Les Mycobacteries




Classification, Nomenclature
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Actinomycetales

Famille Mycobacteriaceae Actinomycetaceae Streptomycetaceae
Genre Mycobacterium Nocardia Actinomyces Streptomyces

v v v

Complexe Mycobacteries
tuberculosis  atypiques M. leprae

Especes
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Le genreMycobacteriumest subdivisé en 3 groupes :

—> « Complexe tuberculosis »: ++ especes
M. tuberculosis
M. boviset BCG

M. africanum

=> Mycobactéries « atypiques »: ++ especes
Eau

(Homme — Animaux)

(environnement) Terre

Animaux
9{
Homme

M. xenopi, M. avium-intracellulare, M. kansasii, M. szgi, M. chelonae

abscessus
—> M. leprae




— )

—> M. tuberculosis:Agent principal de la tuberculose humaine

* N'est pas retrouvé dans la nature en dehors dehkifis contaminés par
I’'nomme infecté

* Découvert en 1882 par Robert Ko@hBacille de Koch (BK)

=> | a tuberculose humaine peut étre due
M. bovis

M. africanum

« La symptomatologie clinique est identique »

Seule l'identification biochimique précise les difféencie
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Caracteres bactériologiques

1- Morphologie:

* Bacilles fins, legerement incurvés, immobiles, acagsel asporulés
* Difficilement colorables par les colorants usuels

* Colores par la Fuschine phéniquee a chaud selo@étkode de Ziehl-
Neelsen (retient le colorant malgré I'action combidés acides et de
I'alcool)

* Colores par I'auramine phéniquée (Bacille devigunrescent sous
I'influence de la lumiere UV)



—=>Au ME, la paroi est épaisse de 10 a 20 nm et appamastituée de 4 couches

différentes:
*PG

* 2 couches internes qui contiennent des elements Bgpparence
de cordages de + en + enchevétrés

* Couche externe qui est faite d’éléments enrubanee
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2- Caracteres culturaux:

* Exigences de culture et lenteur de croissance

* Aérobie stricte

* Pas de croissance sur les 1/2 ordinaires mais, sa@ohf2nant du sérum, de la

glycérine, de la pomme de terre glycérinée, deflaawe I'aloumine bovine
(1/2 de Lowenstein Jensen)

* Le temps de génération est de 20h, les culturesroatgmositives qu’apres une
ou plusieurs semaines a 37°C

* Les colonies ont un aspect en chou fleur, la serést franchement rugueuse et
leur teinte vire au creme beige

* Se dissocient tres mal dans I'eau
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3- Caracteres biochimiques et produits elabores:

* M. tuberculosisaccumule sans l'utiliser une grande quantité d’ac.
nicotinigue ou niacine.

En 1956, Konno a tiré profit de cette propriétémumoposer un test qui permet
de révéler la niacine par une réaction colorimatigtilisant I'aniline et le
bromure de cyanogene

* Réduction des nitrates en nitrites
* Activité catalasigue thermolabile
* Activité uréasique

* Résistance a I'hydrazide de I'ac. Thiophene carmpe (TCH)
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4- Constitution chimique et antigénique:

—> |a paroi est constituee de 20 a 45 % de lipides sousefde mycolate

d’arabino-galactane

—> D’autres glycopeptides sont également associés adadges mycobactéries:

Les Cires D, les Cord-factor et les mycosides

—> Les ac. mycoliques jouent un rble essentiel dans ba@bttoolo- résistance.

La fuschine formerait des complexes avec les groupesncarboxyl libres
des acides mycoliques situés a la partie la plus extkereebactérie.

Ces complexes constitueraient une barriere hydrophobemprisonnerait la
fuschine
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Pouvoir pathogene

—>|_a transmission est aérienne.

—>|_"agent principal de transmission est le malade tubeux avec caverne
pulmonaire
1- Tuberculose pulmonaire:

* Tuberculose du jeune enfant: Miliaire +++
* Tuberculose de I'enfant:
- 3-5 ans: Svt asymptomatique

- Rarement, les signes cliniques se limitent a unantete
modéree de I'état général

* Tuberculose de I'adulte:

Signes cliniques: Toux + ou — productive et AEG (félle, asthénie,
amaigrissement)

L’hémoptysie est rare
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2- Les manifestations extra-pulmonaires:

* Méningites tuberculeuses: mauvais pronostic
* Tuberculose ostéo-articulaire: Dans 50%, la localiradgi vertébrale
(mal de pott= atteinte lombaire)

* Tuberculose uro-génitale: Atteintes des reins et tgeesicliniques se
réesument a une dysurie et hématurie

* Tuberculose des séreuses: Pleurésie, Péricardite, Rériton

* Autres localisations: Adénites périphériques (cervioale claviculaire)
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Diagnostic bactériologique

—> || s’agit principalement d’'un diagnostic direct
—> || repose sur la MEE de la bactérie:

* Examen microscopique

* Culture

* Techniques d’ amplification géniques

* Autres méthodes de diagnostic

La probabilité de mettre en évidence des mycobastéépend de :
—> |a qualité des prélevements
= la répétition des prélevements
—> |a rapidité de leur transport au laboratoire
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1- Prélevements d’origine pulmonaire:

* Crachats: émission spontanée apres un effort dedeypréférence le matin
au réveil (3 jours de suite)
* Tubages gastriques (3 jours de suite)
* Prélevements sous fibroscopie:
Aspiration bronchique
Lavage broncho-alvéolaire
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2- Prélevements extra-pulmonaires

=> Urines emises au lever 40 ml minimum (3 jours de suite)
Veérifier la présence d’une leucocyturie et I'absetdedactériurie a
germes banals
=> Abces (prelevement a la seringue)
=> | ésions cutanées
Tissus divers }

Liquides d’épanchement

Les liquides séro-fibrineux seront préleves sur angjotzant
Liquide pleural
Liquide d’ascite e au moins 10 m|
Liquide articulaire |

—> |LCR (au moins 2 ml)

Biopsie

—>
—>

Sang Immuno-déprimeés
Moelle osseuse (sur anticoagulant)

!
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Prélevement

Fluidification-Décontamination
v
Centrifugation
\4
Culot
! M/\
Frottis Culture Amplification
l/ génique
Coloration
Ziehl
Auramine
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METHODES TRADITIONNELLES
a) Examen microscopigue

-Ziehl-Neelsen (x 100)

- Auramine (x 25)
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Ziehl :

meéthode facile, rapide

Sensibilité : environ Hbacilles/ml

* peu sensible

* depend de I'extension des lésions (aussi du prelevément
» Specificité : BAAR
ne différencie pas les MT des MNT

« Signe la contagiosité du malade ne présume en rien daractere viable
ou non des bacilles »
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b- Culture :

Apres fluidification-décontamination

® Milieux de culture
- 1/2 solides a I'ceuf

- Lowenstein-Jensen (2)
- Coletsos (1)

- 1/2 liquides (» 1/2 d’enrichissement )
/H9® MGIT — MB/bact — MB redox — BactAlert
Doit étre couplé a un 1/2 solide
Ne conviennent pas a la recherche de mycobactergeldaang.

Temps de détection: * 1/2 solides a I'ceuf 20-28 j
* 1/2 liguides Si Ziehl + » 8-12 |
Si Ziehl — » 12- 18|

« Les 2 types de milieux sont complémentaires, la sdnifité est ameéliorée »
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c) Identification des mycobactéeries

- Vérifier 'AAR ® Ziehl (observer la morphologie du bacille)

- Orientation: (sur 1/2 solide)
* Aspect des colonies: lisses — rugueuses
Forme, couleur
(achromogenes, photochromogenes, scotochromogenes)
* Temps d'apparition
** M. tuberculosis15-20 |
** M. bovis »40 |
** M. africanum 60 a 90 j

M. tuberculosis M. bovis
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C,- Tests biochimigues et culturaux

Jusgu’a il y a quelques années, l'identification repp@sa les caracteres
culturaux et les caracteres biochimigues:

* Niacine (test de Konno)

* Détection de I'activité Nitrate-réductase

* Présence d’'une catalase thermolabile (68°C)
* Croissance sur TCH

* Température de croissance

* Epreuve de photo-induction



tubelr\gijlosis africl\g.num blc\)/l\}is BCG
Aspect | Rugueux Mates Lisse | Rugueux
Délais 15-20 30-60 30-60 | 15-20
Niacine + - (+) : -
Nitrate + - (+) - -
reductase
TCH R S S S




C,- Identification par les methodes de BM

—> Hybridation avec une sonde nucléique complement&néARN 16S du
Complexe tuberculosis, couplée a un ester d’acridir(@iccuprobé,
GenProbe)

—> Inno-LIPA Mycobacteria (Innogenectics):

Les produits d’amplification obtenus par PCR de laoregodant I'espace
intergeénique 16-23S sont hybridés a des sondes d’ADiNblementaires,
immobilisés sur une membrane de nitrocellulose. Cesaansont
specifiques d®. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. boBGG, et
certaines especes de mycobaceries atypigues

—> Genotype MTBC, Hain, Biocentric basé sur la techniel@NA-Strip qui
permet la différentiation génétique au moyen du paisphisme du gene gyr
[} des especes du Complexe tuberculosis.
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Cas d’une culture en milieu liquide:

Centrifigation de 1,5 mL de 1/2 et l'identificati@st réalisée par sondes
nucléiques complementaires de 'ARNr 16S puis par PQIR preciser
I'espece.



Diagnostic par amplification geniques

—>Ces techniques permettent en théorie et en quelguesd; la détection d’un faible
nombre de séquences génomiques specifigues des mycasadteComplexe
tuberculosis

—Elles permettent de confirmer le diagnostic de tuldese en cas d’échantillon
positif a 'examen direct

—> Elles sont indiquées en cas de forte suspicion de twibsec

—> Elles sont pratiquées a partir du prelevement tatahi@ux apres
centrifugation et déecontamination par la méethodacityl-L-Cystéine

—> Plusieurs methodes d’amplification sont commercialisSEBBA( Transcription
Mediated Amplification, PCR Cobas Amplicor, SDA: &td Displacement
Amplification)
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« La sensibilité des techniques d’amplification eBtrieure a celle de la
culture »

—> Plusieurs études ont montré une sensibilité de 95 % 10@que I'échantillon
est positif a 'examen microscopique. Elle diminués@er0 % en cas d’examen
microscopique negatif

—> Ce manque de sensibilité peut résulter de plusieuresufisct
* rendement de 'extraction de 'ADN
* Faible prise d’essai

* Mutation de la cible a amplifier

« La specificité des méthodes d’amplification est #&nte »
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Autres methodes de diagnostic

Les tests baseés sur la libération de lymphocytes senslplisdes peptides
specifiques d®. tuberculosisabsents cheyl. bovisBCG ont une sensibilité
identique au test tuberculinique (IDR) et une merespecificité

Pas de faux positifs dus a une vaccination préalabBCG et au contact avec
les mycobactéries de I'environnement

Nécessitent qu'une seule visite. Pas de lecture sivigect

Du sang complet

2 tests sont commercialisés:
* T-SPOT-TB : Test quantitatif (nb de lymphocytesrgéant de I'INF)
* QuantiFERON-TB: test qualitatif (ELISA, INK

« La mesure de la réponse a I’ INfeprésente un nouveau marqueur
d’exposition au bacille de la tuberculose »



Etude de la Sensibilité aux antibiotiques

—=> A |'état sauvageM. tuberculosisst tres sensible aux anti-tuberculeux. Au cours
du traitement, les bacilles peuvent devenir résistai@st la « résistance
acquise »

—> Un malade contagieux peut contaminer un sujet naed des bacilles resistants,
c’est la « résistance primaire »

D’ou l'intérét d'une mesure de la sensibilité

Etude de la sensibilité en En 1/2 solide:

—=> | 'antibiogramme est réalisé selon la méthode de ptowo

—> Elle consiste a déterminer la proportion de mutaggstants a un AB donné a une
concentration donnée

—> Ensemencement des tubes de LJ avec et sans AB

—> Détermination du rapport « Nb de mutants R/ Nb dergesur LJ sans AB »
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Anti-tuberculeux testés:

AB de lere intention INH (++ concentrations 0.1, 0.2, 1, 10 pug/mL)
Rifampicine
Ethambutol
Streptomycine
Pyrazinamide

Si multiresistance détectee

AB de 2 intention Ethionamide
Amikacine
Ofloxacine
Levofloxacine
Moxifloxacine
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Proportion critiques:
—> 1% pour L’isoniziade, Rifampicine, Ethambutol

—> 10% pour le pyrazinamide

« Si la proportion obtenue est > proportion critig@aesouche est consideree
comme resistante »

« Souche R a INH d&ifampicine = souche multirésistante »

Etude de la sensibilité en 1/2 liguide

—> Résultats concordants avec ceux réalisés en 2 solide

—> |_es méthodes en 1/2 apportent un gain de temps éoaklid



Détection des genes de résistance par BM:

—> Pas tres utilisées
—=> Amplification par PCR d’'une région ou du gene entigpliqué dans la résistance.

— Hybridation LIPA (INNO-LiPA Rif TB®), permet une détection rapide et facile de
la majorité des mutations dans une partie restredit@ly) du gene « rpo»
impliguée dans la résistance de la RIif.

—> |_es produits d’amplification du gene rpsusceptibles de présenter une mutation,
sont hybrides a une sonde rpsans mutation et a des sondes spécifiques des
differentes mutations, toutes immobilisées sur mengdanitrocellulose.

—> |a sensibilité est de 90-97 %, la spécificité est peatd 100%

=> |'inconvénient: * Impossibilité a analyser de grandagons d’ADN

* Ne peut étre appliquee a la détection de la « Bxaatres
antituberculeux tels que I'INH ou les mutations impigs dans la résistance
concernent plusieurs genes
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Les Mycobactéries atypiques

Bactéries ubiquitaires, présentes dans I'eau, let $e$ @égetaux
Ne sont pas des parasites stricts de ’lHomme et des animau

Peuvent se développer a I'état commensal, contamiesptrélevements
biologiques

++ especes ne sont pas pathogenes et d’autres se aamhparbpportunistes,
pouvant étre a I'origine d’infection chez le suj@munodéprimé
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Le diagnostic d’'unenycobactériosepeut donc étre delicat

—> |a présence exclusive d’une mycobactérie atypique daa biopsie,
un prélevement opératoire ou un liquide de pondbois, prélevés
stérilement, ne pose pas de probleme de diagnostic

=> Dans les autres cas, il faudra isoler, pour un taldéaique donné,
la méme mycobactérie atypique de ++ prélevemeniséiee
origine, en quantité suffisante (au moins 10 colgrpesir la rendre
responsable de la pathogénicité
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Classification (Runyon)

—> Baseée sur la rapidité de croissance et sur la pitaiien des colonies

—> 4 groupes:
Groupe |: Mycobactéries photochromogenes

Les colonies ne sont pas pigmentées a I'obscurité ejgeeptent en jaune apres
exposition a la lumiere (caroténogenese photo inmaagt

Groupe Il: Mycobactéries scotochromogene
Mycobactéries aroissance lentepigmentées en jaune orangee a
I'obscurité et plus intensément a la lumiere (cammg@mese constitutive)
Groupe lll: Mycobactéries non chromogenes

Mycobactéries &roissance lentenon pigmentees a I'obscurité, se pigmentant
parfois a la lumiere et avec I'age, en jaune owse r

Groupe VI. Mycobactéries a croissance rapide

Les colonies apparaissent en moins d’'une semaine gmngeptation est
variable selon I'espece.
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Physiopathologie- Pouvoir pathogene

—> |_es mycobacterioses ne se distinguent de la tuberauilpse la clinique, ni par
la radiologie ou I'anatomo-pathologie

—> Elles s’installent chez des patients présentant unidi@imunitaire localisé ou
genéralise
1-Mycobactérioses pulmonaires

—> Ces mycobactéries entrainent des infections pulmesahroniques chez des
patients presentant des ATC pulmonaires ou bronchique

—> Elles infectent rarement des personnes avec des polsaoss
— La clinique et la radiologie évoquent la tuberculose

un diagnostic différentiel s'impose
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Les mycobacteries les plus fréquentes:

* M. avium-intracellulare

* M. xenopi + fréquentes
* M. kansasii
* M. szulgai

+ rares

* M. fortuitum



2- Mycobactérioses ganglionnaires
—> Ces infections affectent les enfants de moins de 8 ans

—> Adénites froides dont la porte d’entrée peut étoeplraryngee et dont le siege
cervical, sous mental est remarquable

=> Evolution bénigne, sans autre séquelle qu'une coeatle fistulisation
—=> M. scrofulaceunest la + fréquente

=> M. avium-intracellulargouche les enfants plus agés et la localisation estevari

3- Autres mycobactérioses

—=> |nfections ostéo-articulaires consecutives a des iméores chirurgicales:
M. fortuitum et M. chelonei

—> |nfections cutanées dued/h marinum(pays tempére) &ll. ulcerang(pays
tropicaux)

—=> |nfections genéralisees dueMaavium-intracellulare
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Diagnostic

1- Prélevements:
—>  Mycobactérioses pulmonaires: Cf Tuberculose
=>  Autres prélevements: Fonction de la localisation

* Ponction ou biopsie ganglionnaire
* Biopsie cutanée
* Ponction ou biopsie osseuse
—>  Au cours des infections disseéminées, les mycobactémtsexherchées

dans le sang, la moelle osseuse et d’autres sites frecqurratteints
(ganglion, os)



2- Examen microscopique

—> BAAR, la MEE se fait par coloration de Ziehl ou laiorescence
—=> |.a morphologie permet rarement de les distingueMigbactéries tuberculeuses

—> M. Xenopia une morphologie caractéristique (fusiforme)
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1

3- Culture:

Plus sensible que I'examen direct. Elle permet difienavec certitude
la mycobactérie en cause

Le traitement des prélevements pulmonaires est idenéiqpelui décrit
pour les mycobactéries tuberculeuses

* T° d’'incubation :
37°C en systematique

Pour les pvts cutanés, des géloses au sang et sangit@ihsemencees et
incubées a 30 et 37°61. marinumet M. ulceransne se développent pas a
37°C

M. Xenopipousse a 43°C
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* Durée d’incubation

— La vitesse d’apparition de la culture est variabléosmetion de I'espece
M. fortuitum et M. chelonae 1 semaine
M. xenopi 4 semaines
Autres especes 1 a 3 semaines
*Aspect des colonies:

—> \ariable

—> |Les colonies peuvent étre lisses ou rugueuses, pigmeni@escentrant le
vert de malachite. fortuitum ou non pigmentées évoquant alors une
mycobactérie tuberculeuse

4- ldentification: Hybridation moléculaire et/ou PCR



— )

Traitement

—> |_es mycobacteries atypiques sont resistantes auxudatictuleux a I'exeption
deM. kansasii

—=> Le TTT fera appel soit:

*a un acte chirurgicale dans le cas des infectiocelikees
(adénopathies, atteintes cutanées) chez le sujetgtisaas affection sous
jacente

* a une antibiothérapie, les AB actifs: Clarithrormei cyclines, FQ
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Mycobacterium leprae = bacille de Hansen

—> Bactérie parasite stricte de I'espece humaine
—> Agent de la lepre, infection chronique, cutanéeeeteuse
—> Elle sévit dans les pays tropicaux et sub-tropicaux

—> Non cultivable
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Pouvoir pathogene

—>Maladie infectieuse d’eévolution lentement progressivgppisme cutanéo- nerveux
—>Peériode d’'incubation est de 2 a 10 ans

—>M. Lepraeenvahit les nerfs périphériques, entrainant anesthési@aralysie et
deformations

—>|_es lesions siegent preférentiellement dans les pdetseplus exposees au froid. Les
raisons sont vraisemblablement liées a sa tempéragitineate de croissance qui est
de 27-30°C

—>Le PP est lié a sa capacité a étre phagocyté panarophage, a survivre et a s'y
multiplier

—=>\/oie de transmission est mal connue (respiratoirenéet?)
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Diagnostic

—> Consiste a la MEE directe du bacille dans les |éstatenées
1- Prélevements
—=> Mugueuses nasales

=> Suc dermigue au niveau du lobule de chaque oreille

—> Biopsies cutanees ou plus rarement nerveuses
2- Examen microscopique: Elément fondamental

—> |Les frottis sont fixés au vapeurs de formol ou pahkdeur
=> Coloration: Ziehl Neelsen
—> BAAR intracellulaires souvent groupés en amas =iglob

—> Les résultats sont exprimés guantitativement (indicgphologique= M)

3- Culture: L'absence de culture sur LJ et Coletsos confirnaidgnostic
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Traitement

—=>Polychimiothérapie

—->4 familles d’AB sont disponibles:
* Sulfones (dapsones)
* Rifampicine
* Clafazimine

* Ethionamide

—> Recommandation de 'OMS:
Lepre paucibacillaire: Rif + dapsones pd 6 mois

Lepre multibacillaire: Rif + dapsones + clafazimpe2 ans ou plus



