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Partenaires


LES MYOBACTERIES

Module 7, numéro 106, 102.
On va parler essentiellement de tuberculose pulmonaire pendant ces 2h et comme dans l’ECN ce qui paraît important c’est les localisations extra-pulmonaires, on abordera aussi ce sujet.
PLAN
Introduction : famille mycobacteriaceae avec 2 choses importantes qui sont la nomenclature et l’habitat.
Epidémiologie de la tuberculose : données difficiles à récupérer donc les chiffres sont des proportions à avoir en tête.
Diagnostic clinique de la tuberculose.
Diagnostic bactériologique de la tuberculose.
Traitement de la tuberculose : qui est surtout important pour le diagnostic éventuel de résistance. 
Physiopathologie de M. tuberculosis.
Conclusion.
I. INTRODUCTION (D 2)
Ce sont des Actinomycétales, dans la famille des Mycobacteriaceae et de genre Mycobacterium.
D’autres germes sont rapprochés des Mycobacterium dont les Nocardia par ex., qui peuvent aussi être responsables de pathologies respiratoires mais dont on ne parlera pas ici.

Le genre mycobacterium est divisé en 2 grands complexes :
· Complexe tuberculosis 

· Mycobactéries Non Tuberculeuses (MNT) = Mycobactéries atypiques, Mycobactéries opportunistes ou Mycobactérioses.
A. Espèces de Mycobacterium
1. Complexe tuberculosis
On a le bacille de Koch = Mycobacterium tuberculosis.
On a aussi M. Bovis qui était la mycobactérie des bovins et donc on pouvait avoir une pathologie infectieuse OBLIGATOIRE chez les humains quand on consommait du lait contaminé. Dedans il y a des sous groupes et ce qu’il faut retenir dans ce sous groupes, c’est que c’est de M. Bovis que a été tiré la souche B.C.G. (Bacille de Calmette et Guérin) et que cette souche avirulente pour l’homme avait été utilisée pour la vaccination.
Et puis on a d’autres Mycobactéries :

· M. africanum = même bactérie que M. tuberculosis mais dont l’épidémiologie est réservée au territoire africain et globalement au niveau taxonomie c’est très proche.
· M. microtti, M. canettii, M. pinnipedii.
Ca c’est le complexe qu’on doit connaître en terme de pathologie clinique la plus fréquente, puisque ce sont les agents responsables de la tuberculose pulmonaire ou des formes extra-pulmonaires.
2. Mycobactéries Non Tuberculeuses (MNT) 

Il faut retenir que ce sont les pathologies opportunistes. Donc ce sont des pathologies qui épidémiologiquement sont plus rares, qui apparaissent sur un terrain en général beaucoup plus fragilisé et qui sont des contaminants très très importants des environnement hydro-aériques et en particulier des eaux (notamment les eaux du robinet).
Parmi ces MNT on va retrouver certaines Mycobactéries avec un pouvoir pathogène RELATIF pour l’homme et dont il faudra connaître l’existence, et on les sépare en 2 grands groupes : celles qui sont à croissance rapide et celles qui sont à croissance lente. Ceci étant des notions de bactériologiste et qui nous aide à les classer en terme de pathologie.
On a différentes bactéries dont on peut retrouver certaines histoires infectieuses dans le cadre d’une immunodépression profonde.
3. Mycobacterium leprae

Un mot dessus. C’est le même genre. Ca donne des pathologies très spécifiques avec des lésions en général cutanées qui peuvent être très mutilantes.
La question n’est pas abordée ici, mais elle l’est dans l’ECN dans l’item 102. On a donc une petite fiche sur internatice pour notre culture G.
Donc pas de questions dessus pour l’examen, mais à savoir pour notre future activité et l’ECN.
( Alors, la 1ère notion c’était le genre Mycobacterium, 2 grands groupes :
· Complexe tuberculosis : pathogène obligatoire, l’habitat c’est l’hôte

· Mycobactérioses avec mycobactéries atypiques, opportunistes, sur un terrain immunodéprimé, et un habitat hydro-aérique avec possibilité de contamination.
B. Le genre Mycobacterium (D 3)
2ème notion : Mycobaterium est une bactérie tout à fait particulière et donc c’est une activité de laboratoire tout à fait spécifique!!
· 1ère particularité : la paroi de cette mycobactérie est très spéciale, enrichie en acides mycoliques, ce qui la rend en pratique difficile à mettre en évidence dans un laboratoire de bactériologie qui ne s’est spécialisé pour un diagnostic de mycobactériose ( laboratoire spécialisé pour faire un diagnostic de mycobactérie +++. Cette particularité de paroi provoque des « difficultés » pour la mise en évidence pratico-pratique pour le bactériologiste.

De plus, elle protège de certains facteurs détergents et on utilise cette propriété pour le diagnostic parce qu’on va utiliser des systèmes de décontamination de nos prélèvements en utilisant de l’acide et de l’alcool (sur une bactérie normale, l’acide et l’alcool va détruire la paroi et on va faire mourir les bactéries présentes dans le prélèvement). Donc pour une mycobactérie, quand on fait une décontamination acide-alcool, vu qu’elle a cette paroi spéciale, elle sera protégée.
· 2ème particularité : ce sont des mycobactéries qui se divisent extrêmement lentement (NB : dans tous les cas on dit que les mycobactéries sont à croissance rapide, quand elles mettent moins de 7 jours). Et on classe ces mycobactéries, dans leur groupe, en rapide quand on a une croissance qui est visible en 27 jours. Donc croissance lente par rapport aux mycobactéries classiques.
C. Mycobactéries Non Tuberculeuses (MNT) (D 4)
Elles font parties aussi d’un item de l’ECN (101 surement, elle sais plus exactement).
La pathologie de type mycobactériose est vraiment liée à l’immunité du patient (encore plus qu’avec les autres mycobactéries).
A retenir qu’il y a une corrélation +++ avec la pathologie liée au VIH. Effectivement, souvent les mycobactérioses apparaissent chez les patients séropositifs.
Sur la diapo, on a un tableau qui n’est pas exhaustif mais sur lequel on va trouver les noms les plus importants des mycobactéries atypiques en fonction des principales localisations ou des pathologies engendrées.
Donc on a les localisations pulmonaires, qui sont assez classiques pour les mycobactéries (pareil pour M. tuberculosis). Et dans ce groupe on a des mycobactéries de type MAC, qui sont les avium intracellulare (décrites chez le poulet, elles sont capables d’infecter par voie respiratoire des immunodéprimés). 

A coté de ca, on a M. kansasii, fortuitum, chelonea-abscessus, szulgai, malmonense, simiae.
A son sens, on a pas à retenir les noms, mais on doit les avoir vu au moins 1 fois. Elle nous conseille de garder ce petit tableau dans la poche quand on commencera nos gardes en médecine interne (.
Après on a des mycobactéries qui sont plus spécifiques d’infections extra-pulmonaires, par ex. les infections à M. xenopi au niveau de l’os, ou encore les infections cutanées avec M. marinum, ulcerans,…

M. marinum est intéressant car c’est une pathologie qu’on retrouve chez des patients aquarophiles. En fait c’est une mycobactérie, comme toutes les mycobactéries atypiques, qui vit très bien dans l’eau et comme son nom l’indique elle contamine le poisson. Donc très souvent on va avoir des lésions cutanées des mains (des pieds aussi, mais on met rarement les pieds dans l’aquarium) chez des gens qui s’occupent de poissons. 
Une chose qu’il faut savoir, c’est que la particularité de ces pathologies mycobactérioses, c’est qu’elles sont atypiques et donc il ne faut pas les confondre avec des pathologies cutanées liées à un état immunitaire, car souvent ces lésions sont traitées par des corticoïdes et quand on traite une lésion infectieuse à mycobactéries par des corticoïdes on aggrave la clinique.
Problème en tant que clinicien, c’est qu’il va falloir des critères pour impliquer une mycobactérie et lié le prélèvement à une pathologie infectieuse clinique. ( Publication en 2007 par l’American Thoracic Society (ATS) qui nous donne des critères cliniques/bactériologiques/radiologiques pour faciliter l’interprétation.
Si on a : des critères cliniques compatibles avec la tuberculose (on parle la de symptomatologie respiratoire essentiellement), des lésions radiologiques récentes et/ou modifiées, et un prélèvement protégé (fibroscopique) positif, en général on a notre diagnostic.
Si on a : les éléments cliniques compatibles avec la tuberculose, sans les éléments radiologiques ou l’inverse (éléments radio sans les éléments cliniques), en général on demande d’avoir plusieurs éléments positifs au niveau bactériologique avec la même mycobactérie pour l’incriminer. 
Finalement, c’est lorsqu’on a aucun autre argument bactériologique (ou viral) du contexte clinique que l’on va pouvoir incriminer une mycobactérie atypique.
On voit donc déjà les difficultés cliniques d’interprétation et ca nous donne une idée des difficultés que l’on peut rencontrer face à une bactériose pas courante avec présence sur un prélèvement d’une mycobactérie atypique.
Ceci est surtout vrai dans le contexte d’infection pulmonaire chez des patients avec un terrain très immunodéprimé et qui peuvent faire bcp de choses en terme d’infection. En effet, quand on une lésion ganglionnaire prélevée au bloc, qui n’a pas été susceptible d’être contaminée, avec une image radiologique qui est révélatrice d’un syndrome inflammatoire sur ce ganglion, si on nous rend une mycobactérie, on va avoir moins de problème pour faire le diagnostic.
II. EPIDEMIOLOGIE DE LA TUBERCULOSE (D 5)
A. Dans le monde
Retenir que le nombre de nouveau cas/an est proche de 10 millions.

Il faut savoir que l’incidence est très variable. On a 3 grandes zones d’incidence avec 2 qui sont très proches et qui sont les plus importantes : 
· Toute l’Afrique sub-Saharienne
· Inde, Chine, Indonésie où la prévalence est importante
· La 3ème zone, où la prévalence est moins importante mais les sont souches plus virulentes, résistantes : toute la bordure des pays qui sont issus de l’ex-URSS et qui sont en l’occurrence très proches de l’Europe et donc pour lesquels les patients dont souvent guérit chez nous.
Retenir que c’est pratiquement 2 millions de décès/an.

Au final, si on prend une proportion, on peut dire que l’infection à M. tuberculosis = 1/3 population mondiale.

La pathologie à M. tuberculosis atteint pratiquement 300000 cas (pas du tout anecdotique). Et le développement de résistance dans ces germes donne de très gros problèmes thérapeutiques.
B. En France
On est dans une zone de faible prévalence, de faible incidence, puisqu’on est à 9/100000 habitants. Et finalement on a vu une diminution entre les années 2000 et 2006, et puis on s’affole un peu car depuis qq années on voit une réémergence de la pathologie avec une augmentation spectaculaire en 2006-2008 et ca va un tout petit moins vite en ce moment.
Les régions les plus touchées : 

· Ile de France, qui est la seule à être au dessus de la borne à haut risque de transmission de 10/100000 habitants.
· PACA.
La résistance n’est pas si anecdotique, puisque qu’elle est en moyenne de 8%, avec un taux de 7% à Nice.

III. DIAGNOSTIC CLINIQUE (D 6)
A. La tuberculose pulmonaire +++

CONTACT par inhalation des bacilles de Koch d’un patient contagieux. Il suffit de très très très peu de bacilles au niveau de l’alvéole respiratoire pour que l’infection apparaissent. 

Globalement (dans les zones de très fortes prévalence), c’est 30% d’infection en cas de contact. Les autres 70%, il ne se passe plus rien (bactérie éliminée).
(!( Différence entre infection et maladie !!!
· Infection : on va rencontrer le bacille de Koch (M. tuberculosis)
· Maladie : ce bacille se multiplie et entraine des signes cliniques.
Dans les 30% infectés :

· Précocement (inférieur à 2 ans), déclaration de la maladie tuberculeuse dans 5% des cas
· Et donc il reste une partie de ces patients qui vont tout au long de leur vie être infectés et parmi eux :
· 5% vont faire soit une maladie tardive (= réactivation) soit rien du tout (pas de maladie).
Au final : 
· 90% des patients il ne se passe rien

· 10% des patients vont passer en maladie et à peu près la moitié vont la développer avant 2 ans (= primo-infection).
SIGNES = trépied clinique ± constant mais typique

· Toux (signe le plus constant, chez + de 98% des patients), hémoptysies (sang dans les expectorations) 
· Altération état général (AEG) : asthénie, amaigrissement (perte de poids constante avec des patients qui perdent jusqu’à 5kg en moins de 3 semaines), anorexie (perte d’appétit)
· Fébricule (petite fièvre) s’accompagnant souvent de sueurs nocturnes (caractéristique).
Parfois, ils n’y sont pas tjrs et il y a des fois aussi des signes accompagnateurs : adénopathies, douleurs respiratoires et pulmonaires. 
Au niveau RADIOLOGIQUE, il n’y a pas de signes spécifiques. On dit préférentiellement, que ce sont les parties pulmonaires les plus aérées qui sont touchées par la mycobactérie (sommets ou bases). 
Il y a 1 seule caractéristique dans le contexte clinique décrit = description de cavernes (trous dans le poumon). En général, quand il y a des cavernes le patient a des signes cliniques extrêmement voyants et c’est une pathologie qu’on peut tout de suite placer comme extrêmement contagieuse.

B. Les formes extra-pulmonaires (++ ECN)
La pathologie se fait par voie aérienne TOUJOURS. 
Effectivement au niveau épidémiologique, la symptomatologie clinique est à 70% des cas respiratoire, mais on a des cas où on a une pathologie qui va se révéler sur des sites extra-pulmonaires (≈ 30%) soit en précoce (assez rare), soit dans la période de 2 ans, et soit associée à des signes au niveau clinique soit pas. 
Classées ± par fréquence (ca change selon les ouvrages).

La 1ère forme extra-pulmonaire, c’est les adénopathies/adénites (en général cervicales) +++.
La 2ème origine, c’est des pathologies osseuses (mal de Pott) qui touchent essentiellement les zones vertébrales et parfois les grosses articulations.
A peu près associées en fréquence, on a les pathologies des séreuses, et essentiellement c’est des pathologies pleurales. Mises en extra-pulmonaire, car au niveau physiopathologique on peut avoir des atteintes de la séreuse pleurale sans vraiment d’atteinte du parenchyme pulmonaire.
Après, en fonction des études, on a soit les pathologies uro-génitales (atteintes du rein), soit les atteintes neuro-méningées.
En dernier lieu, les atteintes cutanées.
Ces formes extra-pulmonaires sont tjrs, tjrs difficiles à évaluer et souvent oubliées. Il arrive aux bactériologistes, de façon non anecdotique, d’avoir le labo d’anapath qui les appelle en disant « J’ai reçu une pièce pour un patient opéré au niveau d’une vertèbre et je vois quelque chose qui ressemble à des bactéries, est-ce que toi tu as reçu du matériel pour pouvoir faire ta culture parce que éventuellement c’est une mycobactérie et ca serait bien de la sortir en culture » et eux ils ont pas reçu la pièce, parce que le chirurgien il est parti avec une idée derrière la tête (néoplasie…) donc il l’a envoyer à l’anapath pour avoir un diagnostic cytologique et a pas pensé aux bactériologistes et du coup on peut pas sortir le germe. Donc l’important c’est d’Y PENSER !! 
Comment y penser ?

La 1ère chose, c’est le patient pour lequel vous avez envoyé un prélèvement bactériologique revenu négatif (absence de germes) mais qui présente énormément de réaction inflammatoire, càd énormément de leucocytes. 
Cas concret : patient tchétchène (parle pas français), très gros fumeur, avec une lésion pulmonaire et en plus il se plaint quand il fait pipi ( envoi des urines au laboratoire ( diagnostic bactério négatif, par contre il y a plus d’1 million de leucocytes dans ses urines ( on recommence (peut-être le bactério a mal travaillé) ( tjrs pareil (se rappeler que pour faire un diagnostic de mycobactéries on doit demander un diagnostic très précis au labo!) ( ce patient avait en fait une lésion pulmonaire qui étais une réactivation d’une tuberculose ancienne qui avait été pas très bien traitée chez lui et il avait une atteinte rénale (qui au départ avait fait pensé à un primitif du rein avec une métastase pulmonaire).
( Leucocyturie sans germes (aseptique) ( PENSER aux mycobactéries. 
Et si on fait un geste opératoire chez un patient qui a des facteurs de risque de faire une tuberculose, il faut y penser aussi.
Quels sont ces patients qui ont des facteurs de risque à faire une tuberculose ?

3 critères à retenir au niveau épidémiologique en France :

· Etrangers dans plus d’1 cas/2, Adultes « jeunes » entre 35-45 ans (en activité), Arrivés en France depuis peu de temps
· Et c’est plus souvent les hommes.
Il y a aussi : la personne âgée et tout facteur d’immunodépression (sérologie HIV, traitement anti TNFalpha, cancer…).

IV. DIAGNOSTIC BACTÉRIOLOGIQUE (D 7)
A. Prélèvements 

De matière! ( tout prélèvement fait à l’écouvillon (notamment en extra-pulmonaire) n’est pas contributif.
Dans un récipient sec stérile ( ne surtout pas rajouter d’eau, stérile à la limite (car sinon contamination par des mycobactéries atypiques).

4. Tuberculose pulmonaire 
Prélèvements respiratoires. Le meilleur = expectoration lors d’un effort toux (quand le patient a une toux productive). Sinon tubage gastrique (si non expectorant) = recueil des sécrétions respiratoires déglutis au cours du sommeil chez le patient ( il faut donc le réaliser avant le levé du patient et avant qu’il n’est ingéré quoi que ce soit (même un verre d’eau). On peut également faire une fibroscopie (geste invasif), mais ca peut être délicat pour le patient si il a du mal à respirer, s’il est très amaigri et fatigué et il y a un risque majeur pour l’opérateur au moment du geste (si le patient est effectivement atteint d’une tuberculose maladie avec des germes dans son expectoration).
On dit classiquement qu’il faut faire les prélèvements sur 3 jours, parce que même chez un patient malade expectorant, l’expectoration du germe peut être très ectopique et variable (on peut très bien avoir, pour des patients qui n’ont pas une charge bactérienne très importante, une expectoration où il n’y a pratiquement rien en terme de charge bactérienne et une où il y en a). Le 2ème avantage, c’est qu’au cours de la démarche utilisée pour sortir la mycobactérie responsable de la pathologie du patient, on va le faire dans un prélèvement (expectoration) contenant de la flore commensale ORL qui elle se multiplie très rapidement en 24h ( pour mettre en évidence une mycobactérie qui se multiplie en plus de 15 jours « c’est du sport » (dixit la prof). Donc c’est bien d’envoyer 2-3 prélèvements au cas où elle en foire un elle peut se rattraper sur un autre.
5. Atteinte extra-pulmonaire  
Prélèvements en fonction de la localisation. Si c’est un ganglion, en général on l’enlève. Il faut savoir que la ponction élevée d’un ganglion tuberculeux risque d’entrainer une fistulisation à l’avant. Comme les ganglions sont souvent cervicaux, ils sont souvent accessibles facilement à la clinique et ils sont assez souvent caractéristiques (volumineux, avec une espèce de sensation crayeuse d’induration) et spontanément ils fistulent facilement à la ponction.
Si c’est une tuberculose urinaire évoquée, ca sera des urines (PENSER à la leucocyturie aseptique chez un patient).
Si c’est une suspicion de méningite, ca sera du LCR. Ca peut être une biopsie pleurale, etc…
JAMAIS D’ECOUVILLON (ca ne marche pas).
B. Examen direct

= 1ère chose faite.

Recherche des leucocytes (preuve d’une réaction inflammatoire locale) puis mise en évidence de BAAR (Bacilles acido-alcoolo résistants) en utilisant (artificiellement) un traitement acide-alcool pour éliminer la flore orale repêchée au moment de l’expectoration et sélectionner ces BAAR.
Bacilles car ce sont des bâtons, ce sont les petits trais roses.

Coloration de Gram non (= coloration de bacilles) non faite, car en général ca sors très mal puisque les BAAR sont imperméables à cette coloration (du à leurs acides mycoliques).
La coloration de Zielh-Neelsen = coloration de principe.
Et maintenant, on a une coloration qui est du même principe que Zielh = coloration Auramine (c’est un fluorochrome). L’avantage qu’elle a c’est qu’on peut « screener » la lame du prélèvement rapidement car on peut utiliser des objectifs plus grands. 
Une notion importante, la sensibilité est faible : il faut au moins 10000 germes dans l’expectoration pour le voir (alors qu’il suffit de 3 germes pour infecter les poumons!).
C. Cultures (D 8)
Une fois qu’on a fait ca et qu’on a dit si oui ou non il y avait des BAAR ou des leucocytes, on va utiliser des milieux très spéciaux (car bactéries très spéciales), dans un environnement très spécial (qui évite la contamination du personnel qui fait le geste et la contamination hydro-aérique du milieu) = Protocole de décontamination.

Elles ont (comme vu précédemment) une temps de croissance très lent (+ de 7 jours).
Il y a 2 types de milieux utilisés :

· Solides (spécifiques) : dont la culture envoyée pour M. tuberculosis sur un prélèvement respiratoire qui n’est pas positif ou très faiblement positif, c’est 1 à 6 semaines (pour elle c’est au delà de 3 semaines)
· Liquides : technique qui a fait gagner 1 semaine (en moyenne 15 jours pour sortir le résultat), sur un prélèvement respiratoire faiblement bacillifère ou pas du tout bacillifère (absence de BAAR) ; autre avantage, c’est que c’est fait sur automate et c’est lui qui nous signal si le prélèvement est positif.
Quand ca pousse, ca a une forme assez typique en chou fleur, c’est très caractéristique sur milieu.

D. Identification biochimique et moléculaire +++

Une fois que ca a poussé, il faut que j’identifie cette mycobactérie, ne serait-ce que pour savoir si elle fait partie du Complexe tuberculosis et si oui, si c’est bien une M. tuberculosis.
6. Tests biochimiques traditionnels

Avant, les techniques étaient biochimiques = Bio-BAAR spécifique pour les mycobactéries.
7. Techniques de Biologie Moléculaire +++ (D 9) 
Aujourd’hui, retenir que c’est basée sur de la biologie moléculaire +++. 
Ces techniques sont donc très sensibles et rapides.
a. Indications
Ce sont les techniques de bio mol qui servent à faire l’identification des mycobactéries et elle se fait le même jour où la culture a été obtenue. Elles se font sur l’identification des cultures positives au BAAR.

Il y a aussi 2 autres indications de ces techniques de bio mol :

· Indication lorsque sur le prélèvement (à J0), l’examen respiratoire est positif en BAAR +++ ( permet, avant les états de culture, de savoir si on est dans un Complexe tuberculosis ou pas ( permet de classer les patients HIV pour lesquels on hésite entre une tuberculose à M. tuberculosis et une tuberculose à MAC pour pouvoir ainsi mettre en place le traitement adéquat
· Indications de recherche de Résistance (voir D 10)
Dans la grande majorité, ces techniques de bio mol sont celles pour faire l’identification le jour où la culture est positive. 
b. Méthodes utilisées

En principe, on va en systématique aller amplifier sur les colonies, des cibles ADN et ARN spécifiques du Complexe tuberculosis voire de M. tuberculosis, africanum, bovis… Cette amplification se fait par technique PCR.
Ensuite on a plusieurs modes de révélation, soit :

· On a amplifié 1 seul gène et on le séquence et on regarde si la séquence correspond à ce qu’on attendait comme gène spécifique, si oui c’est qu’il était donc bien présent
· On fait un marquage de tout ca qu’on a amplifié et on lit ce marquage (utilisation de sondes spécifiques des complexes qu’on crée). Donc on amplifie un double brin, on rajoute une sonde qui s’accroche que si ce qui est amplifié correspond au gène recherché et on fait la lecture). On peut faire ca sur plaques ELISA ou sur des petites bandelettes (voir ex.).
Ex : Détection résistance Rifampicine ou Identification d’espèce (D 10)
On a sur chaque bandelette un profil de gènes qui est déposé qui correspond à des cibles spécifiques.
Donc on fait l’amplification, ensuite on fait accrocher le milieu d’amplification avec la bandelette, on révèle et si il y a effectivement accrochage on va avoir une bande colorée qui apparaît.
Pour le patient 1, c’est bien des mycobactéries et c’est M. tuberculosis puisque c’est la seule bandelette qui est sortie.
On peut également détecter des résistances de la même façon. C’est exactement le même principe : on va déposer sur une bandelette des séquences d’une région de l’ADN polymérase, ces régions étant la cible de mutations (autrement dit, des régions du gène de l’ADN polymérase avec comme particularité des ces régions d’être cible de mutations). Et ce sont ces mutations qui sont responsables de la résistance. Donc, on amplifie la séquence de cet ADN polymérase dans la bactérie et on la dépose. 
Ensuite, on va regarder les résultats : 
· Si on a un résultat comme le patient 1 ( pas de mutation pour la séquence de la région S2, donc cette bactérie n’a pas de mutation dans la région concernée par la résistance, donc elle est sensible a priori
· Si on a un profil complètement différent (une bande qui apparaît et une autre qui disparaît), c’est qu’il y a une résistance (car j’ai amplifié une séquence qui a été modifiée donc suspicion de résistance).
+++ A retenir : les techniques de bio mol permettent :

· Le jour de la culture positive, de faire une identification du germe en tant qu’espèce 

· Quand le prélèvement est positif à l’examen direct, de faire une orientation vers le Complexe tuberculosis
· Parfois, de dépister une résistance et en général une résistance à la Rifampicine.
V. TRAITEMENT 
A. Antibiogramme (D 11)
Le dernier élément des ces mycobactéries (en plus d’être acido-alcoolo résistantes et de se multiplier lentement), c’est que le taux de mutations spontanées est beaucoup + élevé que les autres bactéries.
Donc, pour l’inoculum d’un patient on a toujours et inévitablement (et ce d’autant plus que l’inoculum est important) des mutants naturellement résistants aux antibiotiques (ATB) utilisés pour le traitement.
Ex. de la Rifampicine (RIF) et de l’Isoniazide (INH) : 

Dans l’inoculum du patient, on a au moins 1 bacille qui sera résistant pour l’une ou l’autre des molécules.
Donc si on utilise qu’un seul ATB on va sélectionner le mutant présent dans l’inoculum ( c’est pour ca qu’on doit systématiquement faire un traitement poly-chimiothérapique.
Et ca c’est embêtant car, habituellement pour savoir si une bactérie est résistante à un ATB, c’est facile, on prend la bactérie sans ATB, on la prend avec ATB, on la fait pousser et si elle pousse pas avec l’ATB c’est qu’elle est sensible. Ici on peut pas faire ca, car si on fait on sélectionne naturellement le mutant. 

Donc on utilise la méthode des proportions. On met la mycobactérie avec et sans ATB et ensuite on compte, comparativement au témoin, le nombre de colonies qui on poussées :
· Si sur le tube avec l’ATB, on a + 1% de colonie que sur le témoin ( ATB pas efficace
·  Ou si on a – de 1% de colonies sur le tube avec ATB que sur le témoin ( souche sensible à l’ATB.

C’est une méthode très fastidieuse, donc on a développé des méthodes automatiques (qu’elle ne nous détaillera pas) qui se font sur milieu liquide et qui consiste à regarder l’évolution d’une courbe de fluorescence et en fonction de l’apparition de cette courbe entre le tube avec et le tube sans ATB et le delta entre les mesures de fluorescence on va dire si c’est sensible ou résistant.
Pour faire un antibiogramme, on est obligé de cultiver la bactérie donc on reprend 2-3 semaines encore. L’avantage avec les milieux liquides, c’est que c’est un petit peu plus court (on gagne 1 semaine).
B. Quatre antituberculeux majeurs (D 12)
A connaître :

· Rifampicine

· Ethambutol : le seul à être bactériostatique
· Pyrazinamide

· Isoniazide.
C. Schéma thérapeutique
Toujours très long : 2 mois de quadrithérapie en général suivi de 4 mois de bithérapie. Dans certains cas (essentiellement formes osseuses), on fait des traitements de 9 mois car elle se multiplie lentement donc il faudra du temps pour agir !

C’est un traitement qu’il faudra suivre en terme infectieux et en terme de tolérance.

D. Alternatives thérapeutiques

Il y a des alternatives thérapeutiques : il y a un nombre assez limité de molécules que l’on peut utiliser en seconde ligne si la bactérie présente une résistance.

Donc en seconde ligne on a : la streptomycine, les quinololones, l’éthionamide, la cyclosérine,  le linézolide… en gros il y a sept ou huit molécules. Ce n’est jamais a utiliser en première ligne. C’est réservé aux germes dont on a suspecté ou déclaré la résistance.

Voilà pourquoi il y a un intérêt d’avoir des techniques de biologie moléculaire pour détecter les résistances éventuelles à la rifampicine ou à l’isoniazide (il y a des résistances à d’autres antituberculeux mais on ne retient que rifampicine et isoniazide comme ce sont des antituberculeux majeurs), le fait qu’il y ait résistance à ces molécules fait que le patient est déclaré atteint de tuberculose multirésistante.

E. Prévention
Un mot sur la prévention : c’est donc la vaccination. Ce n’est plus une obligation de vacciner dans les pays dont l’incidence est déterminée comme inférieure à une région à haut risque de transmission. En France, de façon générale, on est en dessous puisqu’on est en dessous de 10/100000 sauf pour un cas particulier qui est l’ile de France où ils sont au dessus donc la vaccination n’est plus obligatoire sauf qu’elle reste recommandée dans les régions où la prévalence est importante ou sur les groupes à risque.

Question de la prof : A votre avis quels sont les groupes à risque ?

R : Les immunodéprimés.  Les médecins   

On ne vaccine pas les ID. La vaccination reste obligatoire pour tous les professionnels de santé. Je pensais aux personnes d’origine étrangère, tous les enfants dans un environnement de migrants et arrivés précocement en France, dans les zones de haute prévalence (ile de France). Il est encore recommandé de les vacciner. On élargit cette notion aux enfants qui vivent dans des zones de précarité et exposés à une haute prévalence.

→ Donc retenir que dans la grille de vaccination ce n’est plus obligatoire mais qu’il reste des indications. 

La vaccination est basée sur l’injection de la souche BCG (bacille de Calmette et Guérin) issue de mycobactérium bovis après de multiples passages sur des milieux de culture. Elle avait donc été déclarée comme avirulente chez l’homme.

Il y a quelque chose d’assez particulier : il existe des protocoles de chimioprophylaxie proposés pour les cas contact (dépistage de cas autour d’un patient malade) et pour lesquels on a dépisté un stade d’infection.

Il y a une notion d’épidémiologie qui est importante : plus l’âge du patient contact est jeune, plus sa probabilité d’infection précoce est importante. Chez l’adulte l’infection précoce est à 5%, chez l’enfant on arrive jusqu’à 30 ou 40% d’infection précoce. Ils font donc des infections précoces.

F. La résistance de M. tuberculosis (D 13)
La résistance se décrit en deux niveaux :

On parle de MDR = multirésistant

De XDR = ultrarésistant.

Résistance MDR → une souche résistante à la rifampicine et à l’isoniazide.

XDR → souche qu’on a fait apparaitre dans les années 2006-2007, il y a eu 3 cas à Nice l’année dernière, il y a résistance à la fois à l’isoniazide et la rifampicine et aussi à des ATB de deuxième ligne. Donc les patients ont des résistances au traitement, qui souvent est mal toléré, et on n’a pas d’alternative. 

On revient à proposer des gestes chirurgicaux comme au début du 19e : on provoque des pneumothorax, on écrase donc le poumon et comme M. tuberculosis est un germe aérobie strict, il se retrouve sans oxygène et peut mourir.

Dans la résistance le plus important c’est de régler le traitement du patient.

Deux types de résistance sont décrites : la résistance secondaire assez logique c’est un patient qui a pris antérieurement des antituberculeux, soit de façon insuffisante soit incomplète et pour lequel une sélection naturelle de germe résistant s’est produite. En France on voit apparaitre des résistances primaires, c’est-à-dire des patients en primo-infection infectés par une souche résistante. C’est surtout le cas de patients d’origine étrangère.

Pour lutter contre ca on essaie de développer de nouveaux modes de traitement, il y a quelques molécules qui commencent à sortir. Le problème est qu’elles sont efficaces mais elles sont mal tolérées.

A retenir de la résistance : on a 4 antituberculeux majeurs, s’il y a résistance il faudra attendre le schéma thérapeutique donné par le bactériologiste, qui va tester toutes les autres molécules pour trouver la poly chimiothérapie la plus adaptée.

On doit demander une recherche de mycobactéries si l’on veut que le bactériologiste les recherche (diagnostique sur demande spécifique), ca se fait sur des cultures lentes donc on a un délai important pour obtenir les cultures, il est important de différencier M. tuberculosis et d’autres mycobactérioses éventuelles.

 Il est majeur pour vous de choisir le traitement le plus adapté, le traitement sera basé sur une polychimiothérapie et sera au minimum de deux mois de quadrithérapie.

La tuberculose est une maladie à déclaration obligatoire donc dans la question ECN il est obligatoire de le noter, il faut déclarer, protéger le patient en lui donnant un 100% pour lui donner tous les moyens de se traiter. Il faut retenir que c’est une pathologie qui touche en général des personnes en situation de précarité et qu’il peut y avoir des difficultés pour l’hospitalisation et le ticket modérateur  journalier → faire une déclaration de 100%  et une déclaration au CLAT (cellule de lutte contre la tuberculose) organisé en région qui va permettre une enquête autour d’un cas.
VI. PHYSIOPATHOLOGIE (D 14)

Avec la physiopathologie, on va tout comprendre en voyant ce que fait cette mycobactérie. 


Le principe est qu’on est exposé par inhalation, il suffit de  trois BAAR au niveau du poumon, au niveau de l’alvéole, pour que ce principe se fasse. Donc on inhale du fait du contact avec un patient contagieux, on inhale des BAAR, ces mycobactéries vont à l’alvéole où elles rencontrent des macrophages alvéolaires.

Le macrophage est un globule blanc qui est présent pour nous débarrasser de toutes ces sales bêtes qui nous agressent en permanence.

La mycobactérie rentre par un récepteur (on ne sait pas trop lequel il y a plusieurs hypothèses mais peu importe) et se loge dans des vacuoles, les mycophagosomes, elle va rester là tranquillement, elle résiste dans le macrophage.

Mais quelques cellules alertent, jouent leur rôle de cellule immunitaire, il y a production d’interleukine importante pour mettre en place la réponse lymphocytaire essentiellement basée sur le LTCD4.

Cette interleukine est IL12, il y a combat et ce combat se manifeste par la formation de lésion pathognomonique = granulome.
Le granulome contient des cellules géantes entourées de lymphocytes ce qui témoigne de l’infection.

Ces cellules géantes sont en fait des macrophages qui n’ont pas pu se débarrasser de ces mycobactéries, avec ces mycophagosomes à l’intérieur contenant des mycobactéries.

Ces cellules géantes sont entourées de lymphocytes, cette structure de granulome signe la rétention des mycobactéries. Ces mycobactéries vont faire un peu un plan d’attaque

→ Ce granulome est la première étape de la primo infection, c’est ce qu’il se passe en cas d’infection tuberculeuse.

A ce stade d’infection on a chez le patient une trace immunologique : elle est retrouvée par un test, l’IDR.

L’IDR est l’injection de tuberculine intradermique stricte à distance, en général sur le bras, la tuberculine est un extrait chauffé avirulent d’antigène de mycobactérium, en l’occurrence bovis, puis le patient revient 72h après :

· on regarde l’induration 

· le patient s’il a construit son clone reconnait les Ag. Le patient fait un granulome sur cette lésion. 

Ce stade se trace donc lorsque l’on fait un IDR

A ce stade le patient n’est pas malade, la mycobactérie ne se multiplie pas, mais elle n’est pas inactive : elle résiste à l’intérieur du macrophage, elle se débrouille pour se nourrir, pour survivre, pour rester ignorée du macrophage,

Quand le patient fait la maladie : la mycobactérie a gagné. Il se passe quelque chose, en particulier une immunodépression (ID)

L’immunité cellulaire est basée sur le LTCD4, une pathologie comme le SIDA qui cible le CD4 entraine une ID.

Une ID peut aussi être entrainée par injection d’anti TNF alfa.  Le TNF permet toute la réaction centrée sur IL12, si on enlève le TNF alfa on coupe cette réaction donc on crée artificiellement les moyens d’une infection. La mycobactérie se dit qu’il n’y a plus de protection et que donc elle peut se multiplier.

En général c’est un évènement d’immunodépression qui provoque la maladie :

· majeur en cas d’infection HIV ou un traitement anti TNF alfa 

· mineur un patient cirrhotique dont l’évolution clinique commence à être péjorative, un patient qui reçoit un traitement de néoplasie, un patient âgé dont l’immunité devient fragile. 

A ce moment la mycobactérie se libère, se multiplie, en se multipliant elle crée de la nécrose → il y a révélation des signes cliniques avec multiplication au niveau pulmonaire. (ici on prend l’exemple d’une tuberculose pulmonaire mais il y a la même physiopat dans les autres organes : ganglion, os)

Donc multiplication, puis nécrose, si ce granulome est très important, s’il est proche d’une bronche, il y a un risque d’évacuation du pus formé, cette évacuation crée une zone vaculaire au niveau du parenchyme pulmonaire→ il y a constitution de la caverne.
La caverne est un granulome bourré de m tuberculosis qui s’est vidé : donc quand on voit un patient qui est suspect d’avoir une tuberculose pulmonaire avec des cavernes au niveau des poumons c’est que quelque part entre le moment où on le voit et le moment où il a commencé les signes cliniques, il a déchargé des mycobactéries quelque part. +++  

Alors le caséum, personne ne sait exactement : c’est de la nécrose, c’est spécifique, quand on en a vu une fois au bloc on l’oublie pas→  aspect de lait caillé typique. On ne sait pas au niveau physiopat pourquoi, mais retenir juste que c’est de la nécrose c’est spécifique et l’aspect de lait caillé.

Dans 95% des cas de ces 30% infectés il ne se passe rien le patient est infecté mais il a jamais déclaré la maladie et souvent en fait les macrophages ont réussi à se débarrasser du germe et ces lésions granulaires se calcifient parce qu’effectivement elles contiennent des cellules lysées qui se calcifient. 

Donc si on voit un patient qui a des calcifications au niveau du poumon c’est qu’il a peut-être déjà rencontré le germe

CAS CLINIQUE : Patient qui vient vous voir, vous êtes généraliste : le patient est chinois, il est plongeur dans un restaurant, ce matin il a toussé, comme il tousse depuis plusieurs semaines, et en toussant il avait plein de sang. Il vient consulter, vous l’interrogez, il vit avec sa femme, ces deux enfants… vous faites le diagnostic de tuberculose.

Ce qu’il faut demander au bactériologiste : la recherche de mycobactéries dans l’expectoration, ne pas demander un ECBC, si on demande un ECBC le bactériologiste va chercher un pneumocoque.

Ensuite, ce qu’il faut faire pour lui : faire le diagnostic, le prélèvement, éventuellement l’hospitaliser, puis il faut lancer une déclaration par le CLAT, 

Puis on documente les autres → le patient a la maladie, et il est contagieux, le bactériologiste répond disant que le prélèvement est rempli de BAAR.

Notion importante : si à la radio on voit des cavernes et dans le prélèvement il n y a pas de BAAR, ça ne veut pas dire que le patient n’a pas été contagieux : il a forcément été contagieux.

→Le risque de contagion est proportionnel à la réponse du bactériologiste (nombre de BAAR) mais quoi qu’il arrive si l’on pense tuberculose pulmonaire, il faut étudier l’entourage du fait de la contagion. Etant malade il a pu contaminer son entourage familial ou professionnel…

La contagiosité se fait d’abord sur des critères de maladie pulmonaire respiratoire.

Si ce patient n’avait qu’une lésion urinaire, ce n’est pas contagieux :

· Une tuberculose rénale est  non contagieuse, pour le patient il faudra le traiter mais en terme de prise en charge, la forme contagieuse est la forme pulmonaire.

Cette forme est d’autant plus contagieuse si le prélèvement est positif à l’examen direct mais un résultat négatif ne signe pas l’incontagion 

Puis, on veut savoir si les cas contact sont malades ou infectés. 

· POUR savoir s’ils sont malades : on va faire l’examen clinique puis la radiologie, si on a un doute on fait un examen respiratoire. 

· Pour savoir s’il y a infection on fait l’IDR.

L’IDR n’est pas utile quand le patient vient en consultation se plaignant d’hémoptysie. 

Donc pour notre patient, ce n’est pas utile, si on lui faisait, il aurait un énorme phlyctène et un bras enflé. 

IDR est surtout importante pour l’entourage, pour l’enquête autour d’un cas.

(D 15)

L’IDR est de l’injection de tuberculine, c’est un panel de mycobactéries de type bovis. 

En fait l’IDR peut être positive chez les patients vaccinés puisque la vaccination se fait par le BCG qui est un bacille dérivé de mycobactérium bovis.

→ Idée de développer une super IDR= méthode Quantiferon (celle la plus rencontrée)

Cette super IDR ne donnerait pas de résultat positif du fait de la vaccination.

C’est une méthode qui consiste à doser in vitro sur les cellules du patient un panel d’antigènes, en l’occurrence il y en a 3,  qui sont des antigènes qui ont été perdu lorsque Calmette et Guérin ont repiqué sa souche de bovis sur les boites.

La souche s’est transformée, vous vous rappelez ca mute facilement, et ils ont perdu des gènes :

· le BCG n’a pas ces Ag qui sont dans une zone particulière qui s’appelle RD1.

· ces antigènes ne sont pas retrouvés dans la souche du vaccin. 

Ce que l’on fait quand on fait un Quantiferon, on prend du sang du patient, on met ces antigènes en présence du sang du patient :

→ donc si on obtient une multiplication d’un clone qui reconnait ces Ag, qui va produire de l’IFNgamma, ce n’est pas du fait d’une vaccination mais c’est à cause de la rencontre de cet antigène au cours d’une infection.

On mesure la production d’IFNgamma. Si on en mesure, c’est que dans le sang du patient il y a bien un clone qui réagit spécifiquement à ces antigènes.

Donc le patient a rencontré un de ces antigènes à un moment→  c’est spécifique de l’infection, c’est un test IDR spécifique.

J’aime dire aux étudiants d’imaginer pour la tuberculose un iceberg : au-dessus c’est les malades, on les voit ceux-là, et il y a la partie dessous qu’on ne voit pas, c’est ceux-là qu’il faut qu’on puisse diagnostiquer : l’IDR et Quantiferon sont utiles ici, pour le diagnostic de l’infection.

La méthode Quantiferon est une super IDR, ici on fait réagir in vitro des Ag spécifiques du complexe tuberculosis (et non de la souche vaccinale au contraire de la tuberculine dans l’IDR). 

Il y a trois Ag exprès :  il peut y avoir par la mutation spontanée des souches différentes, mais pour l’instant il n’y a pas assez de recul pour dire que l’on est en échec de Quantiferon, parce qu’une souche chez le patient est mutée, on a pas le recul, c’est pour ca qu’on a pris 3 Ag.

La méthode Quantiferon n’est pas aussi prometteuse que prévu, ce qu’il faut retenir c’est que c’est une technique spécialisée qui coute très chère mais qui est non remboursée. Il faut prendre un rdv avec le labo, il y a prélèvement sur tube très spécifique, ca se fait dans un laboratoire spécialisé. 

Mêmes indications que l’IDR et a les mêmes difficultés pour le diagnostic chez les patients immunodéprimés et dans les formes extra-pulmonaires. Il faut en avoir entendu parler car elle peut être utile tout de même. Ca fait surtout parti des protocoles de mise sous traitement par anti TNF alfa (pathologie rhumatismale) parce que ça a l’avantage par rapport à l’IDR d’être in vitro et donc on ne fait pas revenir le patient… 

IDR peut être intéressante autour d’un cas, mais l’IDR peut aussi être intéressante dans les diagnostics sur le cas pour les formes difficiles notamment les formes extra-pulmonaires (où on peut avoir du mal à aller faire un prélèvement)

Au stade infection : pas de réponse sur examen direct, le bactériologiste n’est utile qu’au stade maladie.

Est-ce que le vaccin est efficace à 100% ? 

Non, avec le recul de l’utilisation, le BCG  ne permet que chez les enfants , qui est la population la plus exposée puisqu’ils font des formes précoces fréquemment, de réduire les formes graves chez l’enfant dont les formes neuroméningées (forme dramatique : plus de 60% de décès) 

Le vaccin ne protège pas de l’infection et en plus la réaction IDR va être « pseudo positive » (il faut interpréter ce granulome en fonction de la taille pour savoir si l’IDR est positif du fait de la vaccination ou de l’infection)

Il y a des pays où la vaccination est polémique, BCGite (complication du BCG)  majeure aux Etats-Unis notamment a remis en cause la vaccination. Il y a des pays où la vaccination n’est pas faite (Royaume-Uni…)

Le problème de la révision de la grille BCG est lié à ce rapport bénéfice-risque. 

Donc il ne protège pas de l’infection, et donc ne protège pas de la maladie puisque la maladie peut apparaitre tout au cours de l’infection.

VII. CONCLUSION (D 17)
La tuberculose pulmonaire est la forme la plus typique, c’est du à m. tuberculosis (=complexe tuberculosis) il faut bien distinguer complexe tuberculosis /  mycobactérioses

C’est un diagnostic bactériologique spécifique, il y a un problème→ il se multiplie lentement,  les cultures sont lentes donc problème de prise en charge thérapeutique

Il y a un grand intérêt des techniques de biologie moléculaire : en pratique pour l’identification et parfois pour activer la prise de décision au niveau de la prise en charge du patient quand on peut faire ces techniques sur des examens en direct.

Il faut bien comprendre la différence entre infection tuberculeuse et maladie tuberculeuse.

C’est une maladie dépendante du système immunitaire.

Il faut une polychimiothérapie spécifique car ce sont des bactéries qui ont un taux de mutation élevé et comme ce sont des bactéries à multiplication lente il faut un traitement long.

La tuberculose est un problème surtout en région PACA et ile de France, avec développement de certaines  résistances surtout des multi résistances → des résistances primaires ou secondaires. 

Autre question de la prof :

Une Chimio prophylaxie est proposée aux cas contact infectés, pourquoi on a le droit de proposer ce type de schéma ?

Réponse : Il n’y a pas encore de mutants.

Ce n’est pas vraiment ca, ici l’inoculum est extrêmement faible donc la probabilité d’avoir un mutant est extrêmement faible.

(D 18) Les objectifs. Elle a mis ce qui est important de comprendre, ce qui est important pour l’examen.

Question d’un étudiant : si la vaccination ne montre des résultats que chez l’enfant pourquoi on vaccine des adultes ? On vaccine les adultes pour protéger les enfants ?

A ma connaissance on ne vaccine les adultes que dans un cas, les adultes qui vont être exposés au niveau professionnel, c’est-à-dire les professionnels de sante 

Toutes les formes de tuberculose sont à DO, il faut déclarer le diagnostic et la fin de traitement ce qui n’était pas le cas avant.
La DO se fait à partir du diagnostic de certitude.
�Ronéo n° :	10		Professeur : 


Date :  	6/04/2012		Intitulé du cours : Les mycobactéries


Nb de pages : 14 





Bactériologie


						


   Binôme : S. MUXEL / C. BERTOLOTTO


   Chef Ronéo : JM Roy








DCEM 1





Association des Etudiants �en Médecine de Nice


UFR Médecine�28, av. de Valombrose�06107 Nice Cedex 2�www.carabinsnicois.com� � HYPERLINK "mailto:vproneo@gmail.com"��vproneo@gmail.com�








2011-2012








