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INTRODUCTION

La mucoviscidose est la maladie génétique la plus fréquente en France ou elle est
diagnostiquée chez 1/4500 naissances/an [1]. Cette maladie autosomique récessive est due a
un dysfonctionnement de la protéine CFTR supportée par des mutations ponctuelles dans le
gene CFTR (chromosome 7) codant pour cette protéine [2]. Une des conséquences du
dysfonctionnement du canal chlore de CFTR est I’épaississement des sécrétions exocrines de
I’organisme [1], du tractus respiratoire et digestif en particulier ce qui greve principalement le
pronostic vital.

Depuis plus de cinquante ans la présence de mycobactéries, essentiellement isolées du
tractus respiratoire, est observee et rapportée chez ces patients [3]. Les déterminants de la
colonisation et/ou de I’infection de ce tractus respiratoire par les mycobactéries, bactéries
appartenant au genre Mycobacterium, restent incomplétement expliqués [4]. L’association
infection par les mycobactéries — prophylaxie au long court par macrolides est débattue [5]. Il
a été rapporté une variation de prévalence de certaines espéces en fonction de I’age des
patients [6,7] et une surreprésentation du sexe féminin inexpliquée [8]. Les méthodes
moléculaires ont permis un diagnostic plus rapide et précis des especes isolées mais certaines
d’entre elles, par ex. Mycobacterium abscessus, posent toujours de réels problémes
thérapeutiques [9] par toxicité et manque d’efficacité des antibiotiques classiquement utilisés.

Ce travail est une synthese actualisée des différentes méthodes diagnostiques
concernant les mycobactéries isolées du tractus respiratoire des patients atteints de
mucoviscidose. Autour des résultats épidémiologiques et expérimentaux rapportés a ce jour
dans la littérature internationale, seront mis en parallele I’exemple de I’émergence de
Mycobacterium lentiflavum dans une cohorte de patients francais et les problemes persistants
autour de la détection de ces pathogenes majoritairement opportunistes.



REVUE : Méthodes et criteres diagnostiques des infections
respiratoires a mycobactéries chez les patients atteints de

mucoviscidose

A — Les mycobactéries

Les mycobactéries, bactéries de [I’ordre des Actinomycetales, famille des
Mycobacteriaceae et du genre Mycobacterium [10], sont des bactéries a Gram positif,
aérobies et microaérophiles, colorés en rose par la coloration de Ziehl-Neelsen. Leur
découverte revient a Robert Koch qui isola en 1882 le bacille de la tuberculose
Mycobacterium tuberculosis [11] ou bacille de Koch (BK).

Les mycobactéries du complexe tuberculeux regroupent les espéces majoritaires M.
tuberculosis et Mycobacterium bovis dont une souche atténuée par repiquage successif
pendant 19 ans au début du XXeéme siecle a donné le bacille de Calmette et Guérin (BCG)
utilisé comme souche vaccinale contre la tuberculose depuis les années 1930 [11]. Les autres
especes tuberculeuses sont minoritairement isolées et sont impliquées dans des
anthropozoonoses : Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii, Mycobacterium
pinnipedii, Mycobacterium microti, Mycobacterium orygis, Mycobacterium caprae,
Mycobacterium suricattae et Mycobacterium mungi [12].

Proches phylogénétiquement de ces espéces tuberculeuses, sont décrites
Mycobacterium leprae ou bacille de Hansen, agent de la lepre, Mycobacterium ulcerans,
agent de I’ulcére de Buruli et Mycobacterium marinum, agent de la maladie des aquariums et
autres dermatoses tropicales verruciformes [13].

Les autres especes de mycobactéries non-tuberculeuses (MNT) sont des bactéries pour
la plupart environnementales et pathogénes pour I’homme en situation le plus souvent
opportuniste [14]. Les critéres phénotypiques utilisés historiquement pour décrire ces espéeces
ont permis leur classification selon leur temps de croissance en MNT a croissance rapide
(RGM pour« rapidly-growing mycobacteria ») et a croissance lente (SGM pour« slowly-
growing mycobateria »). Une classification colorimétrique a ensuite été utilisée par la
capacité des especes a prendre certaines couleurs en fonction de leur exposition a la lumiere

[15]. Les autres caractéristiques morphologiques de ces especes étant peu discriminantes,



I’étude de leur métabolisme initialement puis de la composition de leur membrane cellulaire
par chromatographie en phase gazeuse [16] ont permis d’établir progressivement une
taxonomie plus précise et plus riche au fur et @ mesure de I’isolement de nouvelles especes.
Cependant, les techniques moléculaires ont challengé ces dernieres méthodes fastidieuses,
colteuses et peu reproductibles pour la définition au niveau de I’espéce d’un taxon.
Initialement le pourcentage d’hybridation ADN-ADN puis le séquengage complet ou partiel
des genes ubiquitaires dits « de ménages » (ex. ARN ribosomal 16S) et ensuite le génotypage
par I’étude de la variabilité des séquences intergéniques non-codantes ont révolutionné la
description et contribué a I’accroissement quasi exponentiel du nombre d’especes décrites

annuellement.

B — Les méthodes d’isolement

1 — Les prélevements respiratoires chez les patients atteints de mucoviscidose

Les expectorations spontanées ou facilitées par des méthodes de kinésithérapie
respiratoires sont les prélevements majoritairement recueillis et sur la base desquels les
recherches de mycobactéries sont effectuées. Toutefois, les expectorations peuvent étre
« induites » par I’inhalation de sérum salé hypertonique qui permet de fluidifier les sécrétions
bronchiques par afflux massif d’eau libre pour compenser I’hyperosmolarité générée a la
surface des bronches [17]. Les sécrétions bronchiques peuvent étre récoltées par
écouvillonnage pharyngé ou encore aspirées au cours d’une bronchoscopie. Enfin le lavage
broncho-alvéolaire (LBA) et le brossage protégé sont des méthodes destinées a collecter les

micro-organismes présents au niveau du parenchyme pulmonaire.

2 — Les prélévements digestifs

Les mycobactéries pathogénes de I’arbre respiratoire peuvent étre isolées du tractus

digestif secondairement a la déglutition des sécrétions bronchiques. On connait classiquement
le tubage pour aspiration de liquide gastrique au réveil mais a plus récemment été décrite la



possibilité d’isoler par culture [18] ou identifier par méthodes moléculaires [19] avec une
grande fiabilité les mycobactéries dans les selles d’individus atteints de tuberculose.

3 — Les prélevements invasifs biopsiques

En paralléle de ces méthodes non invasives de prélevement, la possibilité d’identifier
des mycobactéries a partir de prélevements d’adénopathies médiastinales par ponction a
I’aveugle ou écho-guidée au cours d’une bronchoscopie a été rapportée récemment [20].

Les méthodes les plus invasives regroupent la biopsie pulmonaire radioguidée, per-
endoscopique ou chirurgicale, la biopsie et/ou exérése ganglionnaire axillaire ou médiastinale
par médiastinoscopie, enfin la ponction simple ou la biopsie pleurale en cas d’épanchement

liquidien, a I’aveugle ou chirurgicale.

C - L’identification des isolats cliniques

1 - L’examen direct des prélévements

L’examen microscopique des prélevements a la recherche de mycobactéries nécessite
une coloration spécifique de Ziehl-Neelsen qui permet la coloration en rose de toutes les
mycobactéries sur un fond bleu pour tous les autres composants matriciels ou cellulaires non
mycobactériens [11]. La lame est examinée en lumiére blanche au grossissement 1000 pour
un comptage des mycobactéries selon les recommandations de I’OMS [21]. La valeur
prédictive de cet examen reste cependant faible par la prévalence limitée des mycobactérioses
respiratoires chez les malades atteints de mucoviscidose [8].

2 —La culture

Une fois acheminés au laboratoire, les prélevements non stériles physiologiquement
(respiratoires et selles) sont décontaminés puis sont mis en incubation & 30 et 37°C en milieu
liquide (Middlebrook 7H9 dit milieu BACTEC 960) et/ou solide (Léwenstein-Jensen). 1l est

notable que le milieu de culture & base d’éléments sanguins de mouton ait été le milieu utilisé



par Robert Koch pour isoler M. tuberculosis [11,22] et c’est sur cette base qu’une équipe
frangaise a récemment mis au point un milieu au sang challengeant ces milieux liquides
usuels puisqu’il permet une détection des micro-colonies par auto-fluorescence en quatre
jours environ [23]. L’optimisation des parameétres physico-chimiques de culture des
mycobactéries est un des enjeux de la mycobactériologie moderne [24].

3 — L’identification par les méthodes dites phénotypiques

Les techniques d’identification conventionnelles basées sur la culture de I’isolat
reposent sur les caractéristiques phénotypiques des mycobactéries a savoir I’étude de leur
métabolisme en présence de tel ou tel substrat (galeries d’identification biochimiques), études
fastidieuses et onéreuses rendues automatisables par la méthode du BIOLOG [25] qui permet
une étude approfondie des différentes voies métaboliques des espéces mycobactériennes.

La caractérisation des acides mycoliques présents a la surface des mycobactéries est
une méthode alternative utilisée pour la différenciation taxonomique des espéces de
mycobactéries [26]. Elle reste réservée aux laboratoires de recherche car trop onéreuse en
matériaux et temps-opérateur en plus de nécessiter une grande expérience dans son
interprétation.

Depuis I’étude de Pignonne et al en 2006, la spectrométrie de masse MALDI-TOF a
été proposée comme outil de diagnostic des isolats cliniques de mycobactéries [27]. A
I’inverse des protocoles d’identification trés simples des bactéries plus « classiques » (cocci a
Gram positif ou bacilles a Gram négatif [28]), les protocoles d’identification des
mycobactéries se sont complexifiés au fur et a mesure des publications dans le but d’accroitre
la specificité de la technique [29-31]. Il est notable qu’en dehors de I’identification des isolats
obtenus aprés de nombreux jours de culture sur milieux solides (nécessité d’une biomasse
suffisante pour les protocoles actuels), I’identification des isolats obtenus plus rapidement en
milieu liquide est un échec en pratique courante de laboratoire [29]. Aucune étude n’a sans
conteste montré la faisabilité de la spectrométrie MALDI-TOF en tant qu’outil diagnostique
des isolats cliniques de mycobactéries réalisés en milieu BACTEC 960, le plus utilisé dans les
laboratoires de mycobactériologie clinique de France. Les explications possibles sont la
présence d’antibiotiques dans le milieu de culture pour éviter la pousse des pathogenes

commensaux du prelévement respiratoire [29], mais le plus probable reste la pollution des



spectres obtenus par les constituants humains du prélévement qui sont inoculés au moment de
la mise en culture.

Avec I’objectif majeur du diagnostic rapide et économique du caractére tuberculeux
ou non d’un isolat clinique de mycobactérie, la spectrométrie de masse a partir d’une quantité
de biomasse réduite et d’un protocole simplifié semble étre un outil moderne a développer

dans ce domaine.

4 — L antibiogramme

L’antibiogramme peut étre un outil diagnostique dans la mesure ou le profil de
sensibilité permet d’orienter le microbiologiste vers un complexe ou une espéce bactérienne
en particulier. Les recommandations internationales en matiére d’antibiogramme des souches
de mycobactéries varient selon les espéces isolées. Lorsqu’il s’agit d’especes du MTC,
I’antibiogramme des quatre antituberculeux de premiére ligne est essentiel [32]. Les autres
antituberculeux sont testés en cas de résistance primaire ou secondaire a ceux de premiere
ligne. La technique utilise le milieu liquide BACTEC 960.

Concernant les MNT, les recommandations et les techniques varient selon I’espéce
isolée. Classiquement, les isolats de MAC dont la significativité clinique est établie doivent
étre testés pour la sensibilité aux macrolides [33] et, sans détailler plus avant, les autres SGM
et RGM doivent étre testés en fonction du contexte clinique avec des méthodologies en milieu
liquide mais dont la reproductibilité pour des équipes peu entrainées est limitée [34]. La
réalisation des antibiogrammes requiere donc des équipes expérimentées [33].

5 — L’identification par méthode moléculaire.

Les meéthodes génotypiques d’identification sont désormais le «gold standard »
(onéreux) pour le diagnostic d’une espéce de mycobactérie. Dés les années 1970, I’étude de la
quantification d’hybridation ADN-ADN a permis de définir de nombreux taxons en se basant
sur une comparaison globale de la composition en nucléotides [35].

L’avénement de I’étude du géne de I’ARN ribosomal 16S spécifique du monde
bactérien a permis par son séquencage, d’étudier la variabilité génétique de chaque espéce au
niveau nucléotidique, notamment d’élaborer des liens phylogénétiques entre ces espéces

[36,37]. Par la suite, le séquencage et I’analyse cumulative des polymorphismes génétiques
7



d’autres génes dits « de ménage » (rpoB, sodA, hsp65, recA, gyrB,...) ont permis de
caractériser encore plus finement les variabilités génétiques intra et inter-especes aboutissant
a la caractérisation de nouveaux taxons et/ou sous-especes associées a des tableaux
physiopathologiques de plus en plus précis [38]. Depuis I’avenement des séquenceurs de
nouvelle génération, I’étude de ces polymorphismes génétiques se dirige de plus en plus vers
I’étude comparative du génome total [39].

Pour le laboratoire de microbiologie clinique, I’utilisation de PCR en temps réel
comme le GenXpert pour M. tuberculosis et/ou de bandelettes réactives types CM/AS [40]
permet de faire le diagnostic d’un grand nombre d’espéces de mycobactéries tuberculeuses ou
non. En particulier, les PCR temps-réel permettent d’obtenir un résultat d’identification en 2h
apres inactivation de I’isolat clinique. Plusieurs systemes ont été proposés pour le diagnostic
des infections les plus fréquentes, c’est a dire les mycobactéries du complexe tuberculeux
(MTC), du complexe Mycobacterium avium (MAC) et celles du complexe M. abscessus
[41,42].

Le séquencage partiel du gene rpoB (région hypervariable V) [43] apparait comme
étant a I’heure actuelle la technique de PCR-séquencage la plus rentable en précision
diagnostique pour I’identification en routine au niveau de I’espéce des isolats de
mycobactéries [44]. En effet, I’amplicon séquencé par cette technique [43] est d’environ 720
pb et permet d’obtenir, par comparaison aux séquences déposées dans la base de données
génotypique GenBank, I’identification précise de I’isolat clinique en moins de 2 jours. Cette
méthode s’avére d’une précision supérieure au séquencage du géne 16S ou d’autres régions
de ce géne rpoB moins hypervariables [45] du fait d’un polymorphisme plus important de
cette région hypervariable V du gene rpoB [43].

D — Les critéres diagnostiques d’une infection a mycobactéries chez le

patient atteint de mucoviscidose

Comme pour les autres patients, la présence d’une mycobactérie du complexe
tuberculeux isolée a partir d’un prélévement respiratoire (y compris les selles) doit faire

évoquer une tuberculose-maladie et faire pratiquer d’autres prélevements a la recherche de
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mycobactéries tuberculeuses, faire I’objet d’une déclaration a I’ARS du département, faire
isoler le patient dans une chambre hospitaliére de niveau P3 si possible et faire realiser un
antibiogramme de I’isolat [46]. La décision d’initier une thérapie antituberculeuse avant
I’obtention de I’antibiogramme dépend de I’état clinique du patient, a fortiori de sa fonction
respiratoire, de son histoire clinique et thérapeutique a savoir s’il a été en contact avec un
sujet tuberculeux, et qu’elle était I’origine géographique de ce sujet contact potentiel qui peut
déterminer une probabilité de résistance intrinséque de la souche transmise [47].

La présence de MNT chez le patient atteint de mucoviscidose doit étre confirmée sur
plusieurs prélévements respiratoires successifs [33] en dehors d’un prélévement endoscopique
(LBA) ou biopsique de tissu supposé stérile (parenchyme, adénopathie,...) pour lesquels un
seul prélevement suffit pour atteindre le critére « microbiologique » établi par I’American
Thoracic Society (ATS) en 2007 [33]. L’association de criteres cliniques comme la
symptomatologie respiratoire nouvelle, I’apparition de lésions scannographiques évocatrices
(bronchiolite, micronodules disséminés,...) a ce critere microbiologique, ajouté a
I’élimination d’une autre étiologie possible (infectieuse ou non) aux anomalies radio-cliniques
rencontrées, peut faire porter le diagnostic d’infection a mycobactérie [33]. Il n’y a en effet
pas d’atteinte radiographique pathognomonique ou typique d’une atteinte pulmonaire a MNT,
a fortiori dans le cas de la mucoviscidose, ni corrélation des patterns scannographiques avec
telle ou telle espece. Les lésions observées sur le plan iconographique peuvent étre
micronodulaires segmentaires, lobaires ou diffuses, caverneuses ou de type alvéolaire mais
encore fibro-interstitielles non spécifiques [33].

Depuis les recommandations internationales de 2007, il n’existe pas d’étude de
corrélation microbio-clinique ayant pu déterminer les critéres d’infection respiratoire
specifiquement chez les patients atteints de mucoviscidose. Il était toutefois proposé en 2004
sur la base d’une étude prospective contrdlée de ne pas tenir compte du critéere de
modification des atteintes radiographiques pour poser le diagnostic d’infection respiratoire a
mycobactérie chez les patients atteints de mucoviscidose en présence des critéres
microbiologiques et d’une altération des paramétres cliniques, respiratoires en particulier [48].



Epidémiologie des infections a mycobacteries en France chez les
patients atteints de mucoviscidose et I’exemple d’une grande ville

francaise.

A - MATERIELS ET METHODES

1 - Ethique

En accord avec la Loi n° 2004-800 relative a la bioéthique publiée dans le Journal
Officiel de la République Francaise le 6 Aout 2004, le consentement des patients n’a pas été
recueilli pour cette étude car aucun autre prélévement n’était nécessaire que celui déja prescrit
par le médecin responsable, c’est a dire la recherche de mycobactéries dans les prélevements

respiratoires.

2 — Patients

Les patients étudiés étaient hospitalisés ou avaient consulté a I’Assistance Publique
des Hopitaux de Marseille (AP-HM) dont certains étaient suivis dans les cohortes des Centres
Pédiatriques et Adultes de Ressources et de Compétence pour la Mucoviscidose (CRCM) de

I’AP-HM, services des Prs Jean-Christophe Dubus et Martine Reynaud-Gaubert.

3 — Méthodes d’isolement

Entre 2010 et 2014, les prélévements respiratoires (expectorations, aspirations
bronchiques, LBA et tubages gastriques) issus de ces patients ont été analysés au Laboratoire
de Référence des Mycobactéries de I’AP-HM. La méthode d’isolement utilisée tout au long
de I’étude était invariablement I’inoculation des préléevements décontaminés a la soude dans
un milieu de culture liquide Middlebrook 7H9 (tube MGIT, Becton Dickinson, Le Pont-de-
Claix, France) incubés dans un automate BACTEC 960. Apres une confirmation par une
coloration de Ziehl de la pureté d’une culture positive apres incubation a 37°C en atmospheére
microaérophile (5% de CO,), chaque isolat était inactivé par la chaleur (95°C, une heure) puis
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identifié par séquencage partiel du géne rpoB (43) en cas de négativité soit d’une PCR temps-
réel pour M. tuberculosis, soit d’un test de diagnostic rapide commercial (Xpert TB Rif). Pour
chaque couple patient/isolat, les résultats des données cliniques et para-cliniques étaient
consignés dans un fichier Excel® sur serveur AP-HM sécurisé.

4 — PCR temps-réel M. lentiflavum

a-Design et PCR

Dans le but d’identifier M. lentiflavum par PCR temps-réel, deux amorces et une
sonde couplée a un fluorochrome ont été désignées et leur sensibilité/spécificité ont été testées
in silico a partir des séquences disponibles dans la base de donnée GenBank (Annexe 1). Les
suspensions de mycobactéries étaient inactivées & 95°C pendant 30min puis aprés 10min de
refroidissement, étaient centrifugées a 10 000g pendant 5 min. Une fois le surnageant retiré,
20 pL de protéinase K et 180 uL de tampon G2 (Qiagen, Courtaboeuf, France) étaient ajoutés
puis le tube était vortexé. Le tube était positionné dans un bain sec a 60°C pendant 1 h.
L’ADN eétait ensuite extrait a I’aide de I’automate EZ1 Advanced XL (Qiagen) et 5 uL
d’ADN étaient ajoutés a 15 puL de mix de PCR temps-réel qui comprenaient 10 pL de
MasterMix (Eurogentec, Angers, France), 3,5 uL d’eau distillée stérile, 0,5 uL de sonde a 2,5
uM et 0,5 puL de chaque amorce a 20 uM (Annexe 1). La réaction de polymérisation était
réalisée a I’aide d’un thermocycleur CFX (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) et les
parameétres des cycles étaient les suivants : 50°C pendant 2 min suivi de 40 cycles de 5 min a
95°C, 35s a4 60°C et 30s a 45°C.

b-Validation in vitro

La sensibilité/spécificité de cette PCR temps-réel a été déterminée a partir de 30
isolats cliniques (Annexe 2) de MNT identifiées préalablement par séquencage partiel du gene
rpoB [43] (dont six souches de M. lentiflavum). Les mémes parameétres de culture,
d’extraction ADN et PCR ont été appliqués en présence d’un témoin négatif et positif de
PCR.
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c-Validation sur expectorations inoculées

La techniqgue de PCR temps-réel M. lentiflavum été testée a partir de trois
expectorations issues de trois patients différents (dont 2 présentant une mucoviscidose a
phénotype sévere), artificiellement inoculées par 6 souches de M. lentiflavum et 8 autres
souches sous-cultivees d’isolats respiratoires de mycobactéries (Mycobacterium simiae, M.
avium subsp. avium, M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii, M.
chelonae, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium kansasii,
et M. bovis BCG souche Tokyo préalablement identifiées par séquencage du rpoB [43]),
soient 42 expectorations inoculées, en présence de deux témoins négatifs et d’un témoin
positif de PCR. L’examen direct des expectorations avant inoculation était négatif et la culture
de celles-ci est restée négative sur milieu liquide MGIT (Becton Dickinson) aprés 4 semaines
d’incubation en milieu microaérophile, 5% de CO,. L’inoculation des expectorations a été
réalisée a partir de sous-cultures en milieu liquide MGIT calibrée initialement a 0,5
McFarland, en ajoutant 20uL de solution de culture a 0,5 McFarland diluée 500 fois dans
180uL d’expectoration en vue d’obtenir un examen direct de I’expectoration inoculée révélant
la présence de mycobactéries a la coloration de Ziehl-Neelsen a une concentration de
1/champ. Les expectorations inoculées ont été inactivées et I’ADN a été extrait comme décrit

ci-dessus (A-4-a).

5 — Revue de la littérature

Les bases de données MEDLINE, Scopus, ISI Web Of Knowledge, ont été utilisées
pour effectuer la recherche bibliographique de ce travail. Les mots clés « cystic fibrosis »,
« mycobacteria », « Mycobacterium lentiflavum » et «tuberculosis» ont permis de
sélectionner les articles d’intéréts scientifiques.

6 — Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel Epilnfo v3.5.4. La
significativité statistique était acceptée pour p<0,05 pour I’ensemble des tests réalisés.
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B - RESULTATS

1 — Revue de la littérature des infections a mycobactéries chez les patients atteints

de mucoviscidose en France

a-Les infections tuberculeuses

En France, seuls deux cas de tuberculose sont rapportés dans la littérature [46,49]
depuis la fin des années 90. Il en est de méme dans la littérature internationale, les cas de
tuberculose sont sporadiques dans les pays du Nord [50-55] mais surviennent plus
fréquemment dans les pays ou I’incidence de la tuberculose dépasse 50cas/100 000 habitants
[56,57] et semblent cependant subir un biais de publication. Par rapport a une incidence
globale moyenne en France depuis la fin des années 90 a 7-9 cas/100 000 habitants, (dans le
sous-groupe des personnes nées en France métropolitaine, I’incidence est <3/100 000
habitants) [58], la survenue de tuberculose chez les patients atteints de mucoviscidose semble

donc étre un évenement plutot rare.

b-Les infections &8 MNT

Les données de la littérature récente des quinze dernieres années suggerent en France
la prédominance des especes du complexe M. abscessus sur les espéces du complexe M.
avium [8]. Il a également été montré que les mycobactéries du complexe M. avium infectaient
des patients plus agés que ceux présentant une infection respiratoire aux espéeces du complexe
M. abscessus [6,7]. Les espéces isolées appartenant a ce dernier complexe sont M. abscessus
subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii et M. abscessus subsp. massiliense. Ces
derniers pathogénes étaient isolés chez des patients d’ages différents et présentaient une
sensibilité aux macrolides dans 100% des cas en ce qui concernait M. abscessus subsp.
massiliense [9]. Il apparait donc crucial de pouvoir distinguer ces sous-espéces au moment du
diagnostic.

Il ne semblait pas y avoir de modification d’incidence des infections @ mycobactéries
chez les patients suivis en France par I’administration d’azithromycine au long cours [59]. A
partir d’une étude rétrospective, Coolen et al décrivait la possibilit¢ d’une diminution

13



d’incidence de ces infections chez les patients atteints de mucoviscidose, traités par ce
macrolide au long cours [60].

2 — L’exemple de la cohorte marseillaise de patients atteints de mucoviscidose.

La cohorte marseillaise de patients atteints de mucoviscidose (cohorte CF) étudiée de
2010 a 2014 inclus (5ans) était composée de 235 (66,4%) patients adultes et 119 (43,6%)
pédiatriques. L’age moyen de ces deux populations adultes et pédiatriques était
respectivement de 32 +/- 7,8 et 9,3 +/- 6,1 ans. Le sex-ratio F/M dans ces deux populations
adultes et pédiatriques était respectivement 137/98 (58,3%) et 62/57 (52%). Dans la cohorte

adulte étaient suivis des patients présentant une mucoviscidose de phénotype moins sévere.

a-La tuberculose dans la cohorte marseillaise

Dans notre cohorte CF, une seule jeune femme atteinte de mucoviscidose typique
homozygote deltaF508 de 14 ans a présenté en 2011 un seul isolat clinique de M. tuberculosis
et a été traitée efficacement par un traitement standard de 6mois (2RHZE + 4RH) au vu de la
sensibilité de cet isolat aux antituberculeux de premiére ligne.

Les données du laboratoire des mycobactéries concernant les patients ayant présenté
un isolat clinique de M. tuberculosis complex étaient complétement disponibles et analysées
pour la période 2011-2013.

Une différence significative entre le nombre de patients atteints de mucoviscidose
présentant un isolat respiratoire de mycobactérie tuberculeuse (n=1; 4,5%) et le nombre de
patients présentant une tuberculose sans mucoviscidose associée (n=105 ; 69,5%), p<0,0001
était observée (Figure 1). L’age des patients atteints de mucoviscidose (21,5 +/- 14,3 ans) était
inférieur a celui des autres patients (49,3 +/- 19,7 ans), p<0,0001, ANOVA. L’association
entre mucoviscidose et tuberculose étaient également significative de facon indépendante en
analyse multivariée (régression logistique, p=0,0001) au méme titre que le fait d’étre né hors
de France métropolitaine (p=0,0003) et I’age (p=0,0005) étaient des facteurs indépendants
associés au risque de développer une tuberculose (Tableau 1).
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Figure 1: Ensemble des patients (n=173) présentant au moins une culture de mycobactérie
issue des prélevements respiratoires, répartis et comparés par complexe de mycobactérie
isolé, atteints ou non de mucoviscidose, 2011-2013.

Facteur associé Odds Ratio Intervalle de confiance a 95% p
AGE 0,9608 0,9394-0,9827 0,0005
CF (Y/IN) 0,0101 0,0011-0,0957 0,0001
SEXE (M/F) 1,8341 0,8228-4,0883 0,1380
Nés en France (Y/N) 0,2128 0,0919-0,4925 0,0003

Tableau 1 : Analyse multivariée par régression logistique des facteurs associés ou non a la
survenue d’une tuberculose & partir de 173 patients ayants présenté au moins un isolat

clinique de mycobactérie respiratoire, 2011-2013.
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b-Les infections a MNT dans la cohorte et I’émergence de M. lentiflavum

Sur les 354 patients de la cohorte CF étudiée de 2010 a 2014, 25 patients (12 enfants
et 13 adultes) ont présenté au moins un isolat clinique respiratoire de mycobactérie non
tuberculeuse. Le répertoire des especes identifiées est présenté dans la figure 2. Douze
patients (48%) présentaient au moins une fois M. abscessus, huit (32%) présentaient M. avium
et six (24%) présentaient M. lentiflavum (Figure 2) ; un patient ayant présenté a la fois M.

avium et M. lentiflavum successivement pendant la période d’étude.

14
12 M. lentiflavum
2
10 M. chimaera
8 - M. intracellulare
1
M. avium
6 2
® M., hominissuis
4 g 6 M. massiliense
2 B M. bolletii
0 B M. abscessus
M. abscessus M. avium M. lentiflavum
complex complex

Figure 2 : Ensemble des patients (n=25) atteints de mucoviscidose ayant présenté au moins un
isolat clinique de mycobactérie non-tuberculeuse, répartis par complexe d’espéce, 2010-2014.

Le nombre d’isolat moyen par individu ne différait statistiquement pas selon les
especes isolées, 2 +/- 1,3 isolats de M. lentiflavum, 7,6 +/- 10,5 pour M. avium et 5,6 +/- 5,9
isolats pour M. abscessus ; p=0,19 (test de Mann-Whitney). Le taux d’isolement (nombre de
positif / nombre total de prélevements collectés pendant la période d’étude) ne variait pas non
plus significativement : 8,2% +/- 6,2% pour M. lentiflavum, 25,7% +/- 16,3% pour M. avium
et 26,1% +/- 31% pour M. abscessus, p=0,10 (test de Mann-Whitney).

Les douze isolats de M. lentiflavum présentaient une similarité dans la séquence
partielle du géne rpoB de 99,6% +/- 0,003% par rapport a la souche de référence M.
lentiflavum CIP 105465 (numéro d’accés GenBank EU109300).
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De facon surprenante, M. lentiflavum n’a été isolé que chez des patients CF de sexe
masculin (sex ratio F/M=0/6). Cette répartition était statistiquement différente de la
répartition du sex-ratio de la cohorte CF (199/155 ; 56,2%), p=0,02 (test exact de Fisher), de
la répartition du sex-ratio des patients présentant un isolat clinique de MNT autre que M.
lentiflavum (11/9 ; 55%), p=0,02 et était également différente du sex-ratio des patients ayant
cultivé M. abscessus (6/6 ; 50%), p=0,054 et ayant cultivé M. avium (5/3 ; 63%) p=0,03
(Figure 3).

Le nombre d’isolat par individu (F=5,5 +/- 5,4 ; M=5,3 +/- 8,3) et le taux d’isolement
(F=23,8 +/- 18,8% ; M=20,2 +/- 26,6%) ne variait pas en fonction du sexe, p=0,95 et p=0,75
respectivement (test T de Student).

Figure 3 : Répartition selon le sexe dans les groupes de patients de la cohorte CF (n=354),
chez ceux ayant cultivés au moins un isolat respiratoire de mycobactérie non-tuberculeuse
excepté M. lentiflavum (n=20), puis ceux ayant cultivé une espéce du complexe M. abscessus
(n=12), M. avium (n=8) et M. lentiflavum (n=6). *p<0,05 ; **p=0,053.
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L’age moyen des patients ayant cultivé une mycobactérie du groupe M. avium (26,5
+/- 19,9 ans), du groupe M. abscessus (19,2 +/- 10,9 ans) et M. lentiflavum (22,2 +/- 11,4 ans)
ne différait pas significativement entre eux ni de celui de la cohorte CF (20,6 +/- 11,6 ans)
(Figure 4).

Figure 4 : Répartition selon I’age dans les groupes de patients de la cohorte CF (n=354), chez
ceux ayant cultivés au moins un isolat respiratoire de mycobactérie non-tuberculeuse excepté
M. lentiflavum (n=20), puis ceux ayant cultivé une espece du complexe M. abscessus (n=12),
M. avium (n=8) et M. lentiflavum (n=6). NS=non significatif

Les antibiogrammes réalisés en milieu liquide sur automate BACTEC 960 ont montré
qu’aucun isolat de M. lentiflavum n’était sensible & la clarithromycine alors que six isolats de
M. avium et six de M. abscessus I’étaient (p=0,13 ; test exact de Fisher). Sept isolats (58%) de
M. abscessus étaient sensibles a I’amikacine, contre deux (25%) pour M. avium. Deux isolats
(33%) de M. lentiflavum, trois (37%) M. avium et quatre (33%) M. abscessus étaient sensibles
aux rifamycines (rifampicine ou rifabutine). Aucune des souches de M. lentiflavum, tous les

M. avium et deux (33%) M. abscessus étaient respectivement sensibles a I’ethambutol.
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La significativité clinique des isolats de M. lentiflavum était investiguée en reportant
précisément les données cliniques (VEMS + IMC) et microbiologiques (identification des
pathogenes respiratoires) sur une échelle temporelle. Trois patients présentaient un seul isolat
clinique de M. lentiflavum pendant la période d’étude et étaient considérés comme
« colonisés » au regard des critéres de I’ATS et de I’Infectious Diseases Society of America
(IDSA) [33]. Les trois autres patients présentaient entre deux et quatre isolats cliniques de M.
lentiflavum et validaient donc le critére microbiologique [33] pour une « infection
respiratoire » éventuelle a M. lentiflavum. L’évolution des paramétres cliniques et des isolats
microbiologiques chez ces trois patients sont reportés en fonction du temps (Annexes 3-5).

Alors que tous ces patients ayant cultivé M. lentiflavum étaient également colonisés
et/ou infectés par d’autre pathogenes respiratoires comme Staphylococcus aureus ou
Aspergillus sp., deux patients présentaient un déclin de leur VEMS et I’apparition de
nouveaux nodules bronchiolaires sur des coupes scannographiques par rapport a des
imageries précédentes et validaient donc ainsi les critéres cliniques et microbiologiques de
I’ATS/IDSA [33] pour une infection respiratoire & M. lentiflavum (Annexes 3 et 4).

Chez un de ces deux patients (Annexe 3), un traitement antibiotique par ethambutol,
rifabutine et clarithromycine a permis de négativer les cultures ultérieures de mycobacteéries et
une augmentation de son VEMS a été observée au cours de ce traitement actif contre M.
lentiflavum. Ce patient ayant été transplanté bi-pulmonaire en septembre 2014, aucune culture
de mycobactérie n’a été observée a I’issue de la culture de quatre lavages broncho-alvéolaires

en 4 mois de suivi (Annexe 3).

3 — Mise en place d’une technique de diagnostic rapide par PCR temps-réel

ciblant M. lentiflavum directement a partir des expectorations.

Devant I’émergence de M. lentiflavum dans cette population fragile, il a été décidé de
mettre au point une technique de PCR temps-réel afin d’identifier en 1h30 si un isolat clinique
de mycobactérie, en particulier issu d’un prélevement respiratoire de patient CF, appartenait a
I’espéce M. lentiflavum. La spécificité et sensibilité de la séquence des sondes et amorces a
été validée in silico a 100% et 100% respectivement de similarité pour la séquence du géne
smpB de M. lentiflavum.
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Testée sur une collection de 30 isolats cliniques dont 6 M. lentiflavum isolés chez nos
patients atteints de mucoviscidose (Annexe 2), cette technique atteignait une sensibilité et
specificité de 100% et 100% respectivement.

Enfin, cette technique de PCR a été testée sur trois expectorations chacune inoculées
par six isolats cliniques de M. lentiflavum et huit isolats de mycobactéries. Elle a montré une
spécificité de 100% et une sensibilité de 83% (Tableau 2) pour un seuil de Ct a 39.

Expectorations inoculées Expectorations inoculées

par M. lentiflavum par une autre MNT
Test positif (Ct<39) 15 0
Test négatif (Ct>39) 3 24

Tableau 2 : Résultats de la PCR temps-reel M. lentiflavum appliquée & 42 expectorations

inoculées par M. lentiflavum et huit autres espéces de mycobactéries.
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C - DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons confirmé la présence et I’identification de MNT
colonisant et infectant le tractus respiratoire de 7% des patients atteints de mucoviscidose sur
une période de 5 ans, avec une prédominance des especes du complexe M. abscessus. Ces
données sont comparables aux données de la littérature [61,62], en particulier francaise issue
des autres CRCM [8].

Nous rapportons, en 20 ans, un troisieme cas francais de tuberculose associée a la
mucoviscidose, ce qui contraste donc avec les milliers de cas recensés dans la population de
méme age [58] et fait évoquer un facteur protecteur de la mucoviscidose vis-a-vis de la
tuberculose. Les caractéristiques des atteintes radiographiques pulmonaires n’étaient pas
comparées dans ce travail. Certains auteurs ont depuis les années 80 émis I’hypothese d’une
association négative entre mucoviscidose et tuberculose expliquée par un facteur de sélection
des individus porteurs de mutations au niveau du CFTR [63,64]. Les bases
physiopathologiques d’une telle hypothése restent a démontrer.

Les méthodes d’identification utilisées au cours de cette période étaient basées sur la
biologie moléculaire avec le séquencage partiel du géne rpoB qui reste le marqueur
moléculaire le plus sensible en matiére de variabilité génétique [43] par rapport aux autres
génes de ménage, ARNr 16S, genes hsp65, sodA, gyrB et recA notamment [44]. Une PCR
temps-réel M. lentiflavum « sur-mesure », validée sur un panel de 16 especes de
mycobactéries (dont M. lentiflavum et M. simiae) potentiellement fréquemment identifiées
dans les prélevements respiratoires de patients atteint de mucoviscidose, a confirmé sa
faisabilité directement dans les prélevements respiratoires. Cette méthode de PCR temps-réel
requiert donc d’étre testée comme outil de screening prospectif a partir de I’ADN directement
extrait (aprés inactivation) des expectorations de patients atteints de mucoviscidose.

De fagon surprenante, M. lentiflavum était dans notre cohorte de 354 patients la
troisieme espéce de mycobactérie identifiée dans les prélevements respiratoires de six patients
(1,7%) ce qui correspond a la plus importante cohorte mondiale. Par rapport aux autres
cohortes, y compris frangaises [8] qui ont rapporté de fagon plus anecdotique la présence de
M. lentiflavum dans les prélévements respiratoires, I’hypothése la plus probable est qu’il

s’agisse d’une émergence épidémique.
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M. lentiflavum a de plus été identifié comme pouvant étre continuellement présent
dans les circuits d’eau [65] et il est en effet probable que cette mycobactérie soit, a I’instar des
espéces amoebo-résistantes des complexes M. avium et M. tuberculosis [66], véhiculées par
les amibes libres de I’eau, déja identifiées dans les circuits d’eau municipaux ou hospitaliers
[67]. Bryant et al a montré au Royaume-Uni, la détection de transmission croisée intra-
hospitaliére et étudié I’ensemble du patrimoine génétique des souches de M. abscesus subsp.
massiliense par séquencage complet du génome pour argumenter cette hypothése [68]. Dans
le but de distinguer I’émergence de transmission croisee et d’acquisition externe d’origine
environnementale, d’autres auteurs ont utilisé le génotypage des espéces isolées [69,70].

Il est également possible que M. lentiflavum soit sous-diagnostiqué en raison d’un
délai moyen de trois semaines nécessaire a la pousse en milieu conventionnel liquide de cette
bactérie fastidieuse. De plus, de la proximité de son patrimoine génétique avec d’autres MNT
comme M. simiae [71] et de la faible fiabilité des tests commerciaux utilisant des bandelettes
réactives type CM/AS [72] pour I’identification de cette espece résulte une possible erreur
d’identification de M. lentiflavum dans les cultures positives de mycobactéries non-
tuberculeuses. L’absence de génome publié a ce jour de M. lentiflavum est également un frein
a I’étude de cette espece.

Une équipe turque rapportait neuf isolats cliniques cultivés a partir d’un seul patient
de sexe masculin [57]. Cette étude vient par ailleurs conforter notre hypothése que M.
lentiflavum est un microorganisme émergent chez les patients, en particulier de sexe masculin,
atteints de mucoviscidose et peut jouer chez eux un réle pathogéne qui reste a eclaircir.

En effet, alors que cette bactérie a longtemps été considérée comme un germe
environnemental non pathogene ou agent d’adénite non grave de I’enfant [73], plusieurs cas
d’infections disséminées ont été rapportés [74,75] dont un cas récent d’hémophagocytose
lympho-histiocytaire qui a conduit au déces d’un patient greffé cardiaque en quelques jours
alors que M. lentiflavum était identifié en culture issu de tous les prélévements biopsiques
ante et post-mortem effectués [76]. La gravité de cette atteinte dans un contexte de greffe
d’organe solide et la possibilité d’une diffusion sur un mode épidémique font proposer la
surveillance particulierement attentive de M. lentiflavum chez les patients atteints de
mucoviscidose greffés ou en attente d’une greffe pulmonaire.

La réalisation d’un screening systématique par PCR temps-réel des prélevements
respiratoires de patients atteints de mucoviscidose en attente de greffe ou déja greffés est dans

ce cas une technique peu invasive et fiable pour réaliser cette surveillance. Cette proposition
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requiert une validation en pratique clinique sur une plus large série prospective de patients et
de prélévements.

Le traitement des infections & M. lentiflavum n’est pas clairement codifié par les
recommandations internationales [33], probablement du fait de la difficulté de standardiser les
méthodes d’antibiogramme et de la rareté de I’isolement de cette bactérie en situation
pathogéne pour I’homme. Il semble que M. lentiflavum soit sensible aux antibiotiques actifs
contre les especes du complexe M. simiae a savoir les rifamycines, I’ethambutol et la
clarithromycine [77,78] avec le fait pour cette derniere molécule, que [I’utilisation de
I’azithromycine en prophylaxie des infections a Pseudomonas chez les patients atteints de
mucoviscidose rende incertaine I’efficacité des macrolides en général. Les tests antibiotiques
ne sont pas standardisés et il n’existe a ce jour aucune étude de corrélation microbio-clinique

pour déterminer un consensus thérapeutique des infections a M. lentiflavum.
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CONCLUSION

Les infections a mycobactéries représentent un réel challenge pour le pneumologue et
le microbiologiste clinique qui prennent en charge les patients atteints de mucoviscidose.
L’épidémiologie de ces infections évolue dans le temps, la zone géographique étudiée et bien
sOr avec les méthodes diagnostiques utilisées pour les isoler des prélévements respiratoires de
ces patients.

Les méthodes modernes d’identification des laboratoires de microbiologie requierent
des outils moléculaires colteux mais précis pour le diagnostic exact au niveau de I’espéce,
méthodes récemment challengées par le développement de I’identification des isolats par la
spectrométrie de masse MALDI-TOF. Cette précision diagnostique a montré son importance
en pratique clinique, particulierement pour déterminer la possibilité d’un traitement par
macrolides dans les infections a mycobactéries du complexe M. abscessus.

Le probleme principal reste en effet la prise en charge thérapeutique de ces malades
infectés par les mycobactéries car les schémas thérapeutiques proposés comprennent le plus
souvent des antimicrobiens particulierement toxiques et prescrits pour une durée importante.

L’exemple de I’émergence épidémique de M. lentiflavum dans notre cohorte de
patients atteints de mucoviscidose souléve au moins deux problématiques : quel est le niveau
de transmissions croisées de ces pathogénes environnementaux au sein de nos institutions
hospitaliéres et comment les détecter ; et quelle est la signification clinique de cette bactérie
opportuniste dans les infections respiratoires chez les patients atteints de mucoviscidose,
notamment les greffés. La premiére question pourra probablement étre résolue par
I’intermédiaire de techniques moléculaires complexes que sont le génotypage voire le
séquencage du génome complet de tous les isolats cliniques et environnementaux de M.
lentiflavum. La détection rapide de cette espece chez les patients atteints de mucoviscidose,
prealable nécessaire aux techniques de séquencgage, pourra étre réalisée par I’intermédiaire de
la PCR temps-réel que nous proposons a I’issue de ce travail de recherche, et pourra permettre
de mieux appréhender la signification clinique de I’isolement de cette bactérie opportuniste.
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Annexel:

ANNEXES

Caractéristiques des sonde et amorces de PCR temps-réel ciblant Mycobacterium lentiflavum

Gene cible
Amorces
MlentismpB MBF
MlentismpB MBR
Sonde
MlentismpB MBR

Dilution

smpB

CAACTTGCACATTCCCGAGT
CCCGATCAGTGTGTCGATCT

6FAM-TCGCACTCGGAAGTTGTTGTTACATAGGC
0.1nmol/pL puis 1/40
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Annexe?2:

Résultats du test de sensibilité/spécificité de la PCR temps-réel Mycobacterium lentiflavum a

partir de 30 isolats cliniques appartenant a 16 especes de mycobactéries non-tuberculeuses.

Espéces du genre Mycobacterium utilisées Nombre PCR temps-
d’isolats réel positive
Mycobacterium abscessus subsp. abscessus 1 0
Mycobacterium abscessus subsp. bolletii 1 0
Mycobacterium avium subsp. avium 3 0
Mycobacterium avium subsp. hominissuis 1 0
Mycobacterium bovis Bacille Calmette—Guerin souche Tokyo 1 0
Mycobacterium chelonae 2 0
Mycobacterium chimaera 1 0
Mycobacterium europaeum 2 0
Mycobacterium fortuitum 1 0
Mycobacterium gordonae 1 0
Mycobacterium intracellulare 1 0
Mycobacterium kansasii 2 0
Mycobacterium lentiflavum (dont 6 M. lentiflavum appartenant 9 9
aux 6 patients décrits dans cette étude)
Mycobacterium porcinum 1 0
Mycobacterium simiae 2 0
Mycobacterium xenopi 1 0
TOTAL 30 9
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Ensemble des patients (n=173) présentant au moins une culture de mycobactérie
issue des prélévements respiratoires, répartis et comparés par complexe de

mycobactérie isolé, atteints ou non de mucoviscidose, 2011-13.

Ensemble des patients (n=25) atteints de mucoviscidose ayant présenté au moins
un isolat clinique de mycobactérie non-tuberculeuse, répartis par complexe

d’espece, 2010-2014.

Répartition par sexe dans les groupes de patients de la cohorte CF (n=354), chez
ceux ayant cultivés au moins un isolat respiratoire de mycobactérie non-
tuberculeuse excepté M. lentiflavum (n=20), puis ceux ayant cultivé une espéce
du complexe M. abscessus (n=12), M. avium (n=8) et M. lentiflavum (n=6).
*p<0,05 ; **p=0,053.

Répartition selon 1’age dans les groupes de patients de la cohorte CF (n=354),
chez ceux ayant cultivés au moins un isolat respiratoire de mycobactérie non-
tuberculeuse excepté M. lentiflavum (n=20), puis ceux ayant cultivé une espéce
du complexe M. abscessus (n=12), M. avium (n=8) et M. lentiflavum (n=6).

NS=non significatif

Analyse multivariée par régression logistique des facteurs associés ou non a la
survenue d’une tuberculose a partir de 173 patients ayants présenté au moins un

isolat clinique de mycobactérie respiratoire, 2011-13.

Résultats de la PCR temps-réel M. lentiflavum appliquée a 42 expectorations

inoculées par M. lentiflavum et 8 autres espéces de mycobactéries.
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Mycobacteria as emerging respiratory tract pathogens in cystic fibrosis patients: identification
and diagnostic criteria.

Outbreak of Mycobacterium lentiflavum respiratory isolates in a large French city.

Abstract

Nontuberculous mycobacteria (NTM) are opportunistic respiratory pathogens in
patients with cystic fibrosis. Their identification is based on non-invasive specimens and
precise modern molecular techniques such as partial sequencing of the rpoB gene.

Over a 5-year period, 25/354 (7%) cystic fibrosis patients yielded at least one
clinical isolate of NTM while only one patient (0.3%) yielded only one isolate of
Mycobacterium tuberculosis suggesting an independent protective link ( p = 0.0001) between
cystic fibrosis to tuberculosis.

Six patients had Mycobacterium lentiflavum isolated in sputum during the study
period, a fact that seems consistent with an outbreak. Detecting in routine M. /entiflavum
directly in sputum using our new real-time PCR may help to disclose probable cross-

transmissions.
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Les mycobactéries, pathogénes respiratoires émergents chez les
patients atteints de mucoviscidose : méthodes diagnhostiques.
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dans une grande ville francaise.

RESUME EN FRANCAIS :
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Mycobacterium tuberculosis. La mucoviscidose semble étre un facteur indépendant protecteur
(p=0,0001) de survenue d’une tuberculose.

Six patients ont présenté un isolat respiratoire de Mycobacterium lentiflavum au cours
de la période d’étude, fait qui semble compatible avec une émergence épidémique. Le
développement d’une PCR temps-réel pourra permettre un screening des expectorations en
routine en vue de dépister les transmissions croisées.
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