identifier
correctement 102 des 103 souches (99,03%) étudiées. Les résultats ont été comparés a ceux
obtenus en utilisant les techniques moléculaires RFLP-PCR et multiplex PCR, les tests
biochimiques et les tests de sensibilité (419).

2.3.2. Systeme GenoType Mycobacterium

GenoType Mycobacterium (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Allemagne) est un test de
bandelette d'ADN fabriqué et commercialisé pour la détection et l'identification des especes
des mycobactéries obtenues a partir des cultures positives liquides ou solides (420). Il
comprend deux Kkits : le test GenoType® Mycobacterium CM (Common Mycobactéria) pour
les mycobactéries communes / AS (Additional Species) pour les especes supplémentaires
(HAIN Lifescience, Nehren Allemagne). HAIN Lifescience propose un autre Kit, le
GenoType CM direct qui permet l'identification du MTBC et de plus de 20 especes
mycobactériennes directement a partir de I’échantillon clinique (421).

Le protocole GenoType est basé sur la PCR et la technologie DNA-STRIP. La région du géne

ARNTr 23S de I'ADN mycobactérien est extraite du matériel cultivé, amplifiée spécifiquement
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par PCR. Elle est détectée par la suite grace a des sondes oligonucléotidiques spécifiques
immobilisées sur des bandes de membrane en utilisant une hybridation inverse et une réaction
de coloration enzymatique (421).

GenoType CM permet l'identification de plus de 20 espéces mycobactériennes a savoir : M.
avium, M. chelonae, M. abscessus complex, M. fortuitum group, M. gordonae, M.
intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M. szulgai, M. kansasii, M. malmoense, M.
marinum-M. ulcerans, le MTBC et M. xenopi (421). Tandis que le kit GenoType AS vise a
différencier 19 autres espéces MNT moins communes disponibles pour la différenciation, a
savoir, M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii, M. cellatum I et III, M. smegmatis, M.
genavense, M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai/ M.intermedium, M. phlei, M.
hemophilum, M. kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M. asiaticum et M. shimoidei (421).
L'avantage de 1'utilisation du test GenoType® Mycobacterium CM / AS est 1'identification
rapide (en cinq heures) et précise d'une large gamme d'espeéces de Mycobacterium sur le
méme échantillon, ce qui élimine le besoin d'effectuer différents tests pour chaque espéce ou
d'attendre la croissance en milieu solide pour guider 1'algorithme d'identification (422). Le test
GenoType identifie les coinfections par différentes mycobactéries et il permet la détection de
cultures faiblement positives (423). Le systeme renferme plusieurs controles de qualité qui
permettent une grande précision diagnostique. Les résultats sont simples et faciles a
interpréter sans beaucoup d'expertise comme celle requise pour le séquencage de I'ADN
(424). Le test GenoType® Mycobacterium CM / AS peut facilement étre mis en ceuvre dans
le travail de routine pour la différenciation des especes mycobactériennes dans le cadre
clinique. Selon les cofits du kit, le prix de détection par le test GenoType est d'environ 500
MAD (Septembre 2005) (425). Le prix est considéré intéressant pour un test qui peut
identifier plus de 19 souches de mycobactéries et les coinfections par différentes especes de
mycobactéries (423).

Le test GenoType® Mycobacterium CM / AS est un test trées précis et fiable pour
I'identification des especes mycobactériennes, qui nécessitent une installation spécialisée et un
personnel de laboratoire formé. Le test nécessite une extraction, une amplification et une

hybridation, qui demandent plus de travail (422). Il ne peut pas détecter toutes les especes des
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mycobactéries non tuberculeuses (NTM) car il n'a que les sondes pour les especes les plus
courantes et cliniquement importantes (422).

Une rapide recherche sur PubMed montre que ce test a déja été validé dans plusieurs études
pour la différenciation rapide de especes mycobacteriennes (426). Parmi ces études, une a été
menée aupres d’un panel de 197 souches appartenant a 86 taxons différents. La sensibilité et
la spécificité a été de 97,9% et 92,4% pour le kit CM et de 99,3% et 99,4% pour le kit AS
(427). Une étude de Richter et son équipe effectuée sur 151 souches, montre que le test CM a
permis d’identifier 137 (92,6%) des 148 souches mycobactériennes, alors que 133 (89,9%)
des 148 souches mycobactériennes ont été identifiées avec le test AS (428). Une nouvelle
étude évalue la capacité du Kit AS a identifier 219 isolats de mycobactéries en combinaison
avec le test GenoType Mycobacterium CM. Le test a donné des résultats concordants avec
211 (96%) des 219 isolats par rapport aux résultats de séquencage classique de 'ADNr 16S.
Une plus récente étude effectuée a Lucknow sur 219 isolats clinique a montré que le test
GenoType® Mycobacterium CM / AS est sensible a 99,3% et spécifique a 98,3% (422). La
performance du test pour 1’identification des MNT tuberculeuses a fait I’objet de plusieurs
études (429) (430) (431).

Pour conclure, les techniques d’hybridation moléculaires apres (ou sans) amplification sont
une alternative rapide pour l'identification des mycobactéries a partir de la culture.
L’hybridation moléculaire ne doit étre effectuée que sur des cultures pures liquides ou solides.
Les tests d’hybridation nucléiques permettent de détecter les membres du MTBC ainsi que
plusieurs especes de NTM couramment rencontrées. La sensibilité et la spécificité de ces
techniques sont généralement hautes et les résultats sont disponibles en 2-6 heures.
Cependant, les résultats doivent étre concordants avec ceux des techniques phénotypiques. En
dehors du test Accuprobe, aucun test d’hybridation moléculaires n’est actuellement approuvés
par la FDA ni par I’OMS pour I’identification des mycobactéries.

3. Typage Moléculaire

Le typage bactérien est un systéme qui permet la discrimination des différentes souches
bactériennes au sein d'une méme espece (432).

Depuis de nombreuses années, les méthodes phénotypiques ont été les seules disponibles pour

ce faire, mais elles se révelent longues et peu discriminantes. Aujourd’hui la biologie
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moléculaire offre de nouveaux outils qui rendent possible le typage bactérien aussi bien dans
la prise en charge clinique que dans les études épidémiologiques de la TB (a coté des enquétes
classiques autour des cas de TB).

Actuellement, de nombreuses méthodes moléculaires basées sur les techniques de
polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP), d’hybridation et/ou de
I’amplification PCR sont disponibles pour typer MTB.

Les méthodes génotypiques fréquemment utilis€ées pour le typage de MTB seront
ultérieurement décrites en fonction de leurs principes, avantages, inconvénients et
performance.

3.1. Méthode de 1S6110-RFLP

La méthode « étalon or » utilisée pour le génotypage correspond a 1’étude du polymorphisme
de longueur des fragments de restriction qui porte aussi le nom de RFLP (Restriction
Fragment Long Polymorphism) (434) (435). Cette technologie s’appuie sur la détection des
variations d'une séquence d'insertion selon le nombre des copies et leur position. Le
génotypage des MTB fait appel a la séquence IS6110. Cette dernieére est une séquence
dispersée dont le nombre et I’emplacement différent en fonction de la souche. L’IS6110 est
utilisée pour I’identification par RFLP si et seulement si les souches comportent au moins 6
copies d’IS6110 (436) (437) (438).

Cette technique consiste a digérer le génome bactérien a I’aide d’une enzyme de restriction
Pvu II qui ne coupe qu’une fois dans la séquence IS6110. Les centaines de fragments générés
sont séparés par électrophorese sur un gel. L’étape de différenciation des souches de MTB par
hybridation non radioactive «Southern Blot » consiste a transférer les fragments sur une
membrane. Le Southern blot utilise une sonde marquée spécifique de 1'I[S6110. De différents
profils de bandes sont ainsi observés, en fonction du nombre de copies et de la mobilité
électrophorétique de la séquence IS6110 (439). La comparaison des profils génomiques
obtenus peut étre réalisée visuellement sur un film d'autoradiographie, ou par analyse
informatique et de permettre alors 1’établissement des grappes de souches apparentées (437).
La stabilité du profil génomique au cours du temps, la spécificité et la capacité discriminante
de I'IS6110- RFLP font de cette technique un bon outil épidémiologique pour étudier la

dynamique de transmission et la parenté des isolats de MTB. Dans les études portant sur la
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TB récidivante, les souches présentant un profil de bandes identique a 1'épisode infectieux
primaire indiquent une rechute de la TB, alors qu'une réinfection et une transmission récente
sont impliquées lorsque des profils de bandes distincts sont obtenus (440).

La méthode a été standardisé en 1993 par la communauté internationale pour faciliter la
comparaison inter et intra laboratoire (441). Malgré cette tentative, les données obtenues dans
des études indépendantes sont difficiles a comparer en raison du manque de portabilité des

résultats entre les différents laboratoires (442) (443).
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Figure 22 : Principes de RFLP (444).

(A) le génome de MTB contenant le segment d'insertion IS6110 avec les sites de clivage Pvull.

(B) Digestion du génome entier avec Pvull.

(C) des segments d'ADN de différentes tailles apres avoir couru dans le gel sont transférés sur une membrane.

La RFLP-IS6110 est techniquement exigeante car elle nécessite des logiciels informatiques
sophistiqués et coliteux ainsi que du personnel qualifié possédant une expertise technique
élevée pour son fonctionnement (445). La technique demande des quantités importantes
d'échantillon d'isolat viable (2-3 pg d'ADN de haute qualité), ce qui allonge par conséquent le
temps d’identification (3-6 semaines) et pose des soucis de biosécurité (446). D’autre part, la
capacité de discrimination de la technique est liée au nombre de bandes 1S6110, donc les
souches contenant un faible nombre (moins de 6copies) ne sont pas correctement identifiées.
Ces souches a faible nombre de copies ont été fréquemment isolées en Asie, en Asie du Sud-
est et dans certains pays africains (447) (448) (449). A cet égard des marqueurs secondaires

tels que PGRS et CRISPR sont utilisés pour augmenter le pouvoir discriminant de la
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technique (446) (442) (450). Enfin, certaines especes de MNT ont des copies multiples de
séquences qui sont similaires a [IS6110 et peuvent ainsi s'hybrider avec la sonde IS6110 (451).
Malgré ses limitations, la RFLP-IS6110 est toujours utilisée comme un outil rétrospectif pour
les analyses épidémiologiques y compris pour l'identification des groupes a risque de
transmission de la TB et la confirmation ou la détection rétrospective de 1'éclosion (454). Par
ailleurs, cette méthode de génotypage n’est effectuée qu’en deuxieme intention, pour une plus
grande différenciation des grappes de souches ayant un profil génomique similaire, mis en
évidence par les techniques de spoligotypage et MIRU-VNTR (455).

Certes le typage RFLP a été abandonné comme étalon d'or dans 1’épidémiologie moléculaire,
mais récemment DuPont Molecular Diagnostics a introduit le kit IS6110-Pvull pour le typage
semi-automatique de MTB en utilisant le systéme de caractérisation microbienne RiboPrinter
(452). L’évaluation de la nouvelle version semi-automatique qualifie sa performance globale
comme excellente. En outre le systtme RFLP semi-automatique est techniquement simple et
significativement plus rapide que la méthode manuelle RFLP (8 h contre 5 jours). L'analyse
est entierement automatisée et les empreintes digitales peuvent étre facilement échangées
entre les laboratoires (453).

3.2. Spoligotypage

Le spoligotypage (de 1’anglais SPacer OLIGOnucleotide TYPING, typage oligonucléotidique
des espaceurs) a été la premiere méthode de génotypage basée sur la PCR utilisée a grande
échelle pour le MTBC (456). Cette méthode cible le locus « DR » (locus a répétition directe)
des mycobactéries du MTBC (457). Ce locus est un membre de la famille d’ADN répétitifs,
plus fréquemment désignée sous le nom de CRISPR. Ce dernier est ’acronyme de
« Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats » ou « Courtes répétitions
palindromiques groupées et régulierement espacées » (458). Le locus contient des répétitions
directes de 36 paires de bases identiques, séparées par plusieurs séquences d’espaceurs de 34
a 41 paires de bases variables. Ces séquences inter-DR varient d'une souche a l'autre par leur
longueur, leur séquence et leur nombre, ce qui confére un important polymorphisme entre les
isolats cliniques de MTBC. Dans la méthode de spoligotypage, le locus DR entier est amplifié
par PCR, en utilisant une paire d’amorce inversement orientées complémentaires de la

séquence des DR. Les produits de PCR, de différentes tailles, sont hybridés a une membrane
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avec 43 oligonucléotides espaceurs -provenant de MTB H37Rv (espaceurs 1-19, 22-32 et 37-
43) et M. bovis BCG P3 ( entretoises 20-21 et 33-36)- pour révéler la présence ou l'absence de
chaque espaceur de référence dans la souche testée. La membrane peut étre réutilisée. Les
produits de PCR hybridés sont ensuite incubés avec un conjugué streptavidine-peroxydase,
puis détectés par un systeme de chimiluminescence et visualisés par autoradiographie (456).
Pour chaque isolat de MTB, le test de spoligotypage produit une série de bandes un peu
comme un code a barres. La bande indique la présence d’un espacement, dans le cas contraire
son absence. Le motif est converti en un syst¢tme de code binaire a 43 chiffres fait d’une
succession de « 1 » (la bande est présente) et « 0 » (la bande est absente). Ensuite, le code
binaire a 43 chiffres est converti en un nombre octal a 15 chiffres. Chaque désignation octale
est unique et représente un motif de bandes spécifique.

Le spoligotypage est une méthode relativement simple, rentable et a haut débit, dont les
résultats sont précis et reproductibles et sont obtenus en deux jours. La fiabilité des résultats
est liée a une grande stabilit¢ du locus DR (459). Un autre avantage important du
spoligotypage est sa sensibilité estimée a 10 fg d'ADN chromosomique (équivalent a I'ADN
de 2 a 3 cellules bactériennes), ce qui est considérablement inférieur a ce qui est nécessaire
pour le RFLP (460). Grace a la présence de la phase d’amplification, cette méthode peut étre
appliquée directement sur des échantillons cliniques, sans nécessiter de culture préalable, ce
qui peut étre trés utile lors d'une suspicion d'infection nosocomiale par exemple. Néanmoins,
les échantillons contaminés et les infections mixtes peuvent ne pas étre détectés (461) (87).
De plus, le spoligotypage s'est avéré utile pour le typage de cultures non viables, de lames de
frottis de Ziehl-Neelsen ou de coupes de tissus inclus en paraffine (462). Malgré sa
reproductibilité, certaines séquences peuvent manquer et perturber la phase de révélation.

Les résultats du spoligotypage peuvent étre facilement interprétés et informatisés. Les
spoligotypes observés sont comparés a la base de données internationale SITVIT, qui est une
version mise a jour de la base de données SpolDB4.0 publiée (463) et elle est disponible sur

http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo . La base de données décrit un total de

7104 modeles de spoligotypes (correspondant a 58 187 isolats cliniques), regroupés en 2747
types partagés contenant 53 830 isolats cliniques et 4 357 mode¢les orphelins, provenant de

102 pays.
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Le spoligotypage permet de classer les isolats du MTBC chez les taxons ou les sous-especes
(464). Par exemple, les spoligotypes de MTB sont caractérisés par l'absence d'espaceurs 33-
36, alors que la plupart des souches de M. bovis, mais pas toutes, manquent d'espaceurs 39-43
et les spoligotypes de M. bovis BCG manquent d'espaceurs 3, 9 et 16 (465). Cependant, le
spoligotypage ne permet pas une discrimination efficace au sein des souches du génotype
«Beijing», car ce dernier ne réagit qu'avec les 9 derniers espaceurs (35-43) du panel de 43
(464).

L’application du spoligotypage sur les MNT, ne produit aucun signal, ce qui prouve la
spécificité de la méthode uniquement pour le MTBC. Les marqueurs d'espacement DR sont
présents en plusieurs exemplaires dans ces souches et sont donc des cibles précieuses pour la
détection, l'identification et le typage des souches du MTBC (466) (467).

Bien que le test de spoligotypage est robuste et reproductible (> 90%) (87) (468), sa
reproductibilité en utilisant le test membranaire peut €tre affectée par la détermination
subjective du signal d'hybridation, qui devient plus difficile avec l'utilisation répétée de la
membrane. Des erreurs peuvent également survenir lors de 1'enregistrement du résultat a 43
chiffres (469). Afin d'aider a surmonter certains de ces problémes, Cown et ses collégues
proposent le systeme Luminex (Austin, Texas). Ce dernier est une alternative intéressante aux
hybridations par transfert inverse, pour les laboratoires qui effectuent des spoligotypages sur
une échelle a haut débit ou pour ceux qui nécessitent fréquemment un délai d'exécution rapide
pour seulement quelques isolats par cycle (469).

Le spoligotypage a un pouvoir de discrimination plus faible que le typage RFLP IS6110. Ceci
peut étre due au fait qu'il ne cible qu'un seul marqueur génétique couvrant moins de 0,1% du
génome du MTBC. Cependant, le spoligotypage peut différencier les souches de MTB ayant
de faibles nombres de copies IS6110 (< 5 bandes dans les profils RFLP). Le spoligotypage
pourrait étre effectué en tant que test de dépistage de premicre intention, suivi d'une autre
méthode de typage ayant un pouvoir discriminatoire plus grand si nécessaire (470) (467).

Il a été prévu que l'utilisation de séquences d'espaceurs provenant de souches en dehors de
H37Rv et BCG P3 renforcera le pouvoir discriminant du spoligotypage (471).

Malheureusement, ce n'est pas le cas : les 51 nouvelles séquences d'espacement qui ont été
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ajoutées a l'ensemble de 43 actuellement utilis€ semblent contribuer peu a l'optimisation de
cette technique (472).

3.3. MIRU-VNTR

C’est une technique qui cible un certain nombre de loci qui contiennent des séquences d’ADN
répétées en tandem de type « Interspersed » spécifiques du génome du MTBC, dites les
MIRUs (Mycobacterial Interspersed repetitive units ou les unités mycobactériennes
répétitives dispersées ; d’ou le terme de MIRU-VNTR ; VNTR est lui-méme 1'acronyme de
Variable Number of Tandem Repeats ou répétition en tandem polymorphe). Les MIRU ont
été initialement décrits par Supply et al. (473) comme des répétitions en tandem de 46-101
paires de base dispersés dans 41 emplacements dans tout le génome de MTB H37Rv. Parmi
ces 41 loci, 12 présentent des variations dans le nombre de VNTR qu’ils comportent, donc ils
que le pouvoir discriminant de 1'analyse MIRU-VNTR augmente avec le nombre de locus
évalués.

L'analyse MIRU-VNTR par la méthode maison consiste en l'amplification PCR de chaque
locus MIRU d’intérét, suivie de la détermination de la taille des amplicons par électrophorése
sur gel d’agarose; ou par l'exécution de PCR multiplex, sur un séquenceur capillaire
automatisée (476) (477). Evans et ses collegues ont proposé d’encore améliorer 1’utilité de
cette méthode en combinant le MIRU-VNTR avec la non-dHPLC (la chromatographie liquide
a haute performance non dénaturante). Cette dernicre est réalisée par le biais de la plate-forme
WAVE® (Transgenomic - D-HPLC) (478). D’autre part, Genoscreen commercialise un kit de
génotypage MIRU-VNTR qui utilise le format a 24 loci. En général, la méthode in-house est
considérée simple, car elle posséde moins de risque biologique et elle est techniquement facile
et moins coliteuse. Néanmoins, Le processus conventionnel est long et encombrant -surtout
quand il s’agit d’une étude phylogénique ou épidémiologique nécessitant I’analyse de 24 et 15
loci respectivement- et est associé a plusieurs sources d'erreur (les nombreuses étapes
manuelles de pipetage, lecture de gel et interprétation, etc.) (479). En plus, certains des 24 loci
peuvent ne pas étre amplifiés par PCR multiplex et doivent ainsi étre amplifiés avec une PCR
a un seul locus ; Cela vaut aussi bien pour le kit de typage MIRU-VNTR (Genoscreen, Lille,

France) que pour les méthodes maison (480). En pratique, cela implique une augmentation
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significative de la charge de travail et du temps d'exécution et une méthode alternative est
ainsi nécessaire, en particulier dans les zones a moyenne et haute prévalence de TB. Dans ce
sens la société Qiagen offre une alternative efficace basée sur un automate d'électrophorese
capillaire a haut débit. Il s’agit ici de la plate-forme QiAxcel, qui a démontré son aptitude
dans le génotypage systématique de MTB, sauf pour certains alléles avec un grand nombre de
répétitions (479) (481) (482).

Comme les longueurs des unités répétées dans les différents marqueurs sont connues, le
nombre de répétitions dans chaque cible peut étre tout simplement déduit de la taille des
amplicons, a I’aide d'un tableau contenant 1’allele correspondant a chaque locus VNTR (483)
(484). Le résultat final est un code numérique (le code MIRU-VNTR) dans lequel chaque
chiffre représente le nombre de répétitions de chaque locus analysé (485) (483). Ce systéme
de codage permet le dépot des données dans les bases de données mondiales via Internet pour
des études épidémiologiques et génétiques a grande échelle, a savoir SITVIT / SpolDB4 et
MIRU-VNTR plus (http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces ; http://www.pasteur-
cuadeloupe.fr:8081/SITVITDemo ) (486) (487) (463) . Contrairement a SITVIT, MIRU-

VNTRplus est entierement congu pour le format standard a 24 locus et intégre plusieurs
fonctionnalités pour faciliter 1'analyse des locus MIRU-VNTR (et spoligotypes) des souches
d'utilisateurs. Les modeles MIRU-VNTR identiques sont considérés comme appartenant a un
cluster.

Les minisatellites MIRU-VNTR sont actuellement utilisés aux formats 12, 15 ou 24 loci selon
I’objectif envisagé (épidémiologie ou phylogénie) (488). Il est suggéré d'utiliser 1'analyse
MIRU-VNTR a 12 locus en combinaison avec d'autres méthodes de génotypage (489) (490).
Du fait que le pouvoir discriminant du systeme de typage MIRU-VNTR a 24 localisations est
équivalent a celui de I'IS6110-RFLP (487) (491) (492), en 2006 Supply et al ont proposé de
normaliser ce format au niveau international (483). L’équipe d’étude a choisi 15 locus comme
nouveau standard pour la discrimination épidémiologique de MTB ainsi que 24 loci comme
outil de haute résolution pour les études phylogénétiques. Ceci a rendu le locus MIRU-VNTR
a 24 locus en train d’emporter le nouvel étalon-or dans le typage moléculaire des
mycobactéries du MTBC. Le typage MIRU-VNTR normalisé utilisant les nouveaux

ensembles de 15 et 24 locus a été reconnu comme hautement discriminatoire dans une
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population dominée par les souches de la famille de Beijing (493), ce qui a été le principal
inconvénient de la méthode de typage originale a 12 locus MIRU-VNTR. Une nouvelle
approche qualifiée comme complémentaire a été proposée par la société Genoscreen sous
format de kit (MIRUVNTR Hypervariable kit®). Ce kit qui repose sur I’analyse de 4 loci
MIRU hypervariables supplémentaires (VNTR 1982, 3232, 3820 et 4120) a permis
d’améliorer significativement I’identification des cas de transmission de TB liée aux souches
Beijing (494) (493).

La technique MIRU-VNTR est une méthode de génotypage rapide, sensible, hautement
discriminante et spécifique pour les isolats du MTBC (495). Pour une discrimination
supérieure, une facilité de comparaison des résultats et un coit inférieur, le typage MIRU-
VNTR devrait étre 1'outil de typage basé sur la PCR préféré (496). Un avantage particulier du
génotypage VNTR, comparé au typage IS6110-RFLP, est sa portabilité du fait de la
génération de résultats au format numérique, facilitant ainsi la comparaison des profils en
intra- et inter-laboratoire et leur inclusion dans des bases de données internationales sur le
web. Théoriquement, la reproductibilité de la méthode est supposée bonne, en raison de la
stabilité génétique des locus ciblés. Cependant, les chiffres de la reproductibilité intra- et
inter-laboratoire décrite dans la deuxiecme étude de compétence mondiale de la technique
restent moyennement convaincantes (respectivement de 88% et 79% par rapport a 72% et
62% au cours de la premiere étude de 2012) (497). Cette étude souligne la nécessité d'un
effort continu de contrdle de la qualité dans le typage VNTR (497). Par ailleurs, la capacité de
stabilité de la séquence MIRU-VNTR fait que son taux d'évolution est lent, de sorte que la
méthode est appropriée pour des analyses épidémiologiques a long terme (498) (499) (488).
La technique MIRU-VNTR repose sur I’amplification PCR et donc elle ne nécessite que des
quantités minimes de bactéries viables.

Cependant, des inquiétudes ont été soulevées quant a l'absence des produits de PCR, les
alleles doubles dans un locus, les profils de PCR non interprétables et la probable faible
stabilité dans les investigations épidémiologiques a long terme (493). Comme montré dans
plusieurs études (483) (500), I’échec de la PCR a été trouvé pour certains locus. Ces échecs de
PCR ont été répétés méme si les tests ont été effectués dans différentes conditions de PCR et

avec différents ensembles d'amorces. De maniére intéressante, des échecs de PCR cohérents
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ont été observés dans certaines souches épidémiologiquement liées. Bien que la cause des
échecs de PCR n'ait pas pu étre déterminée, la présence d'un nombre étonnamment grand
d'unités répétées ou la suppression de la région a amplifier sont suspectes. Dans certains cas,
les profils MIRU-VNTR présentent des alleles doubles en un seul locus, reflétant le plus
souvent une microévolution clonale de la méme souche (501). Cette derniere est modulée par
divers facteurs (une infection prolongée, une réactivation de I’infection, la transmission active
impliquant plusieurs hotes, la transition de la latence a l'infection active, le phénotype
hypermutateur de certaines souches et la mauvaise adhérence au traitement), responsables
d’une variabilité marquée entre les modeles VNTR des souches impliquées (502) (503).
Pourtant dans d’autres cas les alleles doubles sont trouvés a deux locus ou plus du méme
isolat, ceci alors peut étre en rapport avec une infection mixte (504) (505) (502).

Le développement de cette méthode a été utilisé pour différencier la rechute de la réinfection,
détecter les événements de contamination croisée au laboratoire, le tracage en temps réel de la
transmission, la comparaison des données inter-laboratoires et la construction de bases de
données globales (506) (507). La voie de la surveillance épidémiologique mondiale de 1a TB a

donc été ouverte.
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Figure 23 : profil de 90 souches du complexe M. tuberculosis obtenus en utilisant divers

tiques (450).
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qui explique clairement 1’apport de cette technique dans la classification et I’identification des
especes et des souches bactériennes (508) (509). L’amplification par PCR des REP produit
plusieurs amplicons de différentes tailles. Les amplicons sont ensuite analysés par
électrophoreése sur gel, générant ainsi des bandes spécifiques (510). L’identification est
assurée par comparaison des bandes pour refléter des différences en nombre, en taille et en
position des éléments répétitifs dans le génome bactérien (511). Cependant, il est difficile
d'obtenir une bonne reproductibilité par le systtme manuelle. Pour plus de commodité, un
systeme rep-PCR semi-automatisé est présent sur le marché sous le nom de Diversilab (bio
Meérieux, Marcy-1"Etoile, France).

Un kit DiversiLab® Mycobacterium est disponible pour fournir une discrimination des
souches au niveau des espeéces de Mycobacterium. De plus, le kit DL M. tuberculosis peut
fournir un niveau de discrimination plus élevé spécifiquement pour les échantillons de MTB.
En général, le systeme a besoin de 5 h pour assurer I’ensemble des processus d'extraction de
I'ADN, amplification PCR, la séparation électrophorétique, la détection d'amplicons marqués
par fluorescence sur des puces microfluidiques automatisées et l'impression des résultats
générée par ordinateur (codes a barres bactériens) (512). La collecte des données, le suivi du
processus, I’analyse statistique des données et la comparaison des profils sont soumis a un
logiciel hébergé sur internet nommé DiversiLab® (513) (510) (444). Le logiciel fournit a
I’opérateur un systéme de stockage des données, ce qui facilite ’acces et 1’utilisation des
données a distance (514) (515). Le logiciel offre, en outre, une bibliotheque de profils connus
facilitant I'identification et la comparaison des souches en inter- et intra- laboratoire (516).
Une étude menée par Cangelosi et ses collégues montre que ce syst€éme a un pouvoir
discriminant qui est égal ou supérieur a celui de RFLP aussi bien pour MTB que pour les
souches de M. avium (MAC) (512). L’étude propose que le systeme Rep-PCR puisse
remplacer IS6110-RFLP en tant qu'adjuvant final des méthodes basées sur PCR pour le
typage a haute résolution de MTB. La technique a aussi prouvée sa rentabilité et sa rapidité au
cours d’une investigation faite a Seattle, Washington, autour d’une épidémie de TB chez les
sans-abri (517). L’étude rapporte la possibilité d'analyser 'ADN directement extrait des
cultures MGIT, la chose qui permet d’optimiser le délai de rendu de résultat (517). Quant au

typage apres culture, le systéme ne nécessite qu'un petit volume d'échantillon (75 ng), ce qui
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permet de suivre les résultats en temps réel (512). La disponibilité des kits et du format
automatisé de cette procédure sur le marché facilite la mise en ceuvre du typage des souches
dans les laboratoires qui n'ont pas un personnel qualifié pour exécuter les techniques les plus
exigeantes en main-d'ceuvre, telles que le PFGE (511).

En plus, le systtme est hautement discriminatoire et fournit a haut débit des empreintes
génétiques de plusieurs especes de Mycobacterium, y compris les souches de la famille de
Beijing (513) et les MNT (518) (512). Le systeme DiversiLab a été évalué sur des isolats de
M. abscessus et il a montré un pouvoir discriminant supérieur a la PFGE (519) (520) (521).
Pour M. avium, cette méthode a fourni un niveau de discrimination plus élevé que le typage
MIRU-VNTR (522) et a permis de révéler la source de 1’infection chez des patients présentant
une pneumopathie d'hypersensibilité a mycobactéries atypiques (523).

Cependant, REP-PCR a des inconvénients similaires a d'autres tests basés sur la PCR, a savoir
le potentiel de contamination, les artefacts et le besoin de contrdles multiples (524). En plus
c’est une technique qui s'avere cofiteuse et qui nécessite 1’ utilisation a la fois de tous les puits
des puces de la micro électrophorése pour diminuer le prix de revient par échantillon car les
puces ne peuvent pas étre réutilisées (516).

3.5. Séquencage du génome complet (SGC)

Pour des fins phylogénique et épidémiologique, les techniques de séquencage a haut débit de
la totalité du génome bactérien (whole genome sequencing, WGS) supplantent peu a peu les
autres techniques de génotypage.

La technique repose sur la détermination de la séquence complete du génome de la bactérie
(525). Apres I’extraction et la purification de ' ADN génomique, le génome est généralement
fragmenté en morceaux courts, qui sont ensuite séquencés par un séquenceur. Ce dernier
fournit des millions voire des milliards de séquences courtes d’une longueur variant entre 100
et 500 pb, chacune de ces séquences est nommée «lectures» ou «reads » (526). Certes les
positions et 1’orientation des lectures sont inconnues, mais théoriquement il est possible
d’utiliser les répétitions et donc le chevauchement entre les fragments pour assembler le
génome (527). Sinon c’est grace a un génome de référence qu’on peut aligner les lectures et
assembler alors une partie ou la totalité du génome séquencé en fonction de la technologie

utilisée. Cette derniere approche permet la détection des variants (variant calling) des
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polymorphismes nucléotidiques (SNP), des insertions, des délétions, des inversions, des
réarrangements et des variations du nombre de copies de toute taille. Diverse plates-formes de
séquencage sont disponibles sur le marché, dont le choix dépend principalement du besoin
clinique (528) (529) (530). Pour identifier un organisme inconnu ou pour caractériser une
nouvelle bactérie, le séquencage a longues lectures, qui est proposé par la technologie PacBio
(RS II par Pacific Biosciences de California, Inc., Menlo Park, CA, USA) (528) parait le plus
adapté. Mais si le but est de spécifier le microorganisme, de déterminer la pharmaco-
résistance ou de retracer la transmission, des séquenceurs produisant des lectures courtes
peuvent étre utilisés tel que I'Tllumina MiSeq (Illumina, San Diego, Californie, Etats-Unis)

(528) (531).

Extraction de I'ADN

Cisaillement de I'ADN

L'ADN est coupé en petits fragments
de taille connue au moyen d'enzymes,

Purification de I'ADN

2

Les chercheurs prélévent des cellules
d'une culture bactérienne et les

On retire les impurelgs de
I'échantillon d'ADM.

traitent avec des produits chimigues
qui permettent la rupture des cellules
pour en libérer FADN.

Préparation de la banque d'ADN

Les chercheurs effectuent de
nombreuses copies de chaque
fragment d'ADN au moyen du
processus de réaction en chaine
de la polymérase. Ce groupe de
fragments constitue la

« bangue d'ADN ».

Séquencage de |la banque d'’ADN

La banque d'ADN est chargée dans
un séquenceur. La combinaison de
nucléctides (&, T, C et G) formant
chaque fragment d'ADMN est camse
Chague résultat est une « lecture
d'ADN =

gui servent alors de « ciseaux
motéculaires », ou de la perturbation
mécanigue.

Analyse de la séquence d'’ADN

Lecture
d'ADN

Le séquencaur produil des millions de
lectures d'ADMN. On utilise des programmes
informatigues spécialisés pour les regrouper
dans |e bon ordre, comme les pigces d'un
casse-téte. La saquence du genome
cantenant des millions de nucléatides est
alors préte & étre utilisée pour retracer les
agents pathogénes

Figure 22: Fonctionnement du séquencage du génome complet (SGC) (532)
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Le séquencage complet du génome est une technique idéale pour l'analyse de MTB, vu
I’absence de transfert horizontal de geénes chez cette espece et l'existence de génomes de
référence complets et bien annotés (526). Une fois que les lectures ont été attribuées a
l'identité « MTB», le processus s’enchaine par la détection de variants (le calling) par un
mapping sur séquence de référence (527). La technique est également utilisée pour délimiter
les réseaux de transmission (533), pour exclure la contamination croisée en laboratoire, ou
pour déterminer devant une récidive de TB s’il s’agit d’une rechute ou d’une réinfection
exogene. Dans les différentes situations le SGC a révélé une résolution plus élevée que les
méthodes standards de typage (le spoligotypage, le MIRU-VNTR et IS6110-RFLP) (534)
(535) (536) (537) (538).

L’utilité théorique de SGC pour le diagnostic de MTB est représentée essentiellement par
I’obtention rapide de divers polymorphismes. Le SGC est le plus souvent appliqué sur de
I'ADN enrichi obtenu a partir d'une culture bactérienne pure. Ceci demandera alors beaucoup
de temps et le patient sera déja diagnostiqué. Donc générer des informations directement a
partir d'échantillons de patients et éviter le besoin de culture, sera transformateur. Plus
récemment, des études ont examiné la faisabilité du séquencage de MTB directement sur
I’échantillon clinique (531) (539). En séquencant huit échantillons d'expectorations a frottis
positif, Doughty et ses collegues n’ont obtenu que 0,002-0,7X de profondeur de couverture
pour MTB, avec 20-99% de génome humain plutdt que du génome de MTB (531). Dans une
seconde étude, Brown et ses collegues ont appliqué une méthode d'enrichissement de la cible
SureSelect (Agilent, Etats-Unis) pour capturer 'ADN de MTB avant le SGC. 20/24
échantillons a frottis positif ont atteint 90% de couverture du génome avec >20 fois la
profondeur ; suffisant pour la prédiction des espéces et la sensibilité aux antibiotiques.
Cependant, le protocole était lent (2-3 jours) et peut &tre prohibitif pour une utilisation dans
les milieux a faible revenu (539). En somme, ces études fournissent une preuve de principe
que SGC de MTB directement a partir des échantillons cliniques est faisable, mais le cotit du
protocole d'enrichissement (3500 MAD par échantillon), 1'exigence d'expertise technique et
d'équipement et la nécessité de bioinformatique en temps réel pour convertir les fichiers de
séquence en rapports de laboratoire cliniquement significatifs, sont tous des défis actuels du

SGC pour supplanter les tests phénotypiques et les tests d'amplification génique (526). Dans
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ce cas, SGC peut offrir une opportunité différente, qui est une identification plus rapide de la

résistance aux antibiotiques.

Tableau 17: Tableau comparatif des principales méthodes moléculaires de typage de

M.tuberculosis.

Méthode

Avantage

Inconvénient

IS6110-RFLP

Spolygotypage

MIRU-VNTR

Meéthode de référence

Haute capacité discriminante
Reproductible

Stable (utilité dans les études

épidémiologiques rétrospectives)

Test de premiére intention

Simple

Rapide (2 jours)

Nécessité d’une petite quantité d’ADN
Directement applicable sur les échantillons
Application possible pour le typage de
cultures non viables, de lames de frottis de
Ziehl-Neelsen ou de coupes de tissus inclus
en paraffine

Rentable et utilisé pour le séquencage a haut
débit

Résultats facilement interprétés

Utilisation possible sur les souches a faible
nombre de bande IS6110

Spécifique de MTBC (pas de signal pour les
MNT)

Comparaison inter-laboratoire possible par le
biais d’une base de donné en ligne

Simple a réaliser, peu exigente en main
d’oeuvre, rapide et moins cofiteux

Stable et le taux d'évolution est 1égeérement
plus lent que celui de IS6110-RFLP

Moindre discrimination pour les souches
contenant moins de 5 bandes d-IS6110
Nécessité d’une importante quantité d’ ADN
Manque de portabilité et comparaison inter-
laboratoire difficile

Lourde a mettre en ceuvre et lente
Nécessite un logiciel informatique
sophistiqué et coliteux et un personnel
expérimenté avec une expertise technique
considérable

Moins discriminant que RFLP

Innefficace pour la discrimination des
souches Beijing

Les séquences manquent parfois et perturbent
la phase de révélation

Erreurs d’enregistrement du résultat a 43
chiffres sont possibles

Les infections mixtes passent inapercues

12 locus et 15 locus MIRU VNTR a un
pouvoir discriminatoire inférieur a 1S6110-
RFLP d’ou la nécessité de le coupler a

d’autres méthodes de génotypage

168



Rep-PCR

Simple a réaliser, rapide et peu exigeante en
main d’ceuvre (kits et format automatisé)
Pouvoir de discrimination des souches de
M.avium et MTB est comparable a RFLP
Rentable et utilisé pour le séquengage a haut
débit

Nécessité d’une petite quantité d’ADN

ADN peut étre extrait directement a partir des
cultures

Générer des résultats de typage des souches
en temps réel

L'analyse peut étre effectuée avec un logiciel
basé sur le Web

Treés discriminatoire pour les souches de
Beijing

Largement applicable a différentes souches

de mycobactéries
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Relativement moins reproductible (un bon
pouvoir discriminant est obtenu par les kits)
Soucis de contamination, artefacts, controles
multiples, etc.
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3.6. Autres techniques

En dehors des méthodes sus-décrites, de nombreuses autres méthodes basées sur des
séquences répétitives ont été rapportées en littérature pour le typage de MTB. Cependant,
elles sont moins fréquemment utilisées. L'une d'entre eux est la méthode répétitive PGRS-
RFLP qui utilise les séquences répétitives polymorphes riches en GC (PGRS) comme
marqueur génétique pour le typage de MTB. Cette méthode suit la méme procédure de
IS6110-RFLP, a l'exception de l'utilisation d'une enzyme de restriction différente et d'un
plasmide recombinant pTBN12 pour la sonde. Généralement, cette méthode est utilisée pour
optimiser le pouvoir discriminant de IS6110-RFLP dans les isolats a moins de 5 bandes (540).
La méthode d'empreinte digitale pTBN12 présente des limitations similaires a celles du
typage 1IS6110-RFLP. Toutefois, la PGRS-RFLP produit beaucoup plus de bandes avec des
intensités différentes, ce qui complique sa lecture (541).

Avant le développement de SGC, des méthodes basées sur des séquences non répétitives sont
également utilisées pour le génotypage de MTB. Parmi ces méthodes on peut citer 1'analyse
de I'ADN polymorphe amplifié au hasard (RAPD), qui est une méthode basée sur
I'amplification par PCR de segments d'ADN en utilisant une amorce de petite taille
(généralement 10 nucléotides) avec une séquence nucléotidique arbitraire. Bien que cette
méthode soit rapide, peu coliteuse et hautement discriminatoire, elle souffre de plusieurs
limitations. Parmi ces limitations, la mauvaise reproductibilité est la plus importante (445)
(542).

L'électrophorése en champ pulsé (PFGE), dans laquelle 1'ensemble du génome bactérien est
utilisé pour la digestion enzymatique, est un outil particulierement puissant en épidémiologie
pour la détermination de l'identité clonale des bactéries fournissant des informations pour
comprendre et controler la propagation de la maladie (543). Cette technique s'est avérée utile
et trés discriminante pour le typage des MNT (544) (545). Cependant, I'application du PFGE
pour étudier les maladies mycobactériennes a été limitée car l'isolement de ' ADN génomique
de haute qualité a partir des mycobactéries s'est avéré problématique. De plus de 1'absence

d'un protocole standard pour l'analyse des profils de MTB. Des rapports publiés
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antérieurement ont présenté des points de vue contradictoires sur la capacité du PFGE lors du
génotypage de MTB (546) (547).

Le polymorphisme de longueur de fragments amplifiés (AFLP) peut étre utilisé en
complément du RFLP car AFLP peut différencier les clusters identifiés par RFLP (548) (549).
La méthode AFLP radioactive conventionnelle a un potentiel discriminatoire inférieur au
typage IS6110-RFLP, mais I'AFLP fluorescent amélioré (fAFLP) fournit une plus grande
capacité discriminante et ces méthodes sont largement utilisées pour la différenciation des
especes d'isolats de MNT (550) (551).

En 1998, Maiden et al (552) ont proposé un schéma de typage pour les micro-organismes
pathogenes appelé MLST (multilocus sequence typing) qui permet la portabilité électronique
des données de séquences de nucléotides pour la caractérisation des micro-organismes. La
méthode MLST s'est révélée utile dans les études de MTB lorsque sept locus de geénes de
haute discrimination (rec X, rps L, rmlC, rpmG1, mprA, gcvH, ideR) ont été choisis (553).
Etant donné le faible degré de polymorphisme de séquence dans le MTBC, la MLST standard
est peu informative et inefficace. Cependant, la technique s’est avérée utile pour détecter les
MNT en laboratoire (554).

Les SNP sont des marqueurs idéaux pour le génotypage de MTBC, car ils sont robuste
(stables) et ne montrent pratiquement pas d'homoplasie (555) (556). Plusieurs études ont
rapporté l'utilisation de SNP pour la classification phylogénétique de MTBC (557) (558)
(559). Cependant, les méthodes disponibles pour la détection de SNP (la PCR all¢le-
spécifique, la RT-PCR, le séquencage de Sanger, le séquencage SNaPshot, iPlex Gold
(SEQUENOM Inc.) et MLPA (560)), nécessitent encore beaucoup de main-d'ceuvre et
nécessitent une infrastructure de laboratoire complexe, ce qui ne convient pas a l'utilisation
dans des environnements a ressources limitées (561).

Le choix de la technique la plus appropriée en fonction du degré d’urgence du résultat
attendu, le degré de discrimination nécessaire, le colit économique, des conditions existantes
du laboratoire (techniques disponibles et expérience du laboratoire) et des caractéristiques
spécifiques de la région géographique est important (450)

L’intérét des techniques de typage moléculaire ne s’est limité pas seulement a la gestion

clinique des patients par I'identification du type de souches du bacille de la TB, mais son
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champ d’utilisation s’est étendu aujourd’hui a la compréhension des aspects épidémiologiques
de la maladie. Plusieurs applications du typage moléculaire sont disponibles dans le domaine
de I’épidémiologie dite « moléculaire ». Le premier role important des études de génotypage
est le retracage des éclosions par I’identification des cas groupés alors qu’ils apparaissent
sporadiques d’aprés I’enquéte d’entourage (ou I’inverse). L’étude génotypique permet de
confirmer une épidémie communautaire suspectée a 1’issu des données de 1’épidémiologie
classique, de tracer les infections nosocomiales, de distinguer en cas d’une TB récidivante
entre réinfection exogeéne et rechute, de mettre en évidence une infection mixte (plusieurs
souches distinctes de bacilles tuberculeux) chez un méme patient au cours d'une TB, d’étudier
la dynamique de la transmission des souches notamment résistante dans une population, de
caractériser les populations les plus a risque et d'identifier les cas de TB faussement positifs
dus a des contaminations croisées liées a la fibroscopie ou a la manipulation au laboratoire
(433) (454).

Le champ d’application trés vaste des techniques de typage moléculaire dans les études
épidémiologiques, fait de ces techniques des compléments indispensables a la menée des
enquétes épidémiologiques classiques. Ceci-ci contribuera alors a faire évoluer les stratégies
de LAT.

B. Apport dans I’étude de la résistance aux anti-bacillaires

La TB multi résistante (TB-MR) est une menace mondiale importante. La détection précise et
rapide des souches pharmaco-résistantes de TB est essentielle pour l'initiation précoce du
traitement et pour limiter la transmission de la maladie. Ceci fait alors un objectif fondamental
des programmes de lutte contre la TB-MR.

Pour répondre a I’objectif suscité, des progres récents dans les outils diagnostiques basés sur
la biologie moléculaire ont conduit a 1'élaboration des tests moléculaires. Ici, nous allons
détailler les tests moléculaires les plus utilisés en routine pour la détection rapide de la

résistance aux antituberculeux.
1. Test Xpert MTB/RIF (Cepheid)

La détection rapide de MTB chez les sujets infectés est essentielle pour la prise en charge de
la maladie (562). Le GeneXpert MTB / RIF qui est un test automatisé a systeme fermé et a
RT-PCR (282), cible une région de 81 pb du geéne rpoB de ’ADN de MTB. Ce geéne
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renferme un trés grand nombre de mutations responsables de la résistance a la RIF (563). Ce
systtme a été approuvé par 'OMS comme une plate-forme de diagnostic moléculaire,
largement utilisée pour la détection rapide de la TB et de la résistance a la RIF dans plusieurs
pays (564) (565).

L’apport du test Xpert MTB / RIF dans la détection de la résistance a la RIF sur des
échantillons pulmonaires, a été évalué par différentes études. Le tableau 17 regroupe 4 études
récentes menées dans ce sens. La comparaison des résultats, montre que ce test est sensible
(de 93.8 a 100%) et spécifique (de 97.8 a 100%) pour la détection de la résistance a la RIF.
Une métanalyse publiée par « the cochrane librairy » incluant 27 études et impliquant environ
9500 personnes, retrouve presque les mémes résultats que ceux figurés sur le tableau
(sensibilité de 95% et spécificité de 98%) (566). Toutefois, une 1égere hétérogénéité des
résultats peut étre décelée. Elle est expliquée par la variabilité de I’incidence de la résistance a
la TB entre les populations étudi€es, par le « Gold standard » utilisé (MTBDRplus, la
méthode phénotypique SIRE MGIT 960, la méthode phénotypique sur milieu solide de LJ, le
séquencage du geéne rpoB) et par la méthode de traitement des échantillons (la centrifugation

des expectorations par exemple).
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Tableau 18 : Performance du test GeneXpert MTB / RIF pour la détection de la résistance a la

rifampicine dans les échantillons pulmonaires.

Référence de Pays Nombre de Test de Sensibilité  Spécificit¢ VPP VPN
I’étude prélevement référence % % % %
Kawkitinarong  Thailand 355 Test de 93.8 100 100 99.5
et al. (567) résistance
phénotypique
(MGIT) +/-
séquencage
du gene rpoB
Rice (568) Etats- 751 Test de 100 99,2 75 100
Unis résistance
(Comté phénotypique
de San +/-
Diego) séquencage
du geéne rpoB
Huanh et al. Chine 2910 Test de 96.71 98.25 90.18 99.45
(569) (Wuhan) résistance
phénotypique
Tadesse et al. Ethiopie 67 GenoType 100 97.8 95.7 _
(570) MTBDRplus

En outre, peu de recherches ont évalué 1’apport du test Xpert MTB / RIF dans la détection de

la résistance a la RIF sur des échantillons extra pulmonaires. Parmi ces études, on peut

mentionner celle de Sharma et ses collegues (571), ou I’équipe rapporte que le test GeneXpert

MTB / RIF représente un pourcentage de concordance de 100% avec le test d'hybridation

inverse sur bandelette. L’étude note que les taux de sensibilité et de spécificité du test de

résistance génotypique utilisé dans ce travail sont de 92.7% et 99.3% respectivement. Une

autre étude publiée par Li et ses collegues (572) trouve que Xpert MTB/RIF est une bonne

alternative pour la détection rapide de la résistance a la RIF sur des échantillons extra

pulmonaires (sensibilité de 91.7%, spécificité de 100.0%, VPP de 100.0% et VPN de 97.9%)

et recommande alors I’extension de son utilisation dans la pratique clinique. Quant au rapport
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de Saeed et ses collegues, le test Xpert MTB/RIF a été aussi sensible que l'antibiogramme
pour le diagnostic de la TB et dans un plus court délai d'exécution (de pres de 2 heures) (573).
La sensibilité, la spécificité, la VPP et la VPN du test dans cette étude ont été quantifié
respectivement a 98.3%, 99.1%, 94.7% et 99.4%. Contrairement a ce qui a été mentionné, une
étude réalisée a DAKAR (299) recommande avant tout traitement antituberculeux de
confirmer les cas détectés résistant a la RIF par I’ Xpert MTB/RIF par I’utilisation d'autres
techniques moléculaires plus efficaces tel que le séquengage. L’étude se justifie devant cette
recommandation par les résultats de I’ Xpert MTB/RIF, qui montrent que seul 95,34% des
échantillons cliniques analysés étaient sensibles a la RIF, devant 100% d’échantillon sensibles
par la méthode phénotypique SIRE MGIT 960. Pour les cas de discordance observés, la
technique MTBDRplus a confirmé les résultats obtenus par la méthode phénotypique.

Des résultats de résistance a la RIF faussement positifs obtenus par le test MTB / RIF ont été
décrits dans des rapports récents. Cayci et ses collegues suggerent que ce phénomene est dii a
la présence des infections mixtes par des mycobactéries du MTBC (574). Dans une autre
étude, le test Xpert MTB/RIF a assigné incorrectement la résistance a la RIF chez 31% des
cas et signale que les résultats faussement positifs sont plus susceptibles de se produire
lorsque le test est utilisé sur des échantillons extra pulmonaires (575). Quant a la détection de
la résistance sur des échantillons a faible charge bactérienne (coinfection TB-VIH ou chez
I’enfant), a frottis négatif et qui sont détectées en faible quantité “Very low” par I’ Xpert
MTB/RIF lors de I’étape diagnostic de la TB, une confirmation des résultats par un examen
phénotypique basé sur la culture parait incontournable (576). Contrairement aux résultats de
ces études, les données de Blaich et Frei a partir d’une étude qui a porté sur 94 échantillons du
MTBC ( 48 pulmonaires et 17 non pulmonaires ) indiquent que le test Xpert a détecté avec
précision la résistance a la RIF aussi bien dans les échantillons pulmonaires que dans les
prélévements non pulmonaires, malgré des niveaux d'’ADN faibles ou treés faibles, ainsi que
sur des cultures liquides et solides (577). Ceci est en accord avec les résultats d'autres auteurs
(578) (579).

Le Xpert® MTB / RIF continue d'étre évalué, mais, comme déja mentionné, il a ses limites.
En ce sens, Cepheid a développé 2 nouveaux produits : GeneXpert® Omni, appareil portable

avec moins de dépendance énergétique et Xpert® MTB / RIF Ultra, avec une sensibilité plus
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élevée que Xpert® MTB / RIF, en particulier pour les individus dont les échantillons sont
fréquemment pauci bacillaires (580). En pratique médicale, Xpert Ultra présentait une
sensibilité supérieure pour la détection de la TB chez les patients infectés par le VIH, chez les
enfants et pour le diagnostic des formes extra pulmonaires de la TB (notamment du LCR) et
chez des participants atteints de TP a microscopie négative (581) (582).

Les recommandations actuelles de 'OMS pour 1'utilisation de Xpert MTB / RIF s'appliquent
également a l'utilisation d'Ultra comme test diagnostique initial pour tous les adultes et les
enfants présentant des signes et des symptomes de TB et pour tester les échantillons extra
pulmonaires sélectionnés (LCR, ganglions lymphatiques et spécimens de tissus) (583).

Certes, le GeneXpert est capable de détecter de fagon rapide la résistance a la RIF dans les
échantillons pulmonaires et extra pulmonaires, I’utilisation de Xpert MTB / RIF n'élimine pas
le recours a la microscopie, la culture et I'antibiogramme, qui sont nécessaires pour suivre la
progression du traitement et détecter la résistance aux agents antituberculeux autres que la
RIF. Pour gérer I'utilisation de ce test lors de la détection de la résistance a la RIF, ’OMS a
introduit quelques recommandations dans son guide de « MISE EN (EUVRE DES
TECHNOLOGIES DIAGNOSTIQUES DE LA TUBERCULOSE » (584). Chez les patients
sans risque de pharmaco-résistance mais qui sont initialement testés positifs pour la résistance
a la RIF par Xpert MTB / RIF, un second test Xpert MTB / RIF doit étre réalisé pour
controler les erreurs pré analytiques et post analytiques et améliorer la confiance du clinicien
dans le diagnostic. Finalement, dans les cas ou des résultats discordants sont obtenus avec
Xpert MTB / RIF et les tests phénotypiques ou les tests d’hybridation inverse sur bandelette,
l'isolat de culture doit étre référé a un laboratoire de référence pour le séquencage de I’ADN ;

En attendant les résultats, il faut décider si le traitement de TB-MR doit se poursuivre.
2. Bandelette INNO-LiPA Rif. TB

Parmi les premiers tests dhybridation LiPA commercialisées, on trouve 1'InnoLiPA
Rif® (Innogenetics, Belgique). Celui-ci permet une détection rapide et facile de MTBC et de
la résistance a la RIF par la mise en évidence des quatre mutations les plus fréquentes du
gene rpoB (D516V, H526Y, H526D et S531L) (585). Les mutations conférant une résistance
a la RIF sont localisées dans une région de 81 paires de bases de la RRDR (« Rifampicin

Resistance-Determining Region ») localisée au centre du geéne rpoB entre les codons 507 et
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533, l'approche moléculaire peut étre limitée a cette zone. L'InnoLiPA Rif® repose sur
I'hybridation inverse (reverse-blot) sur bandelette des fragments amplifiés de 'ADN de MTB.
Les amplicons subissent ensuite une biotinylation suivie d’une hybridation avec dix sondes
oligonucléotidiques : une est spécifique au MTBC, cinq sont des sondes sauvages et quatre
sondes sont spécifiques aux amplicons portant les mutations génomiques. La révélation des
hybrides ainsi formés se fait par colorimétrie. La présence d'une mutation est détectée par
I'absence d'hybridation au niveau des sondes de type sauvage (rpoB WT1 a WT8 et katG-WT
et inhAWTI1 et 2), avec un éventuel signal d'hybridation positif au niveau des sondes
mutantes.

Le manufacteur préconise 1’utilisation du test INNO-LiPA Rif TB sur des isolats de culture
solide. Cependant, des tentatives de son application directement sur des échantillons
d'expectoration ou sur des frottis posif sont mentionnées dans la littérature (604)(586). INNO-
LiPA a une sensibilité supérieure a 95 % et une spécificité de 100 % quand elle est appliquée
sur les isolats de culture. Par contre, si la recherche de la résistance a la RIF est faite
directement sur le prélévement, la sensibilité est moindre (80 a 100 %) avec une spécificité de
100% (587). Bien que I'INNO-LiPA Rif. TB soit un test sensible et spécifique pour la
détection de la résistance a la RIF dans les isolats du MTBC, la méthode reste coiiteuse et ne
permet pas de détecter les mutations impliquant plusieurs geénes, ce qui est le cas pour les

mutations de la résistance a I’INH.

3. GenoType MTBDR plus et MTBDRsl (Hain Lifescience GmbH,

Allemagne)

Les tests Genotype MTBDRplus et GenoType MTBDRsl sont deux versions du méme test
d’hybridation inverse sur bandelette commercialis€é par son fabricateur Hain Lifescience.
Celui-ci propose les tests Genotype MTBDRplus et GenoType MTBDRsI pour la détection
rapide de MTB et sa résistance associée a plusieurs médicaments antituberculeux.

GenoType MTBDRplusVER 1.0 suit la version originale de GenoType MTBDR, qui intégre
la détection de la résistance a I'INH et au RIF. Il peut étre utilisé a partir des échantillons
pulmonaires a microscopie positive. Quant aux préleévements pulmonaires non bacilliferes

(frottis a microscopie négative) et les isolats de culture ils peuvent €tre analysés par la

nouvelle version du test GenoType®MTBDRplus 2.0. Le test détecte des mutations dans le

177



gene rpoB pour la résistance a la RIF, le gene katG pour la résistance a I'INH a haut niveau et
le gene de la région régulatrice inhA pour la résistance a I'IINH a bas niveau (588).

Comme le test INNO-LIPA Rif TB, GenoType MTBDRplus et MTBDRsl sont basés sur la
technologie DNA-STRIP ou bande d’ADN, ou une amplification par PCR est suivie d'une
hybridation a des sondes d”’ADN immobilisées sur une bande.

De nombreuses études ont évalué I’apport des tests Genotype MTBDRplus et GenoType
MTBDRsl dans la détection de la résistance aux antituberculeux, dont quelques-unes figurent

sur le tableau 18.

Tableau 19 : La performance des tests MTBDRplus et MTBDRsl pour la détection de la
tuberculose pharmaco résistante directement sur des échantillons pulmonaires en comparaison

avec I’étalon d’or.

Référence Pays Genotype Genotype MTBDRsl
de I’étude MTBDRplus (Se/Sp en %)
(Se/Sp en %)
RIF INH Fluoroquin AMK KAN EMB
olones

Tomasicchi Afrique 97.7 95.4 58.9 /100 61.6

oetal. (589) duSud /918 /89 /100
Simons et  Pays- 100 / 88 / 100/99 86/99  _ 62 /71
al. (590) Bas 99 100
Lu et al. Chine 100/50 86.11/ 94.74/92.5 _ 62.50/9  58.82/91.67

(591) 47.06 9 8.81
Liu et al. Chine 97.7/6  69.9/6 90.9/95.2  _ 77.8/ 63.7/ 86.4
(592) 6.7 9.2 99.5
Javaid et al. Pakistan 90.2 88.8 72.9 81.8 _ 56.6

(593)

Se: Sensibilité; Sp: Spécificité

La sensibilité du test Genotype MTBDRplus 1.0 pour la détection de la résistance a la RIF
varie de 90,2% a 100% tandis que celle de détection de la résistance a 1'INH est de 69,9 a
95.4%. La plus faible sensibilité de détection de la résistance a la Rif a été rapportée par une
étude menée a Pakistan (593), les auteurs expliquent que ceci est dii aux souches de TB

isolées dans cette cohorte d'étude. Cette derniere inclut des échantillons de patients
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susceptibles d'€tre sous traitement (approprié ou inapproprié) ou non compliants. Dans de
telles circonstances la possibilité d’accumulation de nouvelles mutations / délétions conférant
une pharmaco-résistance est courante en raison de la pression sélective exercée par les
antibiotiques.

Comme les mutations qui causent la résistance a 1'INH sont localisées dans plusieurs genes et
régions, la sensibilité pour détecter la résistance a I'INH est le plus souvent faible par
Genotype MTBDRplus (592). Ceci, fait pour ce dernier une limitation principale qu’il faut
signaler. Les populations qui comprennent un nombre relativement élevé de résistance a I'INH
dite «a bas niveau », expriment une faible sensibilité génotypique de détection de la
résistance a I'INH par MTBDRplus (592). Alors que les études portantes sur les isolats
hautement résistants aux médicaments révelent une bonne sensibilité de détection de la
résistance a 1'INH (594) (595). La sensibilit¢ du GenoType MTBDRplus 1.0 dépend
également de la concentration bacillaire mise en évidence par 1'examen microscopique direct
(596), ce qui sous-entend que le test n’est pas alors utile sur les échantillons d'expectoration
avec une charge bacillaire inférieure et des prélevements de TEP pauci bacillaire.
Contrairement a 1I’étude de Dorman et al. , une étude récente affirme que le test MTBDRplus
a une bonne sensibilité pour la détection de la résistance a la RIF et I’'INH aussi bien dans les
échantillons a microscopie positive que dans celles a microscopie négative (589). On outre,
des études antérieures montrent que les sensibilités et les spécificités trouvées dans les
échantillons de culture, sont supérieures a celles des frottis a microscopie positive (597) (598).
Le Document d'orientation en matiere de politiques de 1'OMS sur « L'utilisation des tests
d'’hybridation inverse sur bandelettes pour la détection de la résistance a I’isoniazide et a la
rifampicine », a été publié en 2016. Pour les personnes ayant un frottis d'expectoration positif
ou un isolat de culture de MTBC provenant de sites pulmonaires et extrapulmonaires,
GenoType MTBDRplus VER 1 and 2 peut étre utilis€é comme test initial au lieu de
I'antibiogramme pour détecter la résistance a la rifampicine et a [’isoniazide. Ces
recommandations n'éliminent pas le besoin d’un antibiogramme conventionnel basé sur la
culture, qui sera nécessaire pour déterminer la résistance a d'autres agents antituberculeux et

pour surveiller 1'émergence d'une pharmacorésistance supplémentaire. Dans les populations
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ayant une forte probabilité de résistance a l'isoniazide, un test Genotype MTBDRplus qui ne
détecte pas la résistance a I’isoniazide doit étre compléter par un antibiogramme.

L'autre version, GenoType MTBDRsI (Hain Life Sciences, Allemagne), permet de détecter la
résistance aux médicaments de deuxiéme ligne: Fluoroquinolones, amikacine (AMK),
kanamycine (KAN), capréomycine (CAP) et aussi éthambutol (EMB), en recherchant les
mutations les plus courantes dans les genes gyrA, rrs et emb13 (599).

Les études rapportées sur le tableau 17 montrent que la sensibilité du test GenoType
MTBDRsI se situe entre 58,9% et 100% pour détecter la résistance aux Fluoroquinolones,
61.6-86% pour détecter la résistance a I’ AMK, 62.5-77.8% pour détecter la résistance KAN,
50-81.8% pour détecter la CAP et 56.6-63,7% pour détecter la résistance a I’EMB.
Généralement, le test GenoType MTBDRsl a une excellente sensibilité pour détecter la
résistance aux Fluoroquinolones, sauf deux études qui rapportent de bas chiffres. Pour les
Fluoroquinolones, les auteurs supposent que les échantillons inclus puissent porter des
mutations dans le géne gyrB (600). Ces mutations ne sont pas détectées par le test de
génotypage MTBDRsl 1.0, par manque de sondes contre gyrB (593). D’autres facteurs sont
impliqués dans ces résultats, a savoir la petite taille de I’étude (601) et I’inclusion des frottis a
microscopie négative pour lesquels MTBDRsI est connu d’avoir une médiocre performance
(589). De la méme maniere que pour les Fluoroquinolones, la faible sensibilité de détection de
la résistance de I’AMK chez Tomasicchio et al. peut étre attribuée a I’inclusion des
échantillons a microscopie négative dans 1’étude (589). Sinon, dans les deux autres études le
taux de détection de MTBDRsI pour la mutation AMK s'est avéré satisfaisant (593) (590).
Quant aux faibles sensibilités mises en évidence pour la détection de la résistance a la KAN,
elles sont dues a la prévalence des mutations en dehors de la région rrs (telles que tlyA, eis et
gidB) (602), qui semble é&tre plus prononcée pour la KAN par rapport aux autres
antituberculeux injectables de deuxiéme ligne (AMK et CAP).

Pour la résistance a I’EMB, globalement de faibles taux de détection sont observés dans les
isolats de toutes les études figurées au tableau 17. De la méme maniere que pour les
Fluoroquinolones et la KAN, cette faible sensibilité peut étre attribuée a des échantillons
portant des mutations au niveau des positions de codons autres que le codon 306 d'embB et

qui ne sont pas couvertes par les sondes du test. Une étude a rapporté que la mutation du
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codon 306 (couverte par MTBDRsl) a été isolée dans des souches résistantes et sensibles a
I'EMB (603). Ce fait implique que la mutation emb306 n'est pas un marqueur stable et unique
pour détecter la résistance aux médicaments EMB. Par conséquent, la fiabilité du diagnostic
basé sur le MTBDRsl pour la détection de la résistance a ’EMB nécessite une validation
supplémentaire phénotypique, en particulier avant son utilisation dans un pays hautement
endémique.

GenoType® MTBDRsI appartient a une catégorie de tests génétiques moléculaires appelés les
tests d’hybridation inverse sur bandelette pour la détection de la résistance aux médicaments
antituberculeux de deuxieme intention (SL-LPA pour Molecular Line-Probe Assay for the
Detection of Resistance to Second Line Anti-TB Drug,). Cette derniere a fait 1’objet du
document d'orientation en matiere de politiques de I’OMS sur « L'utilisation des tests
d'hybridation inverse sur bandelettes pour la détection de la résistance aux médicaments
antituberculeux de deuxieme intention » publié en 2016. Chez les patients atteints de TB
résistante a la RIF ou de TB-MR confirmée, 1’utilisation de SL-LPA comme test initial, au
lieu de I’antibiogramme basé sur la culture phénotypique, est possible. Ceci permet de
détecter directement sur les échantillons d’expectoration ou indirectement sur les isolats de
culture la résistance aux Fluoroquinolones et aux médicaments injectables de seconde
intention (606).

Le Genotype MTBDRplus 1.0 et GenoType MTBDRsl 1.0 sont spécifique pour le diagnostic
de la TB-MR et —UR, bien qu'il y ait toujours place a I’amélioration en ce qui concerne la
sensibilité. GenoType MTBDRsl VER 2.0 est repensé sur la base du GenoType MTBDRsl
VER 1.0 et accepte des mutations supplémentaires pour la détection moléculaire de la
résistance aux Fluoroquinolones (gyrA et gyrB) et les antituberculeux injectables de deuxiéme
ligne (rrs et la région promotrice du gene eis) dans le MTBC. Le test peut étre effectué sur un
isolat de culture ou directement sur I’échantillon, ce qui élimine les retards associés a la
culture. La version 1.0 nécessite un échantillon pulmonaire a frottis positif, tandis que la
version 2.0 peut utiliser un échantillon pulmonaire a frottis positif ou négatif. La deuxiéme
version du test a montré sa supériorité sur la premicre version pour la détection des mutations
impliquées dans la résistance aux Fluoroquinolones et aux antituberculeux injectables de

2eme ligne (AMK, KAN, CAP). Le test MTBDRsl confére une meilleure sensibilité pour la
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détection de la résistance aux Fluoroquinolones (94,8 contre 89,6%) et a KAN (90,5 contre
59,5%), mais similaire pour la détection de la résistance a AMK (91,3%) et CAP (83,0%). La
sensibilité et la spécificité ont été supérieures a celles de I’ancienne version pour la détection
des souches pré-UR (83,3 vs 75,0% et 88,6 vs 67,1%, respectivement). Le MTBDRsl 2.0

offre une meilleure sensibilité pour la détection de la forme ultra résistante (XDR) (83,0 vs

49,1%) (605).

Tableau 20 : Caractéristiques des versions 1.0 et 2.0 du génotype MTBDRsl selon le fabricant

(606)

Version 1.0

Version 2.0

Détection

Les échantillons

Résistance aux

Fluoroquinolones

Résistance aux

antituberculeux injectables

de 2eme ligne

Résistance a I’éthambutol

MTBC et la résistance aux
Fluoroquinolones,
antituberculeux injectables de
2¢eme ligne et I’éthambutol
Frottis & microscopie positive
et cultures
Mutations dans la région
déterminant la résistance du
gene gyrA
Mutations dans la région
déterminant la résistance du

gene 1rs

Mutations du géne embB

MTBC et la résistance aux
Fluoroquinolones,
antituberculeux injectables de
2eme ligne

Frottis a microscopie positive
et a microscopie négative et
cultures
Mutations dans la région
déterminant la résistance du
gene gyrA et gyrB

Mutations dans la région
déterminant la résistance du
geéne rrs et du promoteur de
gene eis

Non inclus

4. Séquencage du génome

Le séquencage du génome entier est une approche de haute valeur dans la recherche
moléculaire. Elle est de plus en plus répandue pour la détection de la résistance aux
antituberculeux de premiere et de deuxiéme intention, ce qui permettra un traitement

personnalisé et optimisé des patients.
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Pour la détection de la résistance a la RIF la sensibilité du test est estimée a 98% avec une
spécificité équivalente, quant a I’INH la sensibilité et la spécificité du test sont de 97 % et
93% respectivement (607). Pour les autres médicaments de premiére intention, les sensibilités
et les spécificités varient significativement. C’est probablement en raison d’un manque de
données sur les mécanismes moléculaires et les geénes impliqués dans le développement de la
résistance a la SM, EMB et PZA, ainsi que de 1'absence de standardisation des méthodes et
des concentrations des médicaments utilisées dans les tests phénotypiques pour la PZA (607).
Une meilleure performance du SGC pour les Fluoroquinolones par rapport aux
aminoglycosides et aux peptides cycliques (médicaments injectables) pourrait s'expliquer par
la bonne compréhension des mécanismes et du petit nombre de genes associés a la résistance
aux Fluoroquinolones (gyrA et gyrB) par rapport aux drogues injectables (rrs, eis, gidB et
tlyA) (607).

Cependant, l'utilisation du séquencage d'ADN pour la détection précise des mutations
nécessite beaucoup de temps, beaucoup de travail, un haut niveau d'expertise du personnel
ainsi qu'un équipement cotiteux. Grace a 'utilisation d'automates de séquencage, il est devenu
possible d’analyser des grandes régions d’ADN dans la présence toujours de la contrainte
financiére (le colit élevé du matériel) (240).

Les tests phénotypiques reste l'approche de laboratoire la plus fiable pour déterminer la
résistance et la sensibilité aux antibacillaires, ses avantages étant la présence des réseaux de
controle de la qualité et la bonne corrélation clinique (626). Certe, les méthodes génotypiques
sont capables de détecter facilement et rapidement la résistance, mais 1’exactitude des
résultats et la corrélation avec le traitement et les résultats cliniques restent limités, car il a été
démontré que seules certaines mutations conférent de fagon constante et fiable un haut niveau
de résistance (627). La divergence observée dans certains antibiotiques et isolats, entre les
approches génotypique et phénotypique des tests de sensibilité (628) (629), doit étre résolue
par davantage de recherches sur les mécanismes de résistance.

En 2018, I'OMS s'attend a évaluer la performance des tests génotypiques de sensibilité aux
médicaments y compris le séquencage du génome par rapport aux normes de référence
phénotypiques actuelles et a développer une liste des mutations prioritaires (mutations dites

de confiance élevée) pour faciliter le développement des tests. L'OMS examinera également

183



la possibilité de 1'utilisation du séquencage moléculaire comme examen de référence pour les
tests de sensibilité aux anti-tuberculeux, au moins pour certains médicaments clés tels que la
rifampicine et le pyrazinamide (626)

Dans les conditions actuelles, il est important de combiner les méthodes phénotypiques et
génotypiques pour déterminer les profils de résistance aux antibacillaires et traiter les patients

atteints de TB-MR et -UR.
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CONCLUSION
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Le management de la tuberculose est lié en premier lieu a la disponibilité des méthodes de
diagnostic précis. Les tests phénotypiques dont 1’examen microscopique, la culture et
I’antibiogramme ont été les premiers a étre disponibles et restent toujours d’actualité pour le
diagnostic de la tuberculose et 1’étude de la résistance. Le manque de sensibilité (I’examen
microscopique direct) et le long délai de rendu des résultats (la culture et I’antibiogramme)
font de la mise en place d’un outil performant et rapide une urgence notamment en présence
d’une recrudescence de la pharmacorésistance.

Pour répandre a ce besoin des efforts soutenus de I’OMS et de nombreuses organisations
internationales ont été investis dans le développement et la mise en place des techniques de la
biologie moléculaire. Ces techniques sont tres sensibles et permettent un diagnostic rapide.
Les tests d’amplification génique offrent cet avantage car ils s’affranchissent du temps de
multiplication des mycobactéries du complexe tuberculosis. Aujourd’hui, I’automatisation et
la PCR en temps réel ont supplanté les techniques in-house, mais ces tests doivent toujours
étre compléter par une culture et un antibiogramme par méthode phénotypique. Le test
d’Xpert MTB/RIF est le seul outil dans cette catégorie recommandé par I’OMS aussi bien
pour le diagnostic rapide de la tuberculose que pour la détection de la résistance a la
rifampicine.

Les techniques d’hybridation moléculaires aprés (ou sans) amplification sont une autre
alternative rapide pour l'identification des mycobactéries obtenus en culture. Elles remplacent
avantageusement I’étude des caractéres culturaux et biochimiques et permettent de détecter
avec une haute sensibilité les membres du MTBC ainsi que plusieurs especes de MNT
couramment rencontrées. Aujourd’hui le principal intérét de ce type de techniques se présente
par leur capacité a détecter la résistance aux antibacillaires. Genotype MTBDRplus et
Genotype MTBDRsl constituent les deux tests d’hybridation inverse sur bandelette validés
par 'OMS pour la détection de la résistance a la rifampicine et a l'isoniazide et de la
résistance aux fluoroquinolones et aux médicaments antituberculeux injectables
respectivement.

Le typage quant a lui permet I’identification du type de souche du bacille de la TB d’une
maniere précise et relativement rapide. En dehors de son apport dans la détection de la

résistance aux antibacillaires, le typage moléculaire s’avere aujourd’hui un complément
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indispensable a la menée des enquétes épidémiologiques classiques. Le séquengage du
génome est une approche de haute valeur dans la recherche moléculaire, son application

contribuera certainement a faire évoluer les stratégies de LAT.
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-Auteur : OUSGUINE Asmae

-Rapporteur : Professeur ZOUHDI Mimoune

-Mots clés : Tuberculose — biologie moléculaire — diagnostic — Résistance -Marqueur
épidémiologique

Avec plus de 10 millions de nouveaux cas de tuberculose survenus chaque année, la
tuberculose continue d'étre 1'une des plus importantes menaces infectieuses. La coinfection
avec le VIH, I’émergence de formes de tuberculose multi-résistante, puis ultra-résistante et
totalement résistante ne fait que compliquer encore plus la situation. Par conséquent, la prise
en charge des patients devient beaucoup plus difficile et la nécessité d’un diagnostic sensible
et rapide s’avere encore plus urgente.

Récemment, le développement des méthodes de biologie moléculaire, leur standardisation et
leur automatisation a révolutionné le diagnostic de la tuberculose. L.’application de ces tests
pour le diagnostic de la tuberculose pulmonaire active est prometteuse. Toutefois leur
sensibilité est limitée pour le diagnostic de la tuberculose a frottis négatif, extra pulmonaire,
de I’enfant et de I'immunodéprimé. Les tests moléculaires doivent étre alors appliqués en
parallele avec les méthodes conventionnelles pour le diagnostic de la tuberculose ou pour
I’étude de la résistance aux antituberculeux.

Basé sur la littérature, le présent rapport fournit une enquéte complete sur les derniers progres
réalisés dans le diagnostic bactériologique de la tuberculose. En outre, nous allons faire un
tour d’horizon des différentes techniques génotypiques actuellement présentes pour le
diagnostic de la tuberculose, détailler leur performance et discuter leur intégration pour

I’évaluation de la résistance et I’étude des marqueurs épidémiologiques.
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ABSTRACT

-Title: The contribution of molecular biology techniques in diagnosis, evaluation
of antibacillary resistance and study of epidemiological markers

-Author : OUSGUINE Asmae

-Rapporteur : Professor ZOUHDI Mimoune

-Key words: Tuberculosis - molecular biology - diagnosis - Resistance -
Epidemiological marker

With more than 10 million new TB cases occurring each year, TB continues to be one
of the most important infectious threats. Co-infection with HIV, the emergence of
multidrug-resistant (MDR), then ultra-resistant (XDR) and fully resistant (TDR) forms
of TB only complicate the situation further. As a result, the care of patients becomes
much more difficult and the need for a sensitive and rapid diagnosis is even more
urgent.

Recently, the development of molecular biology methods, their standardization and
their automation revolutionized the diagnosis of tuberculosis. The application of these
tests for the diagnosis of active pulmonary tuberculosis is promising. However, their
sensitivity is limited for the diagnosis of smear-negative, extra-pulmonary
tuberculosis, childhood and immunocompromised tuberculosis. Then, molecular tests
must be applied in parallel with conventional methods for the diagnosis of tuberculosis
or for the study of resistance to antituberculosis.

Based on the literature, this report provides a comprehensive survey of the latest
advances in the bacteriological diagnosis of tuberculosis. In addition, we will review
the various genotypic techniques currently available for the diagnosis of tuberculosis,
detail their performance and discuss their integration for the evaluation of resistance

and the study of epidemiological markers.
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