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Liste des abréviations

ABPA : aspergillose broncho-pulmonaire allergique
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ED : examen direct
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IPE : insuffisance pancréatique externe

MABSC : mycobactéries du complexe abscessus

MAC : mycobactéries du complexe avium-intracellulare
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MNT : mycobactéries non tuberculeuses
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RFM : registre frangais de la mucoviscidose

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
SAMS : Staphylococcus aureus sensible a la méticilline
SFM : Société Frangaise de Microbiologie

SFP : Société Francaise de Pédiatrie

VEMS : volume expiratoire maximal par seconde



INTRODUCTION



La mucoviscidose est une maladie génétique grave dont la prévalence est élevée en Haute-
Normandie. Les patients atteints constituent un groupe a risque d'infections pulmonaires
communautaires. Grace aux progrés thérapeutiques et a I’amélioration des techniques d’identification,
des agents pathogeénes tels que les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) sont de plus en plus
fréquemment identifiées. Leur implication dans la dégradation de I'état clinique de ces patients est
désormais reconnue.

Ainsi, des critéeres définissant les infections a MNT font 1'objet de nouvelles
recommandations. Les infections liées aux mycobactéries du complexe abscessus posent des
problémes thérapeutiques. En effet, celles-ci sont réputées résistantes a de nombreux antibiotiques et
leur recherche dans les prélévements respiratoires des patients atteints de mucoviscidose,
indispensables a 1’établissement d’un antibiogramme, est rendu difficile par la présence de nombreux

micro-organismes, en particulier Pseudomonas aeruginosa.

Notre travail, mené en collaboration avec le Centre de Ressources et de Compétence de la
Mucoviscidose (CRCM) de Rouen et le laboratoire de microbiologie du CHU de Rouen, avait deux
objectifs :

- d’une part, la mise en place d’une étude prospective ayant pour but d’étudier une nouvelle
technique de décontamination des prélevements comparativement a la méthode utilisée en routine au
laboratoire, et I’apport de Iutilisation du milieu Cepacia® dans I’isolement des MNT & partir des
sécrétions bronchiques des patients atteints de mucoviscidose.

- d’autre part, I’é¢tude rétrospective des dossiers des patients chez lesquels une souche de
mycobactérie du complexe abscessus a été isolée au CHU de Rouen entre 2004 et 2011 pour recenser
leurs caractéristiques cliniques et biologiques et leur évolution au fil du temps. De plus, nous avons
tent¢ de mettre au point une méthode de typage moléculaire des souches de mycobactéries du

complexe abscessus isolées chez ces patients.

Nos résultats expérimentaux seront exposés apres quelques rappels sur la mucoviscidose et les

mycobactéries non tuberculeuses, en particulier les mycobactéries du complexe abscessus.
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I. LA MUCOVISCIDOSE

La mucoviscidose ou fibrose kystique est une maladie génétique affectant les épithéliums

glandulaires de nombreux organes.

1. Epidémiologie

La mucoviscidose est la plus fréquente des maladies génétiques graves dans la population
caucasienne. C'est une maladie héréditaire a transmission autosomique récessive, avec une incidence
de 1/4500 naissances. Une personne sur 30 est porteur sain. Toutefois, ce chiffre d'incidence moyenne
de la mucoviscidose masque des différences importantes existant au niveau géographique et ethnique.
Il existe ainsi trés peu de cas dans la population africaine (1/15000) et encore moins dans la population

asiatique (1/30000) (Ravilly, 2007).

En 2010, 5792 patients atteints ont été enregistrés au Registre Francais de la Mucoviscidose
(RFM). On estime ce chiffre équivalent a 90% de la totalité de la population atteinte en France (Bellis,
2012). La prévalence est en moyenne de 8,4 malades pour 100 000 habitants (Bellis, 2012), la Haute-

Normandie étant une des régions de France dans laquelle la prévalence est la plus élevée (Figure I).

b de malaces pour 100.000 haoitants

| R
. [TRRLE
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W o
W s
[ wint

Figure 1 : Prévalence de la mucoviscidose en France en 2010 (nombre de patients pour 100 000

habitants) (Bellis, 2012)
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Avec D’amélioration des connaissances sur les mécanismes physiopathologiques et
génétiques de la maladie et les progrés concernant la prise en charge thérapeutique des complications
de la mucoviscidose, la survie des patients s’est considérablement améliorée depuis les années 1960.
En effet, alors que la majorité des patients mouraient avant 7 ans en 1965 (www.vaincrelamuco.org,
consulté le 27 septembre 2012), la vie médiane actuelle dépasse 35 ans et I’espérance de vie 40 ans.
Par conséquent, on constate que 1'effectif de patients enregistré au RFM est en augmentation depuis de
nombreuses années ; le nombre de patients adultes dépassera trés vraisemblablement le nombre
d’enfants dans les prochaines années (Figure 2) : ils étaient moins de 20% en 1992 et représentent
désormais 45,8% des patients, méme si la population reste structurellement jeune, I'dge moyen étant

égal a 17,7 ans (Bellis, 2011).
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Années Registre Francais de la Mucoviscidose 2010

Figure 2 : Evolution du nombre de patients atteints de mucoviscidose et du pourcentage

d'adultes depuis 1992 (Bellis, 2012)

Le méme constat a été effectué par la Cystic Fibrosis Foundation américaine (Quon et Aitken,

2012) (Figure 3).

Trends in Number of CF Patients, 1986-2010
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Figure 3 : Nombre d’enfants et d’adultes mucoviscidosiques aux Etats-Unis (Quon et Aitken,

2012)
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2. Physiopathologie

La mucoviscidose est une maladie perturbant le fonctionnement de la protéine CFTR (Cystic

Fibrosis Transmembrane conductance Regulator)

a. Génétique

Le géne CFTR responsable de la mucoviscidose a été isolé par une série de clonages
moléculaires et identifié en 1989 (Riordan, 1989). Ce géne de 27 exons s'étend sur 250 kb sur le bras
long du chromosome 7 (locus 7q31) (Figure 4). 1l est transcrit en ARN messager de 6,5 kb et code
pour la protéine CFTR.

=

ATCG---ATCATCTTTGOGT ---CTT

1| IXM: 1507 F3E G509 L1480

Figure 4 : Schéma de I'alignement partiel de la séquence en amino-acide du géne CFTR (Becq,

2003)

Aujourd'hui, plus de 1600 mutations de ce gene ont été répertoriées. Elles sont classées en six
classes en fonction du mécanisme par lequel elles peuvent causer une perte de fonction totale ou

partielle de la protéine CFTR (Figure 5) (Ravilly, 2007) :

*  (Classe I : mutations bloquant la synthése de la protéine CFTR

*  Classe II : mutations empéchant la maturation de la protéine CFTR dans le réticulum
endoplasmique

*  Classe III : mutations altérant la régulation de I'ouverture du canal chlorure

*  Classe IV : mutations perturbant la conductance du canal CFTR

* (Classe V : mutations réduisant la quantité de canaux CFTR fonctionnels sur la
membrane

* Classe VI : apparue récemment, regroupe les mutations qui induisent une instabilité

de la protéine CFTR.
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phenotype defect CFTR (diminished ATP | conductance or transcription and
binding and channel gating synthesis
hydrolysis)
Types of Nonsense G542X, Missense GBSE, Missense S492F, Missense R117C, Splicing 1811+1.6kb
mutations W1282X S549R, L1065P, V520F, G5510, L227R, R347P, A>G, 2789+5G>A,
n [Py F e N1303K R553G, R560S, R560T | A4SSE, D1152H 3849+10kbC>T,
o 394delTT Amino acid deletion e oo
splicing 711+1G>T, | AF508
1717-1G>A

Figure 5 : Les différentes classes de mutations du gene CFTR

(Classe VI non représentée)

(http://mdsc638-2012.wikispaces.com/file/view/Herman_- CF_classes.png/302504590/800x420/Herman_-_CF_classes.png)

La mutation $F508 est la plus fréquente. Elle est retrouvée dans plus de 80% des génotypes
en France (Bellis, 2012). Elle consiste en une délétion de trois nucléotides entrainant l'absence d'un
acide aminé phénylalanine normalement situé¢ en position 508 sur la protéine CFTR (Bellis, 2012).

Elle fait partie des mutations de classe II.

b. Protéine CFTR

Elle est composée de 1480 acides aminés pour un poids moléculaire de 170 KDa (Becq, 2003).
Elle est synthétisée dans le réticulum endoplasmique et est finalement libérée a la membrane des
épithéliums sécrétoires de nombreux organes, en particulier les poumons, les glandes sudoripares, le
foie, l'intestin, le pancréas, la vésicule biliaire, les glandes salivaires, la thyroide, le rein et le tractus

génital (Ravilly, 2007).

De par sa structure (Figure 6), cette glycoprotéine transmembranaire fait partie de la super

famille des transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette).
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Figure 6 : Protéine CFTR

(http://www.massgenomics.org/wp-content/uploads/2011/02/cftrdiagramlarge.gif)

La protéine CFTR a pour principal réle celui d’un canal chlorure de faible conductance dont
I'ouverture est controlée par I'adénosine monophosphate cyclique (4MPc) (Ravilly, 2007). Le transport
actif d'ions chlorure vers l'extérieur de la cellule est accompagné d'un transport passif d'eau. Cette
protéine agit également a la surface de I'épithélium comme régulateur d'autres canaux ioniques
notamment en activant un autre canal chlore, le canal ORCC (Outwardly Rectifving Chloride Channel)
et a l'inverse, en inhibant les canaux EnaC (sodium Epithelial Channel) qui permettent I'absorption

d'ion sodium et d'eau dans les cellules épithéliales (Figure 7)(Ravilly, 2007).

ATP

Figure 7 : Régulation des flux ioniques

(http://atlasgeneticsoncology.org/Educ/CisticFibFr.html)
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Par ces différentes fonctions, la protéine CFTR controle le volume et I'hydratation des
sécrétions exocrines permettant une bonne clairance mucociliaire (Durieu et Josserand, 2008; Ravilly,

2007).

Dans la mucoviscidose, le dysfonctionnement de la protéine CFTR entraine une mauvaise
régulation des flux ioniques. On observe une rétention intracellulaire de chlore et une hyper-absorption
de sodium, empéchant la sortie passive d'eau. Il en résulte une production de sécrétions déshydratées
et visqueuses (Ravilly, 2007). L'accumulation de mucus favorise les infections broncho-pulmonaires et
la réaction inflammatoire locale. Dans les glandes sudoripares, les flux d'ions sont inversés, ce qui

explique la teneur élevée en chlore dans la sueur des malades et le risque de déshydratation.

La protéine CFTR a également d'autres fonctions telles que la régulation du pH des organelles
intracellulaires, la stimulation de l'endocytose et l'exocytose, la régulation de la sécrétion de
glycoprotéines et de mucines, le transport de I'ATP et du glutathion, la régulation de la production de
certaines cytokines pro- et anti-inflammatoires (Mehta, 2005). Dans la mucoviscidose, on assiste donc

a une diminution des défenses contre le stress oxydant.

c. Relation génotype/phénotype

L'expression phénotypique de la maladie dépend du fonctionnement qualitatif et quantitatif de
la protéine CFTR : plus son niveau d'activité est bas, plus le phénotype de la maladie est sévere
(Ravilly, 2007). Lorsque I’activité de la protéine est inférieure a 10 %, une faible variation de cette
activité suffit a modifier de facon importante le phénotype de la maladie (Figure §). Les mutations I &
IIT sont en général associées a des formes sévéres de la maladie alors que les mutations IV a VI

conduisent a des phénotypes plus modérés (Hubert, 2005).
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Pas de symptdmes

Risque de pancréatite, sinusite,
50% atteinte pulmonaire, aspergillose
(hé&térozygote) broncho-pulmonaire allergique

Absence bilatérale de canaux

10% deférents

5% Cl- sudoral, atteinte pulmonaire
mucoviscidose {
1% Atteinte pancréatique (précoce)

Figure 8 : Manifestations cliniques liées a I’activité de CFTR (HAS, Janvier 2009)

Des études épidémiologiques, notamment celle du Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype
Consortium (Consortium, 1993), ont mis en évidence une corrélation entre le génotype et les
manifestations cliniques concernant la fonction pancréatique. Ainsi, les formes avec une insuffisance

pancréatique sont le plus souvent associées a des mutations de classe I, II et III.

La sévérité de l'atteinte pulmonaire est, quant a elle, variable au sein d'un méme génotype
CFTR, ce qui suggere l'intervention d'autres facteurs. Des genes modificateurs de la fonction
pulmonaire ont été décrits. Par exemple, le polymorphisme du géne TGFp-1 (Transforming Growth
Factor) impacte sur la sévérité de [Datteinte pulmonaire (Drumm, 2005). Des facteurs
environnementaux, tels que le statut social-économique et 1’exposition a la pollution aérienne ont aussi

montré une influence sur I’atteinte pulmonaire (Quon et Aitken, 2012).
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3. Manifestations respiratoires et complications infectieuses

La présence de la protéine CFTR sur de nombreuses cellules de 'organisme implique des
manifestations cliniques trés diverses.

Une atteinte digestive est présente chez 80% des patients ; il peut s'agir d’insuffisance
pancréatique, de manifestations gastro-intestinales, de troubles nutritionnels et d’atteintes hépato-
biliaires.

Ces patients présentent également des atteintes génitales, ORL et ostéo-articulaires.

Toutefois, les manifestations respiratoires dominent le tableau clinique et restent la cause
majeure de morbidité et de mortalité de la mucoviscidose (Denecuville, 2007). Elles apparaissent
souvent dans I’enfance et dans plus de 80% des cas au cours de la premicre année de vie (Hubert,

2005).

a. Physiopathologie de ’atteinte respiratoire

Il résulte de l'inefficacité de la clairance mucociliaire, une inflammation trés précoce
aboutissant a la production d'un mucus visqueux et épais par les cellules glandulaires de I'épithélium
respiratoire. Ceci, associé a une perte d'élasticité, engendre un encombrement des voies aériennes
inférieures. Des infections broncho-pulmonaires se succeédent alors (Deneuville, 2007).

A long terme, l'inflammation chronique aboutit a des modifications profondes de la structure
bronchique : la paroi bronchique forme des bronchectasies et au niveau bronchiolaire apparaissent des
zones parenchymateuses atélectasiées et des zones emphysémateuses (Deneuville, 2007).

Le cercle vicieux "obstruction-infection-inflammation" conduit a long terme a l'insuffisance

respiratoire et au décés du patient en 1'absence de greffe pulmonaire (Deneuville, 2007; SFM, 2010).

b. Surveillance de la fonction pulmonaire

La surveillance de la fonction pulmonaire repose sur la radiographie, parfois le scanner, et
I'exploration fonctionnelle respiratoire (EFR). L'EFR consiste a faire souffler les patients dans un
appareil qui mesure plusieurs paramétres, tels que le volume expiratoire maximum en une seconde
(VEMS) et la capacité vitale forcée (CVF). Ces paramétres permettent d'évaluer la gravité de l'atteinte

respiratoire, de suivre son évolution et de voir 'effet des différentes thérapeutiques.
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¢. Symptomatologie

Les signes cliniques ne sont pas spécifiques. La broncho-pneumopathie chronique obstructive
est la manifestation la plus retrouvée, dominée par une toux chronique, séche accompagnée
d'expectorations purulentes et visqueuses. Chez le nourrisson, il s'agit fréquemment de bronchites
trainantes a répétition. Des hémoptysies de faible abondance sont fréquentes chez I'adulte. La cyanose
des extrémités, quand elle existe, témoigne de I'évolutivité de I'atteinte respiratoire (Hubert, 2005). La
dyspnée est fonction de l'insuffisance respiratoire. A I'auscultation, les rales bronchiques et les
sibilants sont souvent discrets, en contradiction avec la richesse des signes radiologiques. A I’examen
clinique, I’hippocratisme digital et une dystrophie thoracique se développent en paralléle de ’atteinte
respiratoire (Hubert, 2005).

Les poussées de surinfection, appelées exacerbations, sont la conséquence de colonisations
bactériennes ou fongiques favorisées par le mucus bronchique visqueux (HAS, Janvier 2009). Elles
sont caractérisées par une aggravation des symptdmes, une intolérance a I'effort et une altération de
I'état général : asthénie majeure, anorexie, amaigrissement et parfois de la fievre (Deneuville, 2007,
Hubert, 2005). A chaque poussée, la fonction respiratoire se trouve dégradée, parfois de fagon
irréversible. La répétition des poussées infectieuses et l'inflammation chronique au niveau des
bronches conduisent a une insuffisance respiratoire a long terme, qui est responsable de 90% des

déces.

d. Complications infectieuses

Les infections peuvent &tre virales (Virus Respiratoire Syncitial, Influenzavirus, Rhinovirus),

fongiques (Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Scedosporium apiospermum) et bactériennes.
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= Prélévements bactériologiques

Une surveillance régulicre et adaptée des sécrétions respiratoires, deés le diagnostic de
mucoviscidose, est nécessaire a chaque consultation tous les 1 a 3 mois, selon I'age et la gravité de
l'atteinte respiratoire pour caractériser les germes en cause dans les infections broncho-pulmonaires et

leur sensibilité aux antibiotiques (HAS, Janvier 2009; SFP, 2002).

L'examen cyto-bactériologique des crachats (ECBC) permet de fournir des renseignements
sur la colonisation bactérienne de I’arbre trachéobronchique (Hubert, 2005). Le recueil peut étre
optimisé par une séance de kinésithérapie respiratoire, ou par la prise de bronchodilatateur et/ou de
rhDNase (HAS, Janvier 2009). Les ECBC quantitatifs ont l'avantage de distinguer les deux objectifs
qui sont I'éradication en cas de primo-colonisation et la diminution de l'inoculum en cas d'infection

chronique.

L'écouvillon oro-pharyngé est utilisé chez les enfants qui ne crachent pas spontanément.
L'intérét de ce prélévement dans I'étude des infections a S. aureus est médiocre a cause du caractere

commensal de cette bactérie. Il a cependant une bonne valeur prédictive négative (Lenoir, 2007).

L'aspiration naso-pharyngée est réalisée apres une séance de kinésithérapie respiratoire. Elle
est applicable a tous les ages mais elle est fréquemment utilisée chez le nourrisson (HAS, Janvier

2009; SFP, 2002).

= Bactéries isolées

Le Registre Francais de la Mucoviscidose (RFM) a établi un graphique (Figure 9) permettant
de corréler 1’age et la colonisation de cinq bactéries considérées comme importantes du point de vue
clinique et retrouvées dans les examens cytobactériologiques des crachats (ECBC).

La colonisation et les infections bactériennes se font par étapes.
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Figure 9 : Bactéries cliniquement importantes dans la mucoviscidose selon I’ige en 2009 (Bellis,

2012)

Initialement, ce sont des bactéries dites "banales" telles que Haemophilus influenzae et
Staphylococcus aureus qui colonisent et infectent les poumons (Quon et Aitken, 2012). Les S. aureus
« variants a petites colonies » ont une localisation intra-cellulaire et sont responsables en partie du
caractére pérenne de S. aureus dans les voies aériennes bronchiques (SFP, 2002). La virulence de S.
aureus est liée a sa capacité a adhérer a I’épithélium respiratoire et a échapper aux défenses de
I’organisme (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2003). Le tableau clinique est celui d’une infection
chronique qui favorise, de quelques mois a plusieurs années plus tard, l'infection a Pseudomonas
aeruginosa en démasquant des récepteurs épithéliaux qui permettent ainsi l'adhésion du germe
(Mariani-Kurkdjian and Bingen, 2003). Cette colonisation est pratiquement inéluctable puisque plus
de 95% des patients en phase terminale sont colonisés par P. aeruginosa (Mariani-Kurkdjian et
Bingen, 2003). Celle-ci constitue un tournant dans 1'évolution de la maladie respiratoire. Elle est en
grande partie responsable de la dégradation pulmonaire et donc indirectement du pronostic. Les
souches "mucoides" (microcolonies recouverte d'un biofilm ou "slime") reflétent l'infection chronique
a P. aeruginosa (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2003). Elles majorent la viscosité des sécrétions
bronchiques et réalisent un véritable écran a la phagocytose, a la réponse immunitaire et aux
antibiotiques (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2003). P. aeruginosa affirme son caractére pathogéne
notamment par la production de toxines (exotoxines A et S) et de protéases (élastases) susceptibles de

provoquer directement des 1ésions tissulaires (Hubert, 2005).
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Des pathogenes « émergents » tels que Stenotrophomonas maltophilia et Achromobacter
xylosoxidans et d’autres pathogénes mieux reconnus tels que le complexe Burkholderia cepacia et les
mycobactéries non tuberculeuses (MNT) sont également retrouvés a une fréquence variable (Quon et

Aitken, 2012).

Le RFM a mis en évidence 1’évolution de la colonisation bactérienne entre 2001 et 2010 en

comparant la présence des germes a ces deux époques (Figure 10).
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Figure 10 : Répartition des bactéries isolées d'ECBC en 1999 et 2009 en France (Bellis, 2012)
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On remarque une baisse importante du nombre de souches de Streptocoques et de H.
influenzae. Au contraire, on observe une hausse de 1’implication de pathogénes tels que S. maltophilia,
A. xylosoxidans et des MNT, comme 1’a également constaté la Cystc Fibrosis Foundation américaine

(Quon et Aitken, 2012) (Figure 11).
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Figure 11 : Evolution de la colonisation bactérienne chez les patients mucoviscidosiques aux

Etats-Unis (Quon et Aitken, 2012)

La hausse de la prévalence des infections liées a ces bactéries doit étre interprétée avec
prudence car elle peut correspondre & un changement des protocoles de dépistage et/ou a des
techniques de détection microbiologique plus performantes (techniques de biologie moléculaire)

(Quon et Aitken, 2012).

Des études réalisées chez des patients avec une infection chronique a S. maltophilia ont
montré que ’infection n’est pas responsable d’une augmentation du déclin du VEMS (Waters, 2011)
ou de la mortalité. Ceci a également été démontré pour les infections a A. xylosidans (De Baets, 2007).
Toutefois, les infections a S. maltophilia sont associées a un risque 1,6 fois plus élevé d’exacerbations

pulmonaires (De Baets, 2007).

Une baisse de la prévalence du complexe B. cepacia est observée dans plusieurs pays : France
(3,2 % en 1999 vs 2,1 % en 2009), Etats-Unis (3,6 % en 1995 vs 2,5 % en 2010), Canada (4,9 % en
2003 vs 4,3 % en 2009) et Royaume-Uni (3,7% en 2007 vs 3,1 % en 2009) (Quon et Aitken, 2012).
Ceci s’explique par I’amélioration de la prévention de la transmission inter-humaine et par des
techniques moléculaires qui réduisent le risque d’erreurs d’identification. Le complexe se compose de

17 espéces étroitement apparentées mais B. multivorans et B. cenocepacia représentent 70-80% des
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infections liées au complexe B. cepacia chez les patients atteints de mucoviscidose dans le monde
(Quon et Aitken, 2012). Les symptomes liés a ces bactéries sont trés hétérogénes. Le déclin de la
fonction pulmonaire est plus rapide quand les patients sont infectés par des souches non-mucoides par

apport aux patients infectés par des souches mucoides (Quon et Aitken, 2012).

= Antibiothérapie

Lors d’épisodes d’exacerbations, 1’antibiothérapie doit &tre précoce et prescrite a doses
¢levées. Le rythme, la durée, le choix des antibiotiques et des associations sont adaptés en fonction des
germes isolés et de leur sensibilité aux antibiotiques, de 1’efficacité des traitements antérieurs et de la
tolérance du patient aux produits utilisés (HAS, Novembre 2006). La voie d’administration de
I’antibiothérapie dépend du micro-organisme a traiter.

Actuellement, des recommandations concernant la stratégie thérapeutique a adopter vis-a-vis
des principales infections ont été données par la Société Francaise de Pédiatrie (SFP) en 2002 (SFP,
2002) et par la Haute Autorité de Santé (HAS) en 2006 (HAS, Novembre 2006).

Vis a vis de H. influenzae et S. aureus, la monothérapie orale est en général suffisante mais la
voie parentérale peut étre utilisée dans les formes séveres d’exacerbation.

L’antibiothérapie contre P. aeruginosa nécessite d’obtenir rapidement de fortes concentrations
in situ. L’antibiothérapie peut étre dans ce cas administrée par voie orale, intraveineuse ou inhalée

(HAS, Novembre 20006).

L’amélioration de la prise en charge thérapeutique des patients atteints de mucoviscidose a
permis de mieux contrdler les épisodes d’exacerbations. Le taux moyen du VEMS chez les jeunes de
18 ans, marqueur de I’état de la fonction pulmonaire, a augmenté ces vingt derniéres années (63% en
1990 vs 80 % en 2010) (Quon et Aitken, 2012). La fonction pulmonaire est meilleure qu’auparavant et
donc favorise la survie des patients. Le nombre d’adultes atteints rejoindra trés prochainement celui
des enfants (Quon et Aitken, 2012).

Cependant, d'autres pathogénes émergent progressivement : les mycobactéries non
tuberculeuses et plus particuliérement les mycobactéries du complexe abscessus qui posent des

problémes thérapeutiques car elles sont trés résistantes aux antibiotiques.

24



II. MYCOBACTERIES NON TUBERCULEUSES ET
MUCOVISCISDOSE

A. Généralités

Les mycobactéries appartiennent a la famille des Mycobacteriaceae au sein de l'ordre des

Actinomycetales. Celle-ci ne comprend qu’un seul genre, le genre Mycobacterium.

Par leurs aspects cliniques et épidémiologiques, les infections dues a des mycobactéries sont
divisées en trois grandes entités que sont :
= la tuberculose dont les agents étiologiques sont principalement M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum, M. canetti
= laleépre (M. leprae)
= Jes mycobactérioses provoquées par les mycobactéries non tuberculeuses, dont il existe
actuellement plus de 150 espéces (M. avium, M. abscessus, M. chelonae, M.

intracellulare, M. xenopi, etc.).
Les MNT sont également appelées mycobactéries "atypiques" ou sous le terme anglo-saxon

de MOTT (Mycobacteria Other Than Tuberculosis) (Saiman, 2004). Elles représentent un ensemble

hétérogene de micro-organismes émergents en pathologie humaine.

1. Caractéristiques des mycobactéries

Les mycobactéries sont classées phylogénétiquement parmi les bactéries a Gram positif, a
haut GC% (contenu en guanine-cytosine) ; ce dernier étant compris entre 57 et 71%, pourcentage

proche de celui des genres Nocardia, Rhodococcus et Corynebacterium (Freney, 2007).
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Ce sont des bacilles droits ou légerement incurvés de 1 a 10 um de long et 0,2 a 0,6 um de
large (Figure 12), aérobies stricts ou micro-aérophiles, immobiles, non ramifiés, non sporulés et

producteurs de catalase (Denis, 2007).
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<

Figure 12 : Visualisation de Mycobacterium avium au microscope électronique

(http://www.gefor.4t.com/concurso/micobacterias/avium?2.jpg)

L'enveloppe des mycobactéries est constituée d'une membrane plasmique, d'une paroi et d'une

capsule.

Toutefois, les mycobactéries se distinguent par une paroi particuliere (Figure 13). Celle-ci est
trés riche en lipides (60% des constituants), notamment en acides mycoliques qui conférent aux
mycobactéries une proprié¢té tinctoriale essentielle : ce sont des Bacilles Acido-Alcoolo Résistants

(BAAR) (Murray, 1995).
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Figure 13 : Paroi des mycobactéries

(http://membres.multimania.fr/microbio/systematique/Mycobacteries.htm)
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Cette particularité de la paroi rend les mycobactéries imperméables aux colorants usuels et est
utilisée pour les mettre lors d'un examen microscopique. Toutes les mycobactéries sont des BAAR,
mais toutes les bactéries acido-résistantes ne sont pas des mycobactéries. En effet, les Nocardia,
quelques Actinomyceétes et quelques corynébactéries sont des bactéries faiblement acido-résistantes

(Carbonelle, 2003).

La paroi confére également une résistance naturelle aux désinfectants classiques, pouvant étre
a l'origine de contaminations transmises par l'utilisation d'endoscopes nettoyés par ces produits. Elle
résiste aussi aux agents chimiques tels que les solutions acides ou alcalines et les détergents
antiseptiques. Cette propriété est mise a contribution avant la mise en culture des produits
pathologiques pour éliminer la majorité des bactéries commensales sensibles a ces produits (Denis,

2007). Les mycobactéries restent cependant sensibles a la stérilisation par autoclavage.

Les mycobactéries ont tendance a s'agréger et adhérer aux surfaces grace a la nature
hydrophobe de I'enveloppe cellulaire. Des détergents comme le Tween 80 sont souvent ajoutés au

milieu de culture afin de réduire la formation d'agrégats et stimuler la croissance.

2. MNT et classification de Runyon

Actuellement, plus de 150 espeéces de MNT ont été décrites (Euzéby, 2007).

Les MNT sont généralement divisées en deux groupes selon leur croissance sur un milieu
solide : les mycobactéries a croissance rapide dont les colonies sont visibles en moins de 7 jours et les
mycobactéries a croissance lente nécessitant entre 7 et 60 jours de croissance. La présence d’une seule
copie du géne codant I’ARN ribosomique 16S ou de deux copies est corrélée a la vitesse de croissance

(Denis, 2007).

En plus de ces différences phénotypiques, les espéces mycobactériennes présentent des
exigences nutritives variables.

Des activités enzymatiques sont retrouvées pour certaines espéces, servant de base aux tests
d'identification biochimique tels que la mise en évidence d'une nitrate réductase, arylsulfatase,

pyrazinamidase, uréase.
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La température de croissance est aussi un critére bactériologique pour classer les
mycobactéries. Elle varie de 30°C (ex : M. abscessus) a 42°C (exemple : M. xenopi), voire jusqu'a

45°C (Murray, 1995).

La classification classique de Runyon (Tableau 1) reste trés utilisée pour séparer les MNT en
quatre groupes méme si elle ne répond pas aux régles de la génétique moderne (homologie ADN-
ADN). Cette classification est basée sur la vitesse de croissance et sur la possibilité des colonies a
développer ou non une pigmentation. Les groupes I, II et Il appartiennent aux mycobactéries a
croissance lente et le groupe IV, aux mycobactéries a croissance rapide. Parmi les espéces
mycobactériennes, certaines produisent des pigments ou caroténoides, leur conférant une pigmentation
jaune ou orange, alors que d'autres n'en produisent pas. De plus, certaines espéces produisent ces
pigments uniquement en réponse a la lumiere, elles sont dites photochromogenes. Si la pigmentation
des colonies apparait a 1’obscurité, sans qu’il soit nécessaire de les exposer a la lumiére, elles sont

scotochromogeénes.
Parmi les trés nombreuses espéces de MNT, 20 especes ont actuellement un réle reconnu en
pathologie humaine (Denis, 2007) :
= MNT a croissance lente: M. avium complex, M. kansasii, M. genavense, M.
haemophilum, M. malmoense, M. marinum, M. nonchromogenicum, M. scrofulaceum, M.

simiae, M. szulgai, M. terrae complex, M. ulcerans et M. xenopi ;

= MNT a croissance rapide: M. fortuitum, M. smegmatis, M. immunogenicum, M.

chelonae et les mycobactéries du complexe abscessus.
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Regroupe les mycobactéries non pigmentées a

’obscurité mais qui se pigmentent a la lumiere

Groupe I de Runyon : mycobactéries photochromogénes

Mycobactéries
Groupe I
photochromogénes
Ex : M. kansasii, M. marinum
Regroupe les mycobactéries pigmentées a la
lumiére et a 1I’obscurité
Groupe II de Runyon : mycobactéries scotochromogénes a croissance lente
. .+ Groupe Mycobactéries
Mycobactéries a p y
. 1T scotochromogenes
croissance lente
Ex : M. xenopi, M. gordonae
Regroupe les mycobactéries non pigmentées a la
lumiére et a I’obscurité
Groupe Mycobactéries non
11 chromogeénes
Ex : M. avium, M. intracellulare
Regroupe les mycobactéries ayant un délai de
croissance inférieur a 7 jours. Elles poussent
Mycobactéries non  également sur gélose ordinaire.
Mycobactéries a chromogénes,
Groupe
croissance photochromogenes
v
rapide ou
scotochromogeénes

Ex : M. abscessus, M. chelonae

Tableau 1 : Classification de Runyon (Lerat, 2011)
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3. Epidémiologie des infections a MNT

a. Réservoir

Contrairement a M. tuberculosis pour lequel I’homme est le seul réservoir, 1’éventail des

niches écologiques des MNT est varié (Denis, 2007).

Les MNT a croissance rapide sont isolées du sol, de I’eau et, a une moindre fréquence, des
végétaux et des sphaignes. Les MNT a croissance lente potentiellement pathogénes sont également
présentes dans le sol, I’eau douce ou de mer, sur les poussiéres et, moins fréquemment, sur les
végétaux.

Certaines mycobactéries sont également pathogénes chez une ou plusieurs espéces animales

domestiques (M. avium ssp. avium chez les oiseaux ou les rongeurs) (Denis, 2007).

Les MNT et les légionelles sont présentes dans les mémes systemes de distribution d’eau et
interagissent avec les protozoaires (amibes) et les biofilms (CNR, 2008). Les MNT peuvent étre
présentes dans le réseau d'eau hospitaliére mais aussi dans le réseau urbain. La détection de taux
important de M. avium dans de nombreux biofilms de douche est une source potentielle d’infection
chez I’homme (Feazel, 2009). La température de 1’eau est également importante car il a ét¢ démontré
que les chauffe-eau dont la température est inférieure a 50°C sont plus susceptibles d’abriter des MNT

par apport a des chauffe-eau dont la température est supérieure a 55°C (Falkinham, 2011).

b. Transmission

La colonisation et l'infection par les MNT se produit par aérosolisation, par ingestion ou par

contamination par I’eau ou le sol d'une plaie cutanée.

Une récente étude publiée par Falkinham (Falkinham, 2011) a montré qu’une souche isolée de
crachats d’un patient a été retrouvée dans I’eau de la douche a son domicile. L’infection pulmonaire a
pu étre acquise par inhalation d’aérosol pendant la douche. Pour un autre patient, la souche
correspondait a celle retrouvée dans 1’eau d’un robinet. L’ingestion d’eau contaminée est donc
certainement une autre source de contamination. Certains groupes ethniques du Canada et d’Asie qui
consomment I’eau uniquement aprés 1’avoir fait bouillir sont moins fréquemment colonisés a M.

avium que ceux qui ne le font pas (Hernandez-Garduno et Elwood, 2012).
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Des infections nosocomiales a MNT sont décrites, liées a des injections, des actes
chirurgicaux, des dispositifs intra-vasculaires ou des dispositifs médicaux contaminés tels que les

bronchoscopes.

De nombreuses études de typage de souches de MNT provenant de patients infectés ont

montré I’absence d’une transmission croisée entre patients (Bange, 2001; Sermet-Gaudelus, 2003).

c. Prévalence des infections a MNT dans la mucoviscidose

Jusque dans les années 1990, les infections &8 MNT au cours de la mucoviscidose semblaient
rares et n’étaient 1’objet que de cas cliniques rapportés dans la littérature. Mais, elles sont en nette
augmentation depuis quelques années (Hubert, 2005; Le Bourgeois, 2005). Cette récente émergence
des infections a MNT dans la mucoviscidose s’explique par [’amélioration des techniques
bactériologiques d’isolement et d’identification ; ceci a permis de mieux évaluer leur réelle

prévalence.

D'aprés un ensemble d’études de prévalence multicentriques, la prévalence globale des MNT
chez les patients mucoviscidosiques est d’environ 10 %. Elle varie suivant le pays et 1’age (Quon et

Aitken, 2012).
Afin de mieux connaitre la prévalence et la pathogénicité des MNT dans la mucoviscidose, un
observatoire des mycobactéries atypiques a été créé en France, en 2003, sous 1’égide de 1’association

"Vaincre La Mucoviscidose".

Le tableau 2 recense les principales études de prévalence des infections a MNT menées chez

les patients atteints de mucoviscidose, depuis une vingtaine d’années (1981-2005).
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USA

MAC : 11
MAC et M. chelonae : 2

Kilby et al. 87 De 18 a 64 ans 19,5%
1981-1990 M. chelonae : 3
1992 (Kilby, 1992)
M. fortuitum : 1
Aitken et al USA MAC : 7
64 De 17 a 50 ans 12,5%
1993 (Aitken, 1993) 1990-1991 M. fortuitum : 1
Hjelt et al. Danemark M. abscessus : 5
185 De 2,2 a 38,5 ans 3,8%
1994 (Hjelt, 1994) 1987-1989 M. intracellulare : 2
M. xenopi : 3
Fauroux et al. . enfants de 1 a 18 M. chelonae : 2
rance
1997 (Fauroux, 19951996 106 ans 6,6% M. chelonae et M. abscessus : 1
1997) (9,7 +/- 5,3 ans) M. fortuitum : 1
MAC : 0
Segal et al.
1998 (Segal, 1998) Brésil 40 De 4 mois a 25 ans 15% MAC : 6
M. fortuitum : 5
MAC : 4
Torrens et al. Angleterre
372 De 9 a 25 ans 3,8% M. chelonae : 3
1998 (Torrens, 1998) 1989-1996
M. malmoense : 1
M. kansasii : 1
M. abscessus : 4
M. intracellulare : 4
M. avium : 2
Bange et al. Allemagne - RaleE - M. avium et M. abscessus : 1
e 21 a35ans o
2001 (Bange, 2001) 1997-1999 M. avium et M. simiae : 1

M. simiae : 1
M. interjectum : 1

M. gordonae : 1

MAC : Mycobacterium avium complex

Tableau 2 : Caractéristiques des infections a MNT dans la mucoviscidose (1/3)
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Sermet-Gaudelus et
al.
2003 (Sermet-
Gaudelus, 2003)

France
1996-1999

298

De 2 mois a 32 ans
(age moyen : 11,3

ans)

9,8%

M. abscessus : 12

M. abscessus et M. gordonae : 3
M. gordonae : 4
MAC : 6
M. fortuitum : 1
M. kansasii : 1
Autres : 2

Olivier et al.

2003 (Olivier, 2003b)

USA
1992-1998

986

A partir de 10 ans
(23 +/- 9 ans)

13%

MAC : 85
M. abscessus : 18
MAC et M. abscessus : 5
M. avium et M. intracellulare : 4
M. gordonae : 5
MAC et M. gordonae : 3
M. kansasii : 2
M. lentiflavum : 2
M. peregrinum : 2
M. malmoense : 1

M. terrae : 1

Pierre-Audigier et
al. 2005 (Pierre-
Audigier, 2005)

France
2000

385

De 1 a 24 ans
(12 +/- 6,1 ans)

8,1%

M. abscessus : 12
M. abscessus et M. gordonae : 1
MAC : 6
MAC et M. kansasii : 1
M. gordonae : 5
M. kansasii : 1
M. chelonae : 1
M. lentiflavum : 1
M. scrofulaceum : 1
M. szulgai : 1
M. xenopi : 1

MAC : Mycobacterium avium complex

Tableau 2 : Caractéristiques des infections a MNT dans la mucoviscidose (2/3)
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Constantini et al.

ans)

Italie 376 Enfants et adultes 2,6% ND
2005
M. abscessus : 3
Giron et al. Espagne Adultes MAC : 2
28 25%
2005 (Giron., 2005) 1997-2001 (25,3 +/- 6,7 ans) M. simiae : 1
Autre . [
MAC : 7
M. abscessus : 6
Esther et al. USA Enfants de moins
431 4% MAC et M. abscessus : 2
2005(Esther, 2005) 1993-2002 de 12 ans
MAC et autre : [
M. gordonae : 1
M. abscessus : 8
Jonsson et al. Suéde MAC : 4
140 Enfants et adultes 10%
2007 (Jonsson, 2007) 1997-2005 MAC et M. abscessus : 1
M. lentiflavum : 1
M. simiae : 15
M. abscessus : 12
MAC : 6
Levy et al. Israél A partir de 5ans
186 22,6 % M. fortuitum et M. simiae : 2
2008(Levy, 2008) 2001-2003 (20,51 +/- 10,4 ans)
M. fortuitum et M. abscessus : 1
M. fortuitum : 1
Autres © 5
Radhakrishnan et al.
Canada MAC : 4
2009 98 De 6 a 18 ans 6,1%
2004 M. abscessus : 2
(Radhakrishnan,
2009)
- Complexe abscessus : 50
(dont 30 M. abscessus, 9. M
De 4 mois a 82 ans bolletii, 11 M. massiliense)
Roux et al. France
1582 (age moyen : 18,9 6,6% -MAC : 23
2009 (Roux, 2009) 2004

(dont 15 M. avium et 8 M.
intracellulare)

- Autres : 34

MAC : Mycobacterium avium complex

Tableau 2 : Caractéristiques des infections a MNT dans la mucoviscidose (Jordan, 2007)(3/3)
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Les résultats de ces principales études de prévalence concernant les MNT dans la
mucoviscidose montrent de grandes disparités. Tout d’abord, auparavant il y avait une sous
déclaration des cas dans les registres nationaux de la mucoviscidose. Aujourd’hui, la surveillance s’est
intensifiée et les méthodes de détection se sont améliorées. Les études anciennes n’utilisaient pas les
techniques d’identification actuellement recommandées, d’otl une sous-estimation de certaines espéces

et notamment de M. abscessus. Un autre paramétre majeur concerne 1’age des populations étudiées.

De nombreuses espéces de MNT ont été identifiées dans ces études mais les deux plus
fréquentes sont les mycobactéries du complexe avium-intracellulare (MAC) et les mycobactéries du

complexe abscessus (dénommé MABSC par la suite).

Une étude transversale sur la prévalence des infections 8 MNT a été réalisée aux Etats-Unis
chez environ 1000 patients mucoviscidosiques agés de 10 a 21 ans. Parmi les MNT retrouvées, il y
avait 72% de MAC et 16% de MABSC (Olivier, 2003b). En France, la plus grande étude de
prévalence sur plus de 1500 patients agés de 4 mois a 82 ans, a montré que c'était MABSC (48%) qui
¢tait prépondérante par apport aux MAC (22%) (Roux, 2010).

Une étude réalisée dans trois centres parisiens (Pierre-Audigier, 2005) a montré que la
prévalence de MNT ¢tait plus faible chez les patients agés de moins de 15 ans mais qu’ils étaient plus
susceptibles d'étre colonisés par M. abscessus et de répondre aux critéres microbiologiques de
définition des infections a MNT par I’American Thoracic Society (ATS) (Esther, 2005; Pierre-
Audigier, 2005; Sermet-Gaudelus, 2003). Toutefois, MABSC peut étre isolé a tous les ages tandis
que MAC n’est pas retrouvé chez les patients de moins de 15 ans. L’hypothése suggérée par Griffith
(Griffith, 2003) est que I’existence de 1ésions pulmonaires ne serait pas nécessaire a I’é¢tablissement de
M. abscessus dans les poumons contrairement aux MAC, ce qui expliquerait la grande capacité de M.

abscessus a infecter les jeunes enfants.

MABSC semble provoquer plus d’infections chroniques tandis que MAC est plus susceptible

d’engendrer des infections intermittentes ou transitoires (Quon et Aitken, 2012).

L’impact clinique des infections a MNT est variable, pouvant aller du simple portage
asymptomatique jusqu’a une détérioration rapide de I’état du patient provoquant son décés. Cela
dépend de ’espéce en cause, de la chronicité de I’infection et des facteurs liés a 1’hote tels que son

statut immunitaire (Quon et Aitken, 2012).
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d. Facteurs prédisposants aux infections a MNT

Les facteurs prédisposant aux infections a MNT sont multiples.

Les patients présentant des anomalies génétiques affectant I’immunité innée et adaptative ont
une sensibilité accrue a ces infections. Le fonctionnement optimal des lymphocytes T CD4+ et des
macrophages est extrémement important pour la défense contre les mycobactéries. Ainsi, les
personnes atteintes par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) sont des personnes a risque de

développer une infection a MNT (Doffinger, 2006).

Les malades atteints de mucoviscidose constituent un groupe a risque d’infection 8 MNT. Les
raisons ne sont pas claires, hormis les facteurs dus a la maladie elle-méme, en particulier respiratoires,
tels que la bronchectasie et la diminution de la clairance mucociliaire, prédisposant aux infections
pulmonaires, y compris aux MNT. Généralement, I’infection est lentement progressive, mais elle peut
devenir fulminante ou rapidement progressive (Griffith, 2007) chez des patients atteints de

mucoviscidose.

4. Criteres d'infection pulmonaire

L'isolement d'une MNT en culture est essentiel mais n'est pas synonyme d'infection. Le
principal probleme est donc de distinguer une colonisation d’une infection pulmonaire 8 MNT, en vue

d’instaurer ou non un traitement.

Concernant le diagnostic de mycobactérioses respiratoires, des critéres précis ont donc été

fournis par I’ATS. Les derniéres recommandations datent de 2007 (Griffith, 2007).

Les critéres d’infection a MNT sont de trois ordres: cliniques, radiologiques et
bactériologiques et ont été établis pour Mycobacterium avium-intracellulare, M. abscessus et M.
kansasii. 11 y a encore trop peu d’études sur les autres MNT pour étre certains que ces critéres
diagnostiques soient universellement applicables a 1’ensemble des MNT ayant un pouvoir pathogéne

respiratoire.
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Le diagnostic d’infection pulmonaire 8 MNT est donc porté sur :

- les deux critéres clinico-radiologiques suivants :

= gsymptomes pulmonaires associés a des opacités nodulaires ou cavitaires sur la
radiographie thoracique ou associés a une bronchectasie multifocale avec de multiples
petits nodules lors d’un scanner haute résolution

= exclusion de tout autre diagnostic

- et sur I‘un des critéres microbiologiques suivants :

= au moins deux expectorations avec une culture positive

= un lavage bronchique alvéolaire (LBA) avec une culture positive

= une biopsie pulmonaire ou transbronchiale présentant des granulomes
tuberculoides a I’examen anatomopathologique. Elle doit étre associée a

une culture positive de la biopsie, d’une expectoration ou d’un LBA.

En 1997, les critéres d'infections de I'ATS étaient plus exigeants. Pour confirmer une infection
a mycobactéries, il fallait trois cultures positives a partir d'expectorations ou de lavages bronchiques

ou seulement deux si I'examen direct était positif (Griffith, 1997).

Actuellement, ’ATS recommande également de consulter des experts lorsque ces MNT sont
rarement isolées ou lorsqu’elles sont connues comme agents contaminants de prélévements et non
comme pathogénes opportunistes. Les patients pour lesquels une infection pulmonaire a MNT est
suspectée, mais non prouvée par ces critéres diagnostiques, doivent étre suivis jusqu’a ce que le
diagnostic soit établi ou exclu. Si, malgré tout, le diagnostic ne peut pas étre posé sur la base de ces

critéres, un traitement antimycobactérien doit étre envisagé (Griffith, 2007).
La fréquence de prélévements faussement négatifs en début d’infection est élevée, sans doute

a cause d’une action partiellement bactéricide de la décontamination des prélévements sur les

mycobactéries (Griffith, 2007).
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Concernant les patients atteints de mucoviscidose, les critéres diagnostiques d'infection a
MNT cités ci-dessus s'appliquent de la méme maniére mais ils peuvent étre plus difficiles a appliquer

en raison de la maladie sous-jacente et des infections concomitantes (Griffith, 2007).

5. Diagnostic biologique

La probabilité de mettre en évidence des mycobactéries dépend de la qualité et de la répétition
des prélevements (Carbonelle, 2003).

Le diagnostic biologique d’infection/colonisation a MNT nécessite plusieurs étapes: un
examen direct, une mise en culture puis I’identification des colonies isolées. Il n’existe pas de

détection moléculaire par PCR, utilisable a partir du prélévement.

a. Examen direct

L’examen microscopique d’un produit pathologique est la premiére étape du diagnostic
microbiologique. Il est effectué sur le culot du prélévement homogénéisé et centrifugé aprés un
traitement fluidifiant et décontaminant (Carbonelle, 2003).

Pour mettre en évidence les mycobactéries, on utilise leur propriété¢ d’acido-alcoolo-résistance,
c’est a dire leur capacité a former des complexes stables avec des colorants basiques, fuschine ou
fluorochromes phéniqués, qui persistent malgré la double action de 1’alcool et des acides forts dilués.
Deux méthodes bien adaptées a la pratique quotidienne sont utilisées : la coloration de Ziehl-Neelsen

et la coloration a I’auramine (Carbonelle, 2003).

o Coloration de Ziehl Neelsen

C’est la méthode de référence. Elle utilise la fuschine phéniquée comme colorant, le phénol
permettant une meilleure fixation de celle-ci a chaud. La décoloration est réalisée a 1’aide d’acide
sulfurique et d’éthanol a 90°. Le bleu de méthyléne est employé comme contre-colorant (Carbonelle,
2003). L’observation se fait au microscope a transmission optique a 1’objectif x100 (grossissement
final X1000) sous immersion avec de I’huile minérale. Les BAAR conservent la coloration rouge vif

de la fuschine alors que les autres bactéries ou cellules apparaissent en bleu (Figure 14).
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Figure 14 : BAAR aprés coloration de Ziehl-Neelsen

http://bestpractice.bmj.com/best-practice/monograph/919/resources/image/bp/4.html

Au moins 100 champs sont regardés, ce qui requiert environ 15 minutes avant de déclarer une
lame négative. C’est une méthode simple, reproductible, qui ne nécessite pas d’équipements

sophistiqués mais longue.

o Coloration a I’auramine

Cette technique utilise de 1’auramine a froid. Le contre-colorant est le rouge-thiazine. La
lecture des lames nécessite 1’utilisation d’un microscope a fluorescence. Cette méthode permet un gain
de temps puisque les bacilles, jaune brillant sur fond rouge sombre de la préparation (Figure 15), sont
facilement vus au grossissement x400. Le champ microscopique balayé¢ est alors 5 fois plus grand qu’a
I’immersion. Tout le frottis est regardé avant de le déclarer négatif. En cas de positivité de I’examen

direct par cette technique, celui-ci doit étre confirmé par la coloration de Ziehl-Neelsen.

Figure 15 : BAAR apreés coloration a ’auramine

http://www.lung.ca/tb/tbtoday/tbdiagnosis/further_test.html
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En cas de positivité, I’examen microscopique a une spécificité proche de 100%. A contrario, la
sensibilité est faible : le seuil de détection est de 10* BAAR/mI (Carbonelle, 2003). Ce seuil, valable

pour M. tuberculosis, est encore plus faible pour les MNT.

Un examen direct négatif n’exclut pas la présence de mycobactéries.

b. Cultures

Avant la mise en culture, les prélévements doivent subir une étape de fluidification-
décontamination du fait de leur caractére polymicrobien. La fluidification permet la libération des
bactéries contenues dans le mucus, le pus et les cellules. La décontamination a pour but d’éliminer la
flore commensale et notamment les bacilles a gram négatif non fermentaires qui sont treés
fréquemment présents chez les patients mucoviscidosiques. Ces germes envahiraient les milieux de
culture avant la détection des mycobactéries qui croissent plus lentement. Toutefois, bien que plus
résistantes aux antiseptiques que les autres bactéries, les mycobactéries n’y sont pas complétement
insensibles et la décontamination doit étre effectuée en respectant scrupuleusement la concentration de
I’antiseptique et le temps de contact avec le prélévement.

Plusieurs méthodes de fluidification — décontamination des prélévements existent. Celle
recommandée par I'ATS consiste en une double décontamination a base d’acide et de soude (Griffith,
2007).

La culture est actuellement la technique la plus sensible pour la mise en évidence des
mycobactéries. Elle nécessite des milicux spécifiques et complexes en raison d’une croissance lente et
de la nécessité d’apporter des lipides. Elle s’effectue sur des milieux solides et liquides (Griffith,

2007).

o Milieu solide

L'ensemencement en milieu solide se fait sur un milieu de Léwenstein-Jensen. C’est un milieu
a base de sels minéraux, d’asparagine, de fécule de pomme de terre, de glycérine, de vert malachite
(colorant qui inhibe la croissance d’éventuels contaminants) et d’ceufs qui pallient aux effets nocifs de
la décontamination et apportent des vitamines (Figure 16) (Carbonelle, 2003).

On peut également ensemencer les prélévements sur milieu de Coletsos, notamment pour les
mycobactéries de croissance difficile. Ce milieu enrichi contient d’avantage d’ceuf, du pyruvate de

sodium, de la cendre d’anthracite et une solution d’oligo-éléments (Carbonelle, 2003).
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Figure 16 : Milieux de Lowenstein-Jensen

http://www.kmle.co.kr/search.php?Search=Lo inj tmedia&SpecialSearch=HTMLWebHtdig& Page=4

Les tubes sont incubés dans une étuve a 37°C et une étuve a 30°C sur des portoirs spéciaux, en
position inclinée. Les tubes ne sont fermés qu’apres évaporation du liquide, le milieu devant étre sec
mais non desséché pour que les mycobactéries puissent s’y développer. Les milieux doivent étre
incubés 8 semaines au moins et jusqu’a 12 semaines (Carbonelle, 2003).

C’est un milieu sensible et d’un prix de revient modéré. Toutefois, la lecture des tubes est
exclusivement manuelle. La surveillance est journaliére la premiére semaine d’incubation, permettant
d’¢liminer rapidement les tubes contaminés et de détecter les MNT a croissance rapide. Ensuite, la
lecture se fait une fois par semaine.

En cas de cultures positives, le nombre de colonies isolées est relevé permettant de suivre

I’efficacité d’un éventuel traitement.

o Milieu liquide

L’ensemencement en milieu liquide peut se faire a l'aide de différents milieux. Le plus utilisé
est le milieu MGIT® (Mycobacteria Growth Indicator Tube, BD). Ce milieu doit étre additionné d’un
mélange de facteurs de croissance : OADC" (O : acide oléique, A : albumine bovine, D : dextrose, C :
catalase) ; il est rendu sélectif par un mélange d'antibiotiques : PANTA® (P : polymyxine B, A :
amphotéricine B, N : acide nalidixique, T : triméthoprime, A : azlocilline) afin d'empécher la

croissance de la flore pulmonaire bactérienne et fongique.
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Ce milieu liquide est un milieu Middlebrook 7H9 modifi¢ contenant un composé¢ fluorescent,
le sel de ruthénium, incorporé a la pastille de silicone au fond du tube. Cette substance émet une
fluorescence d'autant plus vive que la pression partielle en oxygéne diminue dans le milieu.
Initialement, la grande quantité d’oxygéne dissous inhibe les émissions du composé. Les micro-
organismes, en se multipliant et en respirant, consomment 1’oxygéne du milieu et permettent
I’observation de la fluorescence (Figure 17), grace a un transilluminateur UV, dont l'intensité est

proportionnelle au niveau de réduction du milieu.

Figure 17 : Milieu MGIT®,

Tubes positifs avec fluorescence rouge du ménisque et du culot.

http://www.vgdusa.com/bbl-mgit-tubes.htm

L'incubation des tubes MGIT se fait a 37°C pendant 42 jours. La croissance peut étre révélée
de fagon manuelle en plagant le tube sous une lumicre ultraviolette ou grace a I’utilisation d’un
automate tel que le MGIT 960" Becton Dickinson® (F. igure 18) dont la lecture se fait automatiquement

toutes les 60 minutes.

Figure 18 : Automate MGIT 960° BD

http://www.bd.com/ds/productCenter/445870.asp

42



Cette technique permet une détection de croissance en temps réel et a montré sa supériorité par
rapport a des cultures en milieu solide, notamment en réduisant le délai de culture (Carbonelle, 2003).
Toutefois, le milieu liquide ne permet ni 1’observation de colonies ni leur dénombrement qui est
parfois préjudiciable a I’établissement du diagnostic, au suivi de ’efficacité d’un traitement et a la
détection de cultures mixtes de mycobactéries.

Les deux types de milieux, liquides et solides, sont donc complémentaires et la sensibilité du

diagnostic final est améliorée (Carbonelle, 2003).

c. Identification

Le premier stade de ’identification a pour but de différencier les mycobactéries du complexe
tuberculosis des autres mycobactéries. L’identification des MNT est en pleine évolution. Elle repose
sur les tests phénotypiques (culturaux et biochimiques) mais qui sont de plus en plus remplacés par les

tests génotypiques.

o Tests phénotypiques

Les épreuves d’orientation reposent principalement sur 1’étude de la morphologie des bacilles
a la coloration de Ziehl-Neelsen et 1’étude des caractéres culturaux des colonies sur milieux solides

selon la classification de Runyon (vitesse de croissance et pigmentation de la souche).
Cependant, les tests biochimiques et enzymatiques sont insuffisants notamment pour

différencier les mycobactéries a croissance rapide entre elles (Tableau 3). Elles produisent toutes de

I’indole et ont une forte activité aryl-sulfatase, les autres tests étant non discriminants (Murray, 1995).
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M. abscessus

Pigment

Nitrate réductase

Citrate de fer

ammoniacal

NaCl a 5%

Arylsulfatase

Citrate de Na

Mannitol

Inositol
Sorbitol

Tableau 3 : Caractéres culturaux et biochimiques distinctifs des souches de mycobactéries a

croissance rapide (Denis, 2007)

Ces tests sont souvent longs, de lecture difficile et les différences entre espéces sont parfois

faibles. Actuellement, ces méthodes sont donc avantageusement remplacées par des techniques de

biologie moléculaire (Carbonelle, 2003).

o Tests génotypiques (Denis, 2007; Maugein, 2007)

Plusieurs techniques sont actuellement disponibles pour éliminer une mycobactérie du

complexe tuberculosis :

s Technique d’hybridation en milieu liquide : une sonde monospécifique (Mycobacterium

tuberculosis complex, Accuprobe®) d’ADN complémentaire d’ARNr 16S marquée par un
ester d’acridinium est mise en présence d’un lysat de culture préparé a partir de milicux
liquides ou solides. Aprés hybridation avec I’ARN ribosomal et élimination des fragments de
sondes non hybridés, la sonde hybridée est détectée par chimioluminescence a 1’aide d’un
luminometre. Cette sonde présente une trés bonne sensibilité (100%) et spécificité (proche de
100%). Cette sonde permet d’établir rapidement que la souche isolée appartient ou pas au

complexe tuberculosis.
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v Technique immunochromatographique : détection de la protéine immunogénique MPT64

spécifique des mycobactéries du complexe tuberculosis, grace a des anticorps monoclonaux

de souris anti-MPT64.

= PCR spécifiques : détection par amplification génique d’un géne spécifique des mycobactéries

du complexe tuberculosis (ex : fragment du géne de la protéine immunogénique MPT64

nommé MPB64).

La seconde étape consiste a identifier la MNT. Il existe la encore différentes méthodes classées
en trois groupes selon leur spectre d’identification : les sondes monospécifiques, les systémes apres
amplification et hybridation sur un support solide, les systémes basés sur une amplification puis un
séquencage ou une restriction enzymatique. Certaines de ces techniques sont commercialisées,
d’autres sont réservées a des laboratoires spécialisés. Elles peuvent étre réalisées a partir de culture

liquide ou solide.

= Jes sondes monospécifiques (GenProbe®, Biomérieux) : il s’agit d’une technique

d’hybridation directe réalisée a I’aide de sondes ADN complémentaires de cibles d’ARNr 16S.
Les sondes disponibles permettent I’identification de M. avium, M. intracellulare, M. kansasii
et M. gordonae. Cette technique a I’avantage d’étre rapide (2 heures), d’un faible cott et de
nécessiter un appareillage simple. La spécificité est bonne, comprise entre 93,4 % et 100 %

selon les auteurs mais le nombre d’espéces identifiées est limité.

= Jes systemes de détection aprés amplification et hybridation sur support solide : ils sont

capables d’identifier, selon les kits disponibles, entre 10 et 28 espéces mycobactériennes
(INNO-LiPA Mycobacteria®, Innogenetics ; GenoType” Mycobacterium, Biocentric). Seul le
kit Genotype® Mycobacterium CM (Common Mycobacteria) permet 1’identification des
mycobactéries du complexe abscessus (Figure 19).

Aprés amplification par PCR de la région intergénique 16S-23S ARNr et marquage des
amplicons a la biotine, ces amplicons sont hybridés a des sondes spécifiques placées en
paralléle sur une bandelette de nitrocellulose. La révélation des amplicons se fait par I’addition
de streptavidine phosphatase alcaline qui colore en violet les zones de fixation. Ce sont des
méthodes trés sensibles, permettant d’identifier un grand nombre de MNT mais qui nécessitent

plus de temps et un matériel plus complexe que dans le cas d’ Accuprobe® (Carbonelle, 2003).
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Figure 19 : Identification de mycobactéries par GenoType® Mycobacterium (Carbonelle, 2003)

= Jes systemes de détection universelle fondés sur ['amplification puis la restriction enzymatique

du gene hsp65 (méthode PRA : PCR Restriction Enzyme Analysis) (Telenti, 1993) : il s’agit

d’une méthode basée sur le polymorphisme de restriction du géne Asp65. Ce géne code une
protéine de choc thermique universelle de 65kD. Le géne Asp65 est un géne bien conservé au
cours de I’évolution qui contient des séquences communes au genre Mycobacterium mais
aussi des séquences spécifiques d’espéce. L’utilisation d’amorces spécifiques du genre
Mycobacterium permet ’amplification de 439 paires de bases. Les amplicons obtenus sont
soumis a une double digestion enzymatique, d’abord par BstEIl puis par Haelll. Des
fragments de taille variée sont obtenus a partir de différentes espéces. La taille des fragments
est déterminée apres séparation par électrophorése en gel d’agarose. La prise en compte de la
taille des fragments obtenus aprés digestion avec Bs¢Ell puis de la taille de bandes obtenues

apres restriction par Haelll permet d’identifier une cinquantaine d’espéces de mycobactéries

(Figure 20). C’est une technique rapide et peu coliteuse.
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Figure 20 : Algorithme d’identification des principales mycobactéries par la méthode PRA
(Carbonelle, 2003)

= Jes systemes de détection universelle fondés sur le séquencage : le séquencage du géne hsp65

constitue une alternative a la méthode de PCR-restriction et est réalisé avec les mémes
amorces. Le séquencage de ’ARNr 16S permet d’identifier la majorité des souches d’intérét
médical aprés comparaison de la séquence obtenue a des banques de données disponibles sur

internet. Les positions 590-609 et 182-202 sont respectivement spécifiques de genre et
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d’espece (Denis, 2007). Le séquencage d’autres génes (rpoB, secA, sodA, recA) est possible,

mais les banques de données concernant ces cibles sont incomplétes (Carbonelle, 2003).

o Spectrométrie de masse

Derni¢rement, des études ont montré que la spectrométriec de masse (MALDI-TOF : Matrix-
Assisted Laser Desorption lonisation-Time of Flight) pouvait étre utilisée en microbiologie clinique
pour I’identification des mycobactéries a partir d’un milieu de culture solide (El Khechine, 2011;
Saleeb, 2011).

La spectrométrie de masse permet 1'étude du déplacement d'entités ioniques dans des champs
¢électromagnétiques et peut permettre 'identification des micro-organismes grace a l'analyse de leurs
protéines ribosomales et membranaires, empreintes digitales de la bactérie. Les ions générés a partir
des protéines d'une colonie finement étalée sur la cible en acier, sont séparés en fonction de leur temps
de vol (TOF). Pour chaque groupe d'ions de méme rapport m/z (masse/charge ionique), un signal est
enregistré au niveau du détecteur sous la forme d'une fonction temps/intensité, I'ensemble des pics

ainsi enregistrés constituant un spectre de masse (Figure 21).
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Figure 21 : Spectre de masse de 3 mycobactéries (Saleeb, 2011)

A : M. abscessus ; B : M. kansasii ; C : M. tuberculosis

Les spectres générés a partir de bactéries entiéres sont ensuite comparés aux spectres de
référence présents dans la base de données d'un systéme expert. Cette technique permet une
identification rapide, précise et fiable des bactéries. La spectrométriec de masse est peu cotliteuse en
consommables mais son colt a [’investissement et les contrats de maintenance sont ¢élevés
comparativement aux autres automates de laboratoire. L’identification des bactéries dépend de la

richesse de la base de données.
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B. Mycobactéries du complexe abscessus

1. Historique et taxonomie

La souche type de M. abscessus a été décrite par Moore et Frerichs en 1953 a la suite d'un cas
d'infection du genou avec des Iésions d'abcés profonds sous-cutanés (Moore et Frerichs, 1953).

D'autres isolats ont été dénommés M. runyonii avant d'étre reconnus synonymes de M. abscessus.

M. abscessus a également été considéré pendant de nombreuses années comme une sous-
espece de M. chelonae, une mycobactérie a croissance rapide infectant les amphibiens et les poissons

et responsable d'infections cutanées chez I'homme.

Ces deux organismes n'ont pas été distingués 1'un de 'autre pendant de nombreuses années et
ont méme été regroupés avec M. fortuitum sous l'appellation de "complexe M. fortuitum" jusqu'en
1967 (Takeya, 1967). Une étude publiée en 1972 a permis de séparer M. chelonae de M. fortuitum et a
abouti a la définition de deux sous-especes : M. chelonae subsp. chelonae et M. chelonae subsp.

abscessus sur la base de critéres d'identification phénotypiques (Kubica, 1972).

Avec le développement des techniques d'hybridation ADN-ADN et des définitions strictes de
spéciation (un taux d’hybridation ADN-ADN entre deux souches inférieur a 70% définit 2 especes
différentes), il a été possible d'¢lever M. chelonae subsp. chelonae et M. chelonae subsp. abscessus au

rang d'espece en 1992 (Kusunoki et Ezaki, 1992) sous le nom de M. chelonae et M. abscessus.

Cependant, dés 1999, le séquengage du géne hsp65 (Ringuet, 1999) a permis de mettre en
évidence une hétérogénéité au sein de l'espéce M. abscessus du fait de la description de variants
génomiques différant de 5 a 6 pb par rapport a la séquence hsp65 de la souche type. Cette
hétérogénéité a été confirmée par le séquengage du géne codant pour la sous-unité béta de I'ARN
polymérase (rpoB) ; ce qui a conduit a proposer I’appellation « complexe abscessus » et la division de
I’espéce M. abscessus sensu lato en trois espeéces : M. abscessus sensu stricto, M. massiliense

(Adekambi, 2004) et M. bolletii (Adekambi, 2006).
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Toutefois, des études phylogénétiques ont montré récemment que la différenciation des trois
especes n’est pas simple. Il y a eu un transfert horizontal de séquences ribosomales rpoB entre les 3
especes, ne permettant pas de les différencier par un simple séquengage du géne rpoB. De plus, des
approches de séquengage multilocus (rpoB, hsp65, sodA) ne permettent pas clairement de les
distinguer (Macheras, 2011). En 2011, Ledo et al. recommande la création de deux sous-espéces,
Mycobacterium abscessus subsp. bolletii, comprenant M. massiliense et M. bolletii, et M. abscessus

subsp. abscessus, remplagant M. abscessus sensu stricto (Leao, 2011).

Cependant, d’autres études tendent a différencier ces espéces ou sous-espéces par leur
phénotype et leur génotype de résistance aux antibiotiques. Par exemple, une sensibilit¢ a la
clarithromycine est observée chez M. massiliense tandis que les souches de M. abscessus sensu stricto
et M. bolletii possedent un geéne de résistance inductible a la clarithromycine, le gene erm(41)

(Bastian, 2011).

La distinction des différentes sous-especes de M. abscessus sensu lato est donc trés complexe.

11 est donc probable que le complexe abscessus soit encore remani¢ dans les années qui viennent.

2. Particularités des mycobactéries du complexe abscessus

a. Génome

L'importance clinique de MABSC a conduit au séquengage du génome de M. abscessus sensu
stricto par une équipe frangaise en 2009 (Ripoll et al., 2009). Depuis, plusieurs souches du complexe

ont été séquencées (Chan, 2012; Choi, 2012; Choo, 2012a; Choo, 2012b).

Les différentes souches possédent un chromosome circulaire d’environ 5 000 000 pb (Figure
22). Cette taille est proche de la taille du génome de M. tuberculosis (4,4 Mb), et inférieure a celle du
génome de M. smegmatis (6,9 Mb), une mycobactérie a croissance rapide non pathogéne dont

'organisation des génes est trés similaire a celle de M. abscessus.
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Figure 22 : Génome de M. abscessus sensu stricto CIP 104536T (Ripoll, 2009)

La teneur moyenne en GC du génome de MABSC est de 64 % et le nombre de séquences
codantes varie de 4706 a 4923 selon les souches séquencées (Chan, 2012 ; Choi, 2012 ; Choo, 2012a
et b ; Ripoll, 2009).

Contrairement aux autres génomes mycobactériens séquenceés, le génome de M. abscessus est
pauvre en séquence d'insertions, mais contient un prophage (81kb) dont la biologie est actuellement
inconnue. La souche héberge également un plasmide (Figure 22) contenant des genes de résistance au
mercure présentant 99,9% d'homologie avec le plasmide de M. marinum. Ceci suggére le transfert de

ce plasmide entre ces deux espéces susceptibles de partager le méme écosysteme (Ripoll, 2009).

M. abscessus posséde également des génes non mycobactériens qui codent pour des facteurs
de virulence présents également chez d’autres pathogénes trés fréquemment isolés chez les patients
atteints de mucoviscidose : P. aeruginosa et B. cepacia. Ces génes sont vraisemblablement acquis de

bactéries environnementales par transfert horizontal (Medjahed, 2010).

Malgré sa croissance rapide, M. abscessus a un certain nombre de caractéristiques de M.
tuberculosis. C’est un agent pathogéne intracellulaire et, contrairement a d’autres mycobactéries a
croissance rapide ayant deux opérons d’ARN ribosomal, M. abscessus n’en posséde qu’un seul

(Ripoll, 2009).
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b. Caractéristiques du complexe abscessus

Les souches du complexe abscessus ne présentent pas de différences phénotypiques mais

quelques différences génotypiques.

e Caractéristiques phénotypiques

M. abscessus sensu lato est une mycobactéric a croissance rapide dont les colonies
apparaissent en 3 a 5 jours. Sa croissance est optimale a 30°C. Il croit aussi bien sur milieu

Lowenstein-Jensen que sur milieux ordinaires (gélose au sang) (Carbonelle, 2003).

Les colonies ne sont pas pigmentées et ont a la particularité de pouvoir étre isolées sous deux
formes sur un milieu de culture solide : une forme dite muqueuse (nommé S comme Smooth) et une

autre dite rugueuse (nommé R comme Rough) (Figure 23) (Medjahed, 2010).

Figure 23 : Colonies muqueuses (S) et rugueuses (R) de M. abscessus (Medjahed, 2010)

Récemment, il a été démontré que les colonies rugueuses de M. abscessus étaient capables de
former de vraies cordes a I’examen direct, comme celles observées chez les mycobactéries du

complexe tuberculosis ; ceci n’est pas observé avec les souches muqueuses (Figure 24) (Sanchez-

Chardi, 2011).
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Figure 24 : M. abscessus en microscopie électronique (a gauche et au milieu) et apreés coloration
de Ziehl (a droite).

(A) : colonies rugueuses et (D) : colonies muqueuses (Sanchez-Chardi, 2011).

* Méthodes génotypiques

Parmi les méthodes existantes, celles utilisables pour identifier les souches du complexe

abscessus sont les suivantes :

- analyse des fragments de restriction du gene Ahsp65 préalablement amplifié par
PCR (méthode PRA) : deux profils peuvent étre observés (cf Figure 20 p. 46),

- amplification de la séquence intergénique 16S-23S avec ou sans analyse des fragments de
restriction,

- détection aprés amplification et hybridation sur support solide : Genotype® Mycobacterium
CM,

- étude de la séquence du geéne hsp635, du géne 16S, rpoB, secA, sodA...

Les difficultés taxonomiques rencontrées au sein du complexe abscessus ont montré qu’un
simple séquencage du géne rpoB n’est pas suffisant pour différencier les trois sous-espéces. Seule une
approche de séquencage multilocus pourrait le permettre selon Zelazny et al. (Zelazny, 2009) : il faut

associer le séquengage rpoB avec celui de hsp65 et secA par exemple.
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* Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse MALDI-TOF MS est une méthode efficace pour 1’identification des
mycobactéries. Toutefois, pour I’identification d’espéces trés étroitement liées comme les espéces du

complexe abscessus, cette méthode n’est pas discriminante (Saleeb, 2011).

3. Epidémiologie des infections a mycobactéries du complexe

abscessus

a. Réservoir et transmission

Les MABSC sont des bactéries trés répandues dans I’environnement, notamment dans [’eau
(eau de riviere, eau de lac, eau de mer, eau d’égout) et dans le sol. Les souches de MABSC résistent
mieux au chlore que les bactéries coliformes ; elles sont aptes a se multiplier dans I’eau distillée, elles
ont ét¢ isolées d’échantillons d’eau potable et de systéeme de purification d’eau a usage domestique et
elles sont présentes dans les biofilms des conduites d’eau. En milieu hospitalier, I’eau peut étre a
I’origine d’infections nosocomiales, MABSC étant résistant a de nombreux désinfectants(Euzéby,

2007).
La transmission se fait par ingestion, aérosolisation et par effraction cutanée.

C'est une des principales mycobactéries responsables d’infections iatrogénes sporadiques et
épidémiques, souvent liées a la présence de matériel inerte. Les infections post-opératoires, apres
chirurgie plastique, cardiaque ou orthopédique, représentent prés de 45 % des pathologies

extrapulmonaires liées a M. abscessus (Wallace, 1998).

Parmi les nombreuses épidémies, la plus importante jamais décrite est survenue en Colombie.
Sur une période de cinq mois, 350 des 2000 patients qui avaient regu des injections de lidocaine
contaminée par M. abscessus dans le cabinet d’un seul médecin ont développé des abces sous-cutanés
ou des cellulites (Villanueva, 1997). Des épidémies hospitaliéres ont également été décrites aprés
hémodialyse, par contamination de 1’eau du bain de dialyse ou du fait de I’emploi de matériel
réutilisable insuffisamment désinfecté. La chirurgie esthétique (liposuccion, mammoplastie), une autre

source de ces infections, a également donné lieu a des épidémies (Roux, 2010).
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Jusqu’a trés récemment, aucune transmission inter-humaine de MNT, directe ou indirecte,
n’avait été reportée. Cependant, une étude récente de I’Université de Washington a signalé la premiére
épidémie a M. massiliense chez cinq patients atteints de mucoviscidose qui fréquentaient la méme
clinique (Aitken, 2012). Aucune source environnementale n’a été trouvée. Mais le fort d’inoculum de
mycobactéries dans les crachats du cas index peut avoir contaminé I’environnement clinique et facilité
la transmission inter-humaine. Trois patients, dont le cas index, sont décédés de I’infection a M.

massiliense résistante a tout traitement antibiotique.

Ces résultats sont préoccupants. Si une épidémie a été décrite pour M. massiliense, des
épidémies pourront étre causées par d’autres mycobactéries du complexe abscessus. Ceci renforce
I'importance des pratiques d’hygiéne afin de contrdler ces infections, méme pour les micro-organismes

dont la transmission inter-humaine n’est pas connue.

b. Typage moléculaire

Les méthodes de typage moléculaire sont devenues de précieux outils épidémiologiques dans

I’enquéte des épidémies a MNT (Griffith, 2007).

Le typage moléculaire des souches de MABSC, peut se faire a ’aide 1’¢lectrophorése en
champs pulsé, la méthode de VNTR (Variable-number tamdem-repeat) et la rep-PCR. Ces techniques
permettent 1’étude épidémiologique de souches isolées de patients mais également de souches

provenant de I’environnement naturel, domestique ou hospitalier.

L’électrophorése en champ pulsé est actuellement la méthode la plus utilisée pour
I’épidémiologie moléculaire des souches de MNT a croissance rapide (Griffith, 2007). C’est celle

utilisée par le centre national de référence (CNR) des mycobactéries en France.

o Electrophorése en champ pulsé

L’électrophorése en champ pulsé a été développée par Schwartz et Cantor en 1984. Elle est le
résultat de la combinaison d’une digestion de I’ADN par des enzymes de restriction a faible nombre de
sites de coupures et d’une électrophorése afin de permettre la séparation de fragments d’ADN de

grande taille (> 50 kb) que I'électrophorése classique en gel d’agarose ne permet pas de résoudre. La
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porosité d'un gel d'agarose classique est inférieure au micron alors que la longueur d'une molécule

d'ADN de 50 kb complétement étirée est d'environ 18 microns.

Le principe méme de 1'électrophorése en champ pulsé repose sur les changements de direction,
d’intensité et de durée du champ électrique au cours du temps. Chaque changement de champ
¢électrique réoriente la molécule d’ADN dans le gel, augmentant ainsi la probabilité que la molécule

d’ADN soit orientée de fagon a passer a travers les mailles du gel (Figure 25).
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I'ADN bactérien, déposés
dans les puits du gel

<4—— gel d'agarose

Figure 25 : Principe générale de I’électrophoreése en champ pulsé (Freney, 2007)

Le choix de I’enzyme est guidé par deux parameétres :
- le taux de GC % de la bactérie et du site de coupure de I’enzyme : si la bactérie a un
GC % ¢levé comme les MNT, il faut choisir un site de coupure avec un faible GC %.
En effet, plus le site de reconnaissance de ’enzyme de restriction est rare sur le
chromosome, moins il y aura de fragments et donc de bandes sur le gel.
- le nombre de paires de bases reconnues par 1’enzyme : si le site compte 8 bases, la

coupure de I’ADN sera plus rare qu’avec un site de seulement 6 bases.

Cette technique nécessite de nombreuses étapes (Figure 26):
- culture en milieu liquide de chacune des souches a comparer,
- extraction de I’ADN : étape trés délicate car I’ADN ne doit pas étre accidentellement
fragmenté. Cet ADN est incorporé dans des blocs d’agarose dénommés « plugs »
- purification de ’ADN
- digestion par I’enzyme de restriction

- électrophorése
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- photographie du gel sous lumiere ultra-violette aprés coloration par le bromure

d’éthidium.
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Figure 26 : Etapes de I’électrophorése en champ pulsé
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Le résultat obtenu, aprés révélation de I’ADN, est un profil de macro-restriction définissant un

pulsotype (Figure 27).
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Figure 27 : Pulsotypes obtenus avec des souches de mycobactéries du complexe abscessus

(Griffith, 1993)

Les pulsotypes, sont comparés visuellement selon les critéres de Tenover et al. (Tenover, 1995)

ou grace a des logiciels informatiques. Les différences observées entre les profils peuvent étre liées,
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soit a un gain ou une perte de site de restriction par mutation, soit une insertion ou encore une délétion
d’un fragment d’ADN. Les critéres de Tenover et al. permettent de prendre en compte les éventuels

aléas génétiques survenant au sein d’une méme souche (Figure 28).
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% sur le fragment surle fragment . deSOkpbsurle de 50 kpb surie
3 de 400 kpb de 400 kpb fragment de 400 kpb  fragment de 400 kpb
600
500 P == — — =
zzzza
400 ——
(rrrass]
|rareeal
200 — — — e
9
100 — — — — —
D — — — — —
Nombre de différences par
rapport au profil de référence 3 3 2 2

Figure 28 : Représentation schématique des variations observées sur les profils d’une souche en

champ pulsé d’aprés Tenover et al. (Freney, 2007)

Ainsi, les profils sont classés en 4 groupes distincts : profils semblables, profils trés proches,

proches ou différents, selon le nombre de fragments qui différent entre les souches étudiées (Tableau

4).
0 0

Souches faisant partie de

Semblables o
I’épidémie
Souches faisant probablement
1 2-3 Tres proches ) S
partie de 1’épidémie
Souches faisant possiblement
2 4-6 Proches ) o
partie de 1’épidémie
Souches non reliées a
3 >17 Différents

I’épidémie

Tableau 4 : Critéres d’interprétation du lien épidémiologique de souches bactériennes d’apreés

I’analyse des profils de macrorestriction (Freney, 2007)
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Cette technique présente ’avantage d’une grande résolution, une bonne reproductibilité intra-
laboratoire ; elle posséde un pouvoir discriminant important et est applicable a un grand nombre
d’espéces bactériennes. Toutefois, elle présente de nombreux inconvénients. C’est une technique
manuelle, délicate, longue (une semaine environ), colteuse en terme d’appareillage et nécessite un
personnel expérimenté. Les résultats obtenus ne sont pas standardisés : la comparaison de profils est

limitée au laboratoire (données non exportables).

o MLVA (Multiple Locus VNTR Analysis)

L’analyse MLVA examine le polymorphisme de plusieurs loci comprenant chacun un nombre
variable de régions répétées en tandem (ou VNTR) (Figure 29) (Freney, 2007). 1l s’agit de petites
séquences répétées de 10 pb environ séparées par des séquences non répétitives de 5 pb dont la

variation en nombre est fréquente.

Figure 29 : Illustration de 4 allé¢les définis par un nombre différent de régions répétées en

tandem

http://en.wikipedia.org/wiki/Variable number tandem_repeat

La méthode consiste a amplifier dans une ou plusieurs PCRs multiplex ces régions répétées.
L'analyse de la taille des différents VNTRs est réalisée avec un systéme de haute résolution, tel un
séquenceur capillaire a multiples colorants fluorescent et permet l'assignation d'un profil allélique ou

code numérique MLVA (Freney, 2007).

o rep-PCR (repetitive element polymérase-PCR)

La rep-PCR, utilisée par le systéme automatisé Diversilab®, utilise des amorces qui se fixent
sur des séquences répétitives non codantes dans le génome des micro-organismes permettant
I’amplification de nombreux fragments de tailles différentes (amplicons) (Figure 30). Les fragments

sont ensuite séparés par électrophorese.
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Figure 30 : Principe de la rep-PCR

http://www.biomerieux.fr/servlet/srt/bio/france/dynPage?open=FRN_IND_BPA_PRD&doc=FRN_IND_BPA_PRD_G_PRD_NDY_8&pubparams.sform=5&lang=fr

4. Manifestations cliniques

Pour plus de facilité, nous parlerons des mycobactéries du complexe abscessus sous le terme
général de M. abscessus car la plupart des publications concernant la physiopathologie et les

manifestations cliniques n’identifient pas toujours précisément la sous espece en cause.

a. Physiopathologie

L’¢étude du génome de M. abscessus a révélé 1’acquisition par cette espéce de nombreux génes
provenant de bactéries a Gram négatif d’origine environnementale et codant pour les protéines
suivantes :

- une phospholipase C qui permet d’échapper aux vacuoles lysosomales,

- des protéines MgtC permettant d’augmenter la concentration intracellulaire en Mg 2+ et
donc facilitatrices de la survie bactérienne

- un peptide Méthionine sulfoxyde réducteur A (MsrA) et la superoxyde dismutase (sodA) qui

sont des protéines impliquées dans la défense contre le stress oxydatif (Ripoll, 2009).

C’est trés vraisemblablement dans ces génes non partagés par les autres mycobactéries a

croissance rapide que repose le pouvoir pathogéne spécifique de M. abscessus (Ripoll, 2009).
M. abscessus posséde des facteurs de virulence impliqués dans le « parasitisme »

intracellulaire, également retrouvés chez M. tuberculosis. 11 s’agit des protéines PE (proline-glutamate)

et PPE (proline-proline-glutamate) hautement immunogenes, des protéines MCE (Mammalian Cell
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Entry) et Yrbe qui permettent de pénétrer a I’intérieur des cellules hotes, ainsi que des protéines LpqH-

like qui modulent la réponse immunitaire (Ripoll, 2009).

Ont été également identifiées plusieurs voies métaboliques qui favoriseraient I’infection par
d’autres micro-organismes pathogénes chez les patients atteints de mucoviscidose, notamment par P.
aeruginosa (Ripoll, 2009). M. abscessus est capable de se multiplier dans les poumons, caractéristique
qui le distingue des autres mycobactéries opportunistes comme M. chelonae et M. marinum qui se

multiplient difficilement a 37°C.

L’étude des mécanismes physiopathologiques des infections a M. abscessus a beaucoup
progressé grace a un modele expérimental murin. En effet, celui-ci a montré que I’infection conduit a
des dommages histopathologiques mimant étroitement ceux observés chez ’homme, y compris les
Iésions caséeuses (Rottman, 2007).

M. abscessus partage un grand nombre de caractéristiques communes avec M. tuberculosis.
Comme chez celui-ci, le controle de I’infection a M. abscessus repose sur la production d’interféron-
gamma (IFN-y) et de Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a), et sur les lymphocytes T (Rottman, 2007).
En effet, les mycobactéries sont phagocytées par les macrophages, lesquels, activés, produisent de
I’IL-12 qui, a son tour, stimule la production d’IFN-y par les lymphocytes T. L’IFN-y active les
polynucléaires neutrophiles et les macrophages pour ¢éliminer les mycobactéries. De plus, le
rétrocontrdle positif entre I'IFN-y et I’IL-12 permet le controle de I’infection en grande partie en

stimulant la synthése du TNF-a.

De fagon originale, le controle de 1’infection nécessite également la présence du compartiment
lymphocytaire B. Chez la souris, c’est en [’absence de lymphocytes B que 1’on voit émerger des

souches rugueuses (R) aprés infection par des souches muqueuses (S) (Roux, 2010).

La forme muqueuse S de M. abscessus est capable de produire des glycopeptidolipides (GPL),
des lipides de surface, tandis que la forme rugueuse R n’en produit pas. Il a été montré que les GPL
masquent des lipoprotéines de surface « phosphatidyl-myo-inositol mannosides ». Ces composés, non
masqués avec les variants R de M. abscessus, sont des agonistes des récepteurs Toll-like 2 (TLR2)
(Roux, 2010). La stimulation des TLR2 par la forme R induit I’expression de I’interleukine-8 (IL-8) et
de la p—défensine humaine 2 (HbD2) (Davidson, 2011), présentes a la surface des cellules épithéliales
respiratoires, provoquant une réponse pro-inflammatoire excessive. De ce fait, les variants R sont

associés a des formes cliniques plus sévéres qu’avec les variants S (Roux, 2010).

61



Le passage de la forme S a R est lié a la perte d’un GPL de surface (Roux, 2010). La forme S
de M. abscessus produirait les GPL dans certains habitats, lui permettant alors la colonisation de ces
milieux par formation de biofilm (Howard, 2006). Par contre, pour une invasion efficace de 1’hote

humain, M. abscessus pourrait « switcher » a la forme R et ne plus produire de GPL.

b. Formes cliniques

M. abscessus est une bactérie pathogéne opportuniste qui peut étre responsable d'infections
respiratoires, cutanéo-muqueuses, osseuses, d'atteintes disséminées, de rares infections du systéme

nerveux central et d’infections ou pseudo-infections liées a du matériel contaminé (Lee, 2012).

= Infections respiratoires

La majorité des infections pulmonaires a M. abscessus survient chez des malades présentant
une pathologie sous-jacente telle qu’une dilatation des bronches, la mucoviscidose, des séquelles de
tuberculose ou une bronchopneumopathie chronique obstructive (Griffith, 2007). Le reflux gastro-
cesophagien est également un facteur de risque (Cullen, 2000). La corticothérapie et I’aspergillose
pulmonaire peuvent également contribuer aux infections a M. abscessus chez les patients atteints de

mucoviscidose (Mussaffi, 2005).

Si les infections pulmonaires chroniques sont la principale manifestation des infections a M.
abscessus, c’est également la premiére mycobactérie a croissance rapide impliquée dans les atteintes
respiratoires (Lerat, 2011). Dans une étude rétrospective américaine, parmi les 154 cas d'infection
pulmonaire a mycobactéries a croissance rapide, 82% étaient dues a M. abscessus (Griffith, 1993).

Ces infections peuvent également toucher des sujets antérieurement sains dans 30% des cas,
en particulier des femmes caucasiennes agées de plus de 60 ans généralement non fumeuses (Griffith,
2007).

M. abscessus peut persister silencieusement pendant des années et méme des décennies chez
I’h6te humain (Catherinot, 2007; Cullen, 2000). II peut induire des l1ésions granulomateuses organisées
avec des cellules épithéloides géantes (Figure 27) et méme dans certains cas, une nécrose caséeuse

(Cullen, 2000).
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Figure 31 : Granulome causé par M. abscessus chez un patient mucoviscidosique.

Les fléches noires indiquent les cellules géantes (Medjahed, 2010)

Une ¢étude rétrospective américaine incluant 146 patients (Chalermskulrat, 2006) ayant
bénéficié d’une transplantation pulmonaire du fait d’une mucoviscidose au stade terminal montre une
prévalence de M. abscessus avant transplantation voisine de celle de MAC (8%). Apres
transplantation, la prévalence de MNT est faible (3,4%) mais elle est plus forte si M. abscessus était
présent avant la transplantation. C’est la seule espéce de MNT significativement liée a une évolution
infectieuse péjorative aprés transplantation, avec des défaillances mortelles du greffon directement
dues a la maladie mycobactérienne (Chalermskulrat, 2006).

La similitude des espéces de MNT retrouvées avant et aprés transplantation indique qu’il
existe certainement d’autres réservoirs de M. abscessus au-dela des voies respiratoires chez les
patients mucoviscidosiques. L’infection a M. abscessus a été considérée comme une contre-indication
a la transplantation pulmonaire mais des études récentes ont montré que ce n’était plus un criteére
d’exclusion, les cliniciens doivent cependant, restés alertés d’un risque de récidive apres

transplantation et de possibles complications graves (Gilljam, 2010).

= Infections de la peau et des tissus mous, infections osseuses

Les infections les plus courantes des tissus mous causés par M. abscessus sont souvent liées a
un acte iatrogéne et a une inoculation directe de M. abscessus, généralement chez des personnes
immunocompétentes. Il s’agit dans la majorité des cas d’abcés causés par I’administration sous-

cutanée ou intramusculaire de solutions injectables contaminées par M. abscessus ou de réutilisation
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de matériel souillé (Petrini, 2006). Par ailleurs, des ostéomyélites ont également été rapportées

(Brown-Elliott et Wallace, 2002).

M. abscessus a été identifié chez des survivants du tsunami de 2004 ayant eu les membres
écrasés, 'infection cutanée apparaissant en moyenne deux mois aprés le traumatisme (Appelgren,

2008).

= Infections disséminées

Les infections disséminées a M. abscessus surviennent généralement chez des patients ayant
une immunodépression sous-jacente congénitale, acquise (maladie auto-immune, cancers) ou chez les
transplantés. Différentes formes sont décrites telles que des ostéomyélites vertébrales (Pruitt, 1993),
des infections sous-cutanées (Prinz, 2004) ou des empyeémes pleuraux (Fairhurst, 2002). De rares

endocardites sur prothéses valvulaires ont été reportées.

Exceptionnellement, aucune prédisposition sous-jacente n’est retrouvée lors de ces infections a
M. abscessus. Ces cas, survenant chez des adultes sans antécédents personnels, ne sont pas évocateurs
de déficit héréditaire, mais pourraient étre associés a des déficits acquis de 1’axe interféron y — IL12

(Griffith, 2007).

c. Particularités au sein du complexe

Récemment, plusieurs études ont regardé¢ s’il existait une différence de présentation clinique et
radiologique entre les différentes espeéces du complexe abscessus.

Ces études comparent essentiellement les infections a M. abscessus sensu stricto aux infections
a M. massiliense. Aucune différence clinique et radiologique n’a été démontrée (Kim, 2012; Koh,
2011). A TPinverse, il existe une différence notable au niveau de la réponse au traitement, M.

massiliense étant plus sensible aux antibiotiques que M. abscessus sensu stricto.
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5. Sensibilité in vitro aux antibiotiques

a. Antibiotiques actifs

Les souches de MABSC se caractérisent par une multirésistance naturelle aux antibiotiques,
non seulement aux antituberculeux mais aussi a la plupart des antibiotiques utilisables.

Cependant, les MABSC sont naturellement sensibles in vitro a certaines p-lactamines
(céfoxitine, imipénéme), a 1’amikacine et aux macrolides (clarithromycine, azithromycine). Parmi les
nouvelles molécules, la tigécycline a une puissante activité in vitro vis-a-vis des isolats de MABSC
(Brown-Elliott, 2012).

La plupart des isolats sont résistants a la doxycycline, la minocycline et au sulfaméthoxazole.

Valeurs
CMI modale % de souches
Antibiotiques (ATB) extrémes des
(mg/ml) sensibles

CMI (mg /ml)

ATB avec un % de sensibilité élevé

Clarithromycine 0,03 0,03 -16 83 -99
Amikacine 2-16 0,25 -128 87 -94

ATB potentiellement actifs mais avec de grandes variations de la sensibilité selon les études

Cefoxitine 32 16 - 128 11-99

Tobramycine 8-16 4->128 36-95

ATB avec une activité variable

Imipénéme 8 1-64 8-55
Ciprofloxacine 2 0,016 -8 44 - 57

ATB rarement actifs

Linézolide 32 0,5-128 23
Sulfaméthoxazole 256 4256 1-12
Doxycycline 32 ->128 0,06 ->128 5-8

Minocycline > 64 0,25 -> 64 5

Tetracycline 64 4->128 10

Tableau 5 : Sensibilité aux antibiotiques des mycobactéries du complexe abscessus d’aprés

Nessar et al. (Nessar, 2012)



L’évaluation de la sensibilité a I’'imipénéme in vitro est trés difficile et peut donner des
résultats trés incohérents (Brown-Elliott, 2012).

L'amikacine, la céfoxitine et I'imipénéme sont les trois antibiotiques administrables par voie
intraveineuse les plus actifs in vitro sur MABSC (Brown-Elliott, 2012) avec des CMI inférieures aux
concentrations atteintes lors des pics sériques.

La clarithromycine est I'antibiotique oral considéré comme le plus actif sur MABSC (Griffith,
2007 ; Nessar, 2012). C’était la molécule de choix jusqu’a la description de la résistance inductible

aux macrolides due au géne erm(41).

b. Meécanismes de résistance

Parmi les mycobactéries a croissance rapide, les MABSC sont probablement les espéces

pathogénes opportunistes les plus résistantes aux antibiotiques (Brown-Elliott et Wallace, 2002).

Cette résistance est le résultat d’une interaction complexe entre la résistance naturelle, la
résistance inductible et la résistance mutationnelle acquise au cours de 1’exposition aux antibiotiques.
La connaissance de ces résistances est essentielle pour la sélection et I'optimisation des schémas
thérapeutiques. Une vue d'ensemble simplifiée des différents déterminants de la résistance est

présentée dans la Figure 32.
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Figure 32 : Vue d'ensemble de la paroi cellulaire mycobactérienne et déterminants de la

résistance (van Ingen, 2012)
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o Reésistance naturelle

De nombreux mécanismes contribuent a la résistance naturelle des mycobactéries du complexe

abscessus aux antibiotiques.

La paroi

Les MABSC possédent une paroi hautement lipophile, constituant une barriére imperméable
aux antibiotiques (Jarlier et Nikaido, 1990), notamment aux p—lactamines et certains aminosides. De
plus, le transport des antibiotiques a travers la paroi mycobactérienne est en partie controlé par des
porines, protéines canaux qui traversent la membrane externe (cf Figure 32). Chez les mycobactéries,

leur nombre est nettement inférieur a celui des bactéries a gram négatif.

Les enzymes modificatrices ou inhibitrices de ’antibiotique

Les MABSC produisent des enzymes qui dégradent ou modifient certains antibiotiques
entrainant leur inactivation.

Les B-lactamases et les rifampicine ADP-ribosyltransférases (Nessar, 2012; Ripoll, 2009)
conferent respectivement une résistance naturelle aux B-lactamines et a la rifampicine.

Les aminoglycosides acétyltransférases et phosphotransférases ont une faible affinité pour les

aminosides et n’induisent pas de résistance a I’amikacine (van Ingen, 2012).

Les pompes a efflux

Tandis que les porines peuvent restreindre I’entrée des antibiotiques dans la cellule
mycobactérienne, les pompes a efflux ont pour role de les faire sortir (c¢f Figure 32). Ces pompes
conférent une résistance a de nombreux antibiotiques qui varient selon les espéces de MNT. Dans le
génome de M. abscessus, les pompes MmpL (Mycobacterial membrane protein Large) sont présentes
mais leurs roles dans la résistance n’est pas établi (Doffinger, 2006).

Les MABSC sont équipées de régulateurs transcriptionnels whiB, inductibles par 1’utilisation
d’antibiotiques. Ils jouent un réle dans la régulation des processus cellulaires importants et notamment

dans la résistance aux antibiotiques en activant les pompes a efflux (Nessar, 2012 ; van Ingen, 2012).

Le polymorphisme des génes cibles

La résistance naturelle a I’ethambutol et aux fluoroquinolones est liée a la présence de variants

nucléotidiques au sein des genes cibles de ces antibiotiques, respectivement :
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- larégion ERDR (Ethambutol résistance determining region) du géne embB
- les régions QRDRs (Quinolone résistance determining regions) des sous-unités gyr4

et gyrB de I’ADN gyrase

o Résistance acquise

Il n’existe pas d’acquisition d’éléments génétiques mobiles (plasmides ou transposons) chez
les MABSC. La résistance acquise est due a des mutations spontanées affectant les cibles-clefs des
antibiotiques (Tableau 6) ; ces mutations pouvant contribuer a [’altération fonctionnelle d’un ou
plusieurs genes. La présence d’un seul opéron ARNr rend d’autant plus probable ces résistances

acquises (Nessar, 2012).

Gene
Antibiotics involved Mutations Protein

aminoglycosides s A1408G, T1406A 16S RNA
C1408T, G14917
macrolides rd A2058G, A2058C, 23SRNA
A2058T, A2059T,
A2059C, A2059G
fluoroquinolones gyrA  AlaS0\Val gyrase A
subunit

Tableau 6 : Résistances acquises décrites chez les mycobactéries du complexe abscessus (Nessar,

2012)
Aminosides
Les mutations dans le codon 1408 du géne rrs de I’ARNr 16S sont responsables de la

résistance a haut niveau aux aminosides. Cette résistance aux aminosides est observée chez les patients

qui regoivent des thérapies longues a base d’amikacine tels que les patients atteints de mucoviscidose

(Saleeb, 2011).

Fluoroquinolones

Les mutations dans le codon 90 de la sous-unité gyr4 de I’ADN gyrase sont un important

mécanisme de résistance aux fluoroquinolones chez M. massiliense.
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Macrolides

Il existe deux mécanismes de résistance acquise.

Des mutations ponctuelles sur les positions A2058 ou A2059 du geéne rrl codant le domaine
peptidyltransferase de ’ARNr 23S (Tableau 5) sont associées a un haut niveau de résistance aux
macrolides (Saleeb, 2011; Telenti, 1993). Une monothérapie par macrolide ou une bithérapie par

macrolide et fluoroquinolone sont des facteurs de risque de développement de cette résistance.

De plus, il a été récemment décrit un géne de résistance naturelle inductible aux macrolides, le
geéne erm(41) (Nash, 2009). Celui-ci confére une résistance a la clarithromycine et I’érythromycine par
méthylation de I’ARNr 23S et donc nuit a la liaison de I’antibiotique a sa cible.

Les souches de M. abscessus sensu stricto ont un gene erm(41) intact mais avec un
polymorphisme T/C sur le nucléotide n°28 :

- les souches T28 (Trpl0 codon) ont une résistance inductible a la clarithromycine

avec des CMly, supérieure a 16 pug/ml,
- les souches C28 (Argl0) sont sensibles avec des CMI < 2 ug/ml.

Les souches de M. bolletii ont une séquence erm(41) similaire a la séquence du géne erm(41)
de M. abscessus sensu stricto T28. Elles sont donc toutes résistantes a la clarithromycine (Bastian,
2011).

Chez M. massiliense, le géne erm(41) est délété ; ceci rend les souches de cette espece

intrinséquement sensibles a la clarithromycine (Doffinger, 2006 ; Bastian, 2012).

Les séquence erm(41) sont spécifiques d’especes au sein de MABSC et sont concordantes
avec la sensibilité a la clarithromycine. Toutefois, I’influence exacte de ce mécanisme de résistance

sur I’efficacité d’un traitement a base de macrolides reste a étudier (Saleeb, 2011).

c. Méthodes d’étude in vitro

L'antibiogramme représente le principal outil a partir duquel le clinicien peut adapter son

antibiothérapie. Deux types de méthodes peuvent étre mises en ceuvre.
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o Mdéthode phénotypique

Différentes méthodes existent pour tester la sensibilité des mycobactéries a croissance
rapide (Brown-Elliott, 2012) : les bandelettes E-test, la méthode de diffusion en gélose (ou « méthode
des disques ») et la microdilution. Cette derniére méthode est considérée comme méthode de référence
par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Elle consiste a mesurer la CMI

(Concentration Minimale Inhibitrice) de chaque antibiotique en microplaque (Figure 33).
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Les puits renferment des concentrations croissantes d’antibiotiques

Figure 33 : Antibiogramme : technique de microdilution

http://www.microbe-edu.org/etudiant/antibio4.html

C’est une méthode délicate qui doit étre mise en place par des laboratoires expérimentés qui
isolent un nombre important de MNT. Un inoculum standardisé est essentiel pour la bonne

détermination de la CMI (Brown-Elliott, 2012).

Vis-a-vis des mycobactéries du complexe abscessus, le panel d’antibiotiques a tester doit
inclure 1’amikacine, la céfoxitine, la ciprofloxacine, la clarithromycine, la doxycycline ou la
minocycline, I’imipénéme ou le méropénéme, le linézolide, la moxifloxacine, la tobramycine, et le

triméthoprime-sulfaméthoxazole (Brown-Elliott, 2012).
La lecture de la CMI se fait apres 3 a 5 jours d’incubation a 30°C, excepté pour la
clarithromycine pour laquelle une lecture supplémentaire est réalisée au 14°™ jour afin de détecter une

résistance inductible aux macrolides (Brown-Elliott, 2012).

Le CLSI a récemment défini les concentrations critiques permettant d’interpréter les CMI des

différents antibiotiques testés par la méthode de microdilution (7Tableau 7) (Woods, 2011).
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MIC (pg/mL) for category:

Drug Susceptible Intermediate Resistant
Amikacin <16 32 >64
Cefoxitin =16 32-64 >128
Ciprofloxacin <1 - >4
Clarithromycin <2 4 >8
Doxycydine/Minocycline =1 2-4 >8
Imipenem/Meropenem <4 8-16 >32
Linezolid <8 16 >32
Moxifloxacin® <1 2 >4
Tobramycin 2 = >8
Trimethoprim- <2/38 >4/76

Sulfamethoxazole

*Breakpoints from the CLSI (formerly NCCLS), NCCLS-M24-A, 2003; CLSI M24-A2,
2011.
® Moxifloxacin breakpoints tentative in M24-2, 2011,

Tableau 7 : Concentrations critiques des antimycobactériens vis-a-vis des mycobactéries a

croissance rapide selon le CLSI (microdilution) (Woods, 2011)

Concernant la tigécycline, le CLSI n’a pas encore défini de concentrations critiques (Brown-

Elliott, 2012).

Pour les cultures qui restent positives aprés 6 mois de traitement antimycobactérien approprié,
le CLSI indique qu’il est justifi¢ de répéter ’antibiogramme afin de suivre I’évolution de la résistance

de la souche.

o Détection moléculaire de la résistance

Concernant la détection moléculaire de la sensibilité aux antibiotiques, il n’existe jusqu’a
présent, aucun test commercial pour la détection des mutations conférant une résistance de MABSC
aux antibiotiques (van Ingen, 2012). Néanmoins, des méthodes spécifiques ont été développées. La
détection de la résistance aux macrolide s’effectue par le séquencage partiel du géne codant I’ARNr
23S et du geéne erm(41) et la détection de la résistance aux aminosides, par le séquengage du géne

codant I’ARNr 16S (van Ingen, 2012).
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6. Traitement des infections pulmonaires

a. Antibiothérapie

Il n'existe aucun consensus thérapeutique. Le choix des antibiotiques est guidé par la

détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en milieu liquide.

Les différents antibiotiques utilisés dans le traitement des infections a MABSC sont listés dans

le tableau 8.

Rapidly growing species Typels) of infection and/ar disease Antimicrobials
M. abscessus wabsp. Chronic respiratory infection, locabzed Linezolid (-50% ), moxifioxacin [ -15%), aprofloxacin, levofloxacin
absesss posttraumatic wound miection, catheter (5% ), doxycyclime (< 5%), clamthromyan.azithromyan
infection, disseminated cutaneous infections, (209" (oral); amikacin, tigecyciine, cefoxitin (70%), imipenem
eye infecton (5% * lmezolid |30%,) (parenteral)
M. abscersus sabsp. bullenii  Chronic respiratory duease, lncalized posttraemats. Clarithromycin - azithromyon,” linezalid {504, moxiflosacin
formerly M wound infection, postsargical wound infection, (=15%], ciprofloxacin | < 5%, doxycydine | < 3% (oral);
masiliewe, catheter infection amikacin, tagecychine, cefoxitin (- 70%), imipenem | ~50%},

limezolid (-~ ¥M) | parenteral |

Tableau 8 : Antibiotiques utilisés pour le traitement des infections 2 mycobactéries du complexe

abscessus (Brown-Elliott, 2012)

L'ATS propose un traitement initial associant plusieurs antibiotiques. La clarithromycine ou
I’azithomycine doit étre associée a un ou plusieurs agents utilisables par voie parentérale : I'amikacine
et/ou la céfoxitine (ou l'imipénéme) pendant 8 semaines au minimum, avant un relais oral par la
clarithromycine seule. Dans les formes moins sévéres ou chez les personnes qui ne tolérent pas le
traitement, des traitements périodiques moins intensifs a base de macrolides oraux ou d’antibiotiques
parentéraux peuvent &tre proposés pour contréler les symptdmes et la progression de I’infection

(Brown-Elliott, 2012; Griffith, 2007).

Pour les patients intolérants aux macrolides ou ayant une souche de MABSC résistante aux
macrolides, les experts recommandent une association d'antibiotiques par voie parentérale et actifs in
vitro (Brown-Elliott, 2012). Le linézolide et la tigécycline sont des molécules alternatives mais il
n'existe pas de données sur l'efficacité clinique de ces antibiotiques, qui sont par ailleurs responsables

de nombreux effets secondaires.
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La plupart des experts recommandent un objectif de 6 & 12 mois de négativation des cultures
des prélévements respiratoires comme critére d’efficacité du traitement (Brown-Elliott, 2012). A
I’heure actuelle, les options thérapeutiques sont insuffisantes pour 1’éradication des infections a M.
abscessus sensu stricto. Alternativement, certains experts recommandent donc I’utilisation d’autres
parameétres tels qu’une amélioration clinique et/ou une régression des infiltrats pulmonaires et/ou une
diminution du nombre de cultures positives a partir des prélévements respiratoires (Brown-Elliott,

2012).

Les traitements antibiotiques pour les infections non pulmonaires a M. abscessus sensu stricto
ont montré leur efficacité. Pour les infections pulmonaires a M. abscessus sensu stricto, aucune
combinaison d'antibiotiques, méme basée sur une sensibilité in vitro, n'a prouvé son efficacité pour

stériliser les expectorations a long terme (Griffith, 2007).

Les patients infectés par M. massiliense ont un taux de réponse plus élevé (88 %) que les
patients infectés par M. abscessus sensu stricto (25%) (Koh, 2011). Plusieurs études ont montré que le
traitement des infections a M. massiliense avait permis la négativation des cultures des expectorations
(Koh, 2011; Kim, 2012). La résistance inductible au macrolide pourrait expliquer [’absence
d’efficacité d’une antibiothérapie incluant un macrolide contre les infections a M. abscessus subsp

abscessus (Koh, 2011).

Dans l'ensemble, avec les options thérapeutiques actuelles, les infections pulmonaires a

MABSC sont souvent chroniques et incurables pour de nombreux patients (Griffith, 2007).

b. Recours a la chirurgie

La résection chirurgicale pulmonaire est parfois le seul traitement (Griffith, 2007), notamment
en cas d’atteinte localisée ou excavée ; elle permet alors une résolution compléte des symptdomes et
une négativation des prélévements. Cette résection peut Etre totale ou partielle mais concerne
seulement les patients qui ont une capacité vitale forcée supérieure a 30% (Hubert, 2005; Le

Bourgeois, 2005)

Dans une étude de Griffith et al. (Griffith, 1993), 7 malades, sur les 10 pour lesquels une
éradication de la MNT avait été obtenue, avaient bénéficié d’une exérése chirurgicale associée a une

antibiothérapie adaptée, comme le suggere I’ATS.
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De méme, une étude de survie a été réalisée par Camargos et al. chez 21 patients atteints de
mucoviscidose (dge moyen de 8,09 +/- 4,4 ans), opérés entre 1988 et 2003, et suivis jusqu’en 2004.

Onze ans apres la résection, la probabilité de survie était de 93,8% (Camargos, 2008).

Cependant, la plupart des patients ont une atteinte pulmonaire bilatérale et ne peuvent donc

pas étre candidats a une résection pulmonaire.

Les infections a MNT, et notamment 8 MABSC, sont classiquement considérées comme un
obstacle majeur a la greffe pulmonaire qui représente pourtant souvent la seule chance de survie pour
certains patients atteints de mucoviscidose. L’isolement de M. abscessus avant la transplantation,
constitue un facteur de risque pour le développement d’une maladie 8 MNT post-transplantation mais

n’est pas une contre-indication en soi (Gilljam, 2010).

c¢. Echec thérapeutique

La surveillance systématique des ECBC apres la fin du traitement permet de détecter une
¢ventuelle rechute (Le Bourgeois, 2005). Les patients sont considérés en échec thérapeutique
lorsqu’aucune amélioration sur le plan clinique, microbiologique ou radiologique n’apparait apres 6
mois de traitement appropri¢ ou si les cultures restent positives apreés 12 mois d’antibiothérapie

adaptée (Griffith, 2007).

Greendyke et al. évoquent I’hypotheése, que 1’échec thérapeutique de 1’association de
I’amikacine, la céfoxitine et la clarithromycine est 1i¢ a des concentrations antibiotiques dans les

biofilms et les macrophages, inférieures aux concentrations bactéricides (Greendyke et Byrd, 2008).

La négativation bactériologique est difficilement obtenue et parfois seulement de fagon
transitoire. Pour certains patients en rechute, les symptomes peuvent étre contr6lés par des schémas
thérapeutiques plus courts de 4 a 12 semaines qui peuvent €tre répétés comme les cures séquentielles

instaurées lors de la prise en charge de I’infection a P. aeruginosa (Le Bourgeois, 2005).
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TRAVAUX PERSONNELS
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En pratique quotidienne, nous sommes confrontés a des difficultés pour isoler les MNT et
notamment les mycobactéries du complexe abscessus chez les patients atteints de mucoviscidose. En
effet, la colonisation a Pseudomonas aeruginosa nous contraint a décontaminer les prélévements
respiratoires des patients avant leur mise en culture. Cette technique est parfois trop agressive et
destructrice vis-a-vis des mycobactéries ; ce qui occasionne alors des cultures faussement négatives.

Dans ce contexte, nous avons mené une étude prospective dans le but d’étudier une nouvelle
technique de décontamination comparativement a la méthode utilisée au laboratoire et 1’apport de
Iutilisation du milieu Cepacia® dans I’isolement des MNT & partir des sécrétions bronchiques des

patients atteints de mucoviscidose suivis au CRCM de Rouen.

Par ailleurs, nous avons procédé a I’étude rétrospective des dossiers des patients chez lesquels
une souche de mycobactérie du complexe abscessus a été isolée au CHU de Rouen entre 2004 et 2011
pour recenser leurs caractéristiques cliniques et biologiques et leur évolution au fil du temps. En
complément, dans un but épidémiologique, nous avons tent¢ de mettre au point une méthode de typage

moléculaire des souches de mycobactéries du complexe abscessus isolées chez ces patients.

I. MATERIELS ET METHODES

A. Etude prospective d’une nouvelle méthode de
décontamination des prélévements et de ’apport du

milieu de culture Cepacia®

Cette étude a été réalisée de décembre 2011 a avril 2012.
1. Origine des prélévements

Les prélévements analysés étaient exclusivement d’origine broncho-pulmonaire :
expectorations, aspirations bronchiques, lavages broncho-alvéolaires et prélévements bronchiques

distaux protégés.
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2. Préparation des prélévements

Du fait du caractére polymicrobien des expectorations et des aspirations bronchiques, une
étape de fluidification-décontamination a été nécessaire. La technique utilisée au laboratoire de
bactériologie du CHU de Rouen (dénommé « Méthode A » par la suite) est réservée aux prélévements

provenant de patients mucoviscidosiques. C’est celle recommandée par I'ATS (Griffith, 2007).

Méthode A : méthode conventionnelle avec une double décontamination

Cette méthode consiste en une double décontamination (DD) : une solution de Mycoprep®
(contenant un agent mucolytique, la N-acétylcystéine [NAC], et un agent décontaminant, la soude
[NaOH]) a été mise en contact 15 minutes sous agitation avec un volume égal de prélévement. La
décontamination a été stoppée par du tampon phosphate pH=6.8, ajouté jusqu’a un volume de 50 ml.
Le tout a été centrifugé 20 minutes a 4000 trs/min. Aprés avoir éliminé le surnageant, 1 ml d’eau et
d’acide oxalique a 5% ont été mis en contact 15 minutes sous agitation avec le culot de centrifugation.
L’acide a été neutralisé par de la soude a 4%. Ensuite, la réaction a été stoppée par 1’ajout de tampon
phosphate (jusqu’a 50 ml) puis le mélange a été centrifugé (20 minutes), le surnageant éliminé et le

culot repris par 1 a 2 ml de tampon phosphate.

Méthode B : essai d’une nouvelle technique de fluidification-décontamination

Cette technique de décontamination a ¢été testée, en paralléle de la méthode conventionnelle A,

de février a avril 2012, quand le volume de préleévement était suffisant.

Cette méthode est basée sur I’utilisation d’un antiseptique : la chlorhexidine (Ch) (méthode de
Peres, Gevaudan, Gulian et de Micco). Elle se différencie de la méthode A par son temps de

réalisation plus court (1h vs 1h30 pour la méthode A) et ne nécessite qu’une étape de décontamination.

Le prélévement a été fluidifié par 2 ml de dithiothréitol pendant 15 minutes sous agitation. La
décontamination a été réalisée par 1’ajout de 6 ml de chlorhexidine a 1%, I’ensemble étant agité
pendant 15 minutes. La neutralisation a été réalisée, comme pour la méthode A, par I’ajout de tampon
phosphate pH=6.8 jusqu’a un volume de 50 ml puis centrifugé pendant 20 minutes. Le culot est repris

par 1 ml de tampon phosphate.
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3. Examen microscopique des frottis

L’examen direct n’a été effectué que pour les patients connus antéricurement avec une culture

positive de MNT pathogeéne a partir de leurs prélévements respiratoires.

L’examen microscopique a été effectué a partir du culot du produit respiratoire homogénéisé
et centrifugé aprés un traitement fluidifiant-décontaminant. Le frottis, fixé par la chaleur et 1’alcool
méthylique, a été coloré par deux méthodes : la coloration a I’auramine puis, pour les frottis positifs,

par la coloration de Ziehl-Neelsen.

Coloration a ’auramine

Le frottis a été recouvert par une solution d’auramine pendant 15 minutes puis recouverte
d’alcool-acide (mélange d’alccol a 95° et d’acide chlorhydrique) pendant 5 minutes. La contre-
coloration a été réalisée par du rouge de thiazine pendant 1 minute et 30 secondes. La lame a été rincée
a I’eau distillée entre les différentes étapes avant d’étre séchée a ’air et a I’abri de la lumiére. La
lecture a été effectuée a I’objectif x40 a sec et avec un microscope a fluorescence. La lame entiére a

¢té examinée a la recherche de batonnets fluorescents sur fond rouge foncé¢.

Coloration de Ziehl-Neelsen

En cas d'examen direct positif a l'auramine, nous avons confirmé la positivité du frottis par
recoloration de la lame par le technique de Ziehl-Neelsen : la lame a été recouverte pendant 10
minutes de fuschine phéniquée a chaud ; la décoloration a été réalisée a I’aide d’acide sulfurique a
25% pendant 3 minutes puis par de 1’éthanol 90° pendant 5 minutes. La lame a été rincée entre chaque
étape puis séchée a 1’air. La contre-coloration a été réalisée avec le bleu de méthyléne pendant 30
secondes. La lame a été ensuite observée a I’immersion a 1’objectif x100 a la recherche de bacilles

rose-rouge sur fond bleu.

Les résultats de I’examen microscopique ont été exprimés selon le Tableau 9, adaptées des

recommandations du Rémic® (Courcol, 2010).
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Aucun BAAR détecté

Nombre exact de

BAAR (5-10 vus)

<1 BAAR/champ
1 -10 BAAR/champ
10 - 100 BAAR/champ

>100 BAAR/champ

Tableau 9 : Modalités de réponse pour la lecture des examens microscopiques

4. Mise en culture des prélevements

Le culot des prélevements décontaminés a été ensemencé en milieu liquide et solide selon les
recommandations de I’ATS (Griffith, 2007). Seule la technique A a permis 1’ensemencement en
milieu liquide ; la chlorhexidine utilisée dans la méthode B ne se dissolvant pas correctement dans ce

milieu.
o Milieu solide

L'ensemencement en milieu solide a été réalisé sur des milieux de Lowenstein-Jensen (Bio-
Rad) en inoculant 4 a 5 gouttes du culot de prélévement par tube. Le nombre de tubes ensemencés a
varié en fonction de la méthode de décontamination utilisée et en fonction des antériorités de cultures

positives pour le patient (Tableau 10).
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4 milieux 2 milieux

2 milieux 2 milieux

Tableau 10 : Nombre de milieux solides ensemencés

Ceux-ci ont été incubés en position inclinée, un ou deux a 30°C et un ou deux a 37°C. La

lecture des tubes a été faite manuellement une fois par semaine.

En cas de cultures positives, nous avons relevé le délai d’apparition des colonies, leur nombre,
leur aspect et la présence ou non d’une pigmentation. En cas de croissance de contaminants sur le

milieu, la culture a été interrompue. Le tube a été jeté et la notion de « tube souillé » a été notée.

o Milieu liquide

Un tube BBL™ MGIT™ (Becton Dickinson) a été ensemencé avec 0,5 ml du culot de
centrifugation des prélévements décontaminés par la méthode A. Ont été ajoutés 800 ul d’un mélange
d'antibiotiques PANTA® (Polymixine B, AmphotéricineB, acide Nalidixique, Triméthoprime,
Azlocilline) et de facteurs de croissance OADC"® (acide Oléique, Albumine bovine, Dextrose,
Catalase).

La croissance a été révélée a 1’aide de I’automate BACTEC™ MGIT™ 960 (Becton
Dickinson). L'incubation des tubes dans l'automate a été réalisée a 37°C jusqu'au signal de croissance

et pour une durée maximale de 42 jours.

En cas de culture positive, nous avons noté le délai d’apparition de la positivité et vérifié apres
coloration de Ziehl-Neelsen que les micro-organismes qui s’étaient développés dans le milieu étaient
bien des BAAR et non des contaminants. Suite a cette vérification, une subculture sur milieu de
Lowenstein-Jensen a été faite. En cas de présence de contaminant, une nouvelle décontamination du

tube MGIT™ ¢était réalisée pour tenter d’isoler une mycobactérie.
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Afin d’augmenter la sensibilité de détection du milieu MGIT™, lorsque I’automate a rendu
une culture négative, nous avons effectué un contréle visuel du milieu MGIT comme suggéré dans
certaines publications (Pena, 2012). La présence de petits grains au fond du tube (Figure 34) peut en

effet indiquer la présence de mycobactéries.

Figure 34 : Aspect typique de mycobactéries dans un MGIT négatif (Pena, 2012)

o Essai du milieu de culture Cepacia®

Le prélévement a 6té ensemencé sur un milieu Cepacia® (AES Chemunex) sans étape
préalable de décontamination. Le prélévement a juste été dilué au demi dans du Digest-EUR™

(Eurobio) pour le fluidifier avant sa mise en culture.

Ce milieu a été incubé 5 jours 4 37°C puis a 30°C jusqu’au 14°™ jour d’incubation. Il a été
regardé tous les 2-3 jours. En cas de positivité, le délai de culture ainsi que 1’aspect lisse ou rugueux

des colonies de mycobactéries ont été relevés (Figure 35).

Figure 35 : Aspect des colonies sur milieu Cepacia®

A gauche : colonies muqueuses S ; A droite : colonies rugueuses R
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5. Identification des cultures positives

a. Méthode phénotypique

Quelques ¢

Lowenstein-Jensen :

aractéres phénotypiques ont été relevés a partir des colonies des milieux

la morphologie des BAAR en microscopie
le délai de culture des colonies
I’aspect lisse (S) ou rugueux (R) des colonies

la pigmentation des colonies a la base de la classification de Runyon

b. Méthode génotypique

En parallele

, ’identification a été réalisée grace a I’amplification par PCR d’un fragment du

gene Asp65 a partir du milieu de culture liquide ou de colonies.

La procédur

¢ compléte comporte quatre phases :

extraction de ’ADN a partir de cultures de mycobactéries cultivées en milieu

solide ou liquide

amplification génique en temps réel sur ABI PRISM" 7000 (Applied Biosystems)
a partir des amorces 102A1 et 102A2

séquencage du fragment hsp65 amplifié
analyse des séquences par confrontation a la base de données BIBI (Bio

Informatic Bacterial Identification) permettant d'identifier la souche et 1’édition

d’un dendrogramme (Figure 36).
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Figure 36 : Dendrogramme montrant les relations génétiques des souches de mycobactéries

selon les séquences du géne hsp65
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B. Etude rétrospective des cas d’infections dues aux
mycobactéries du complexe abscessus chez les

patients mucoviscidosiques suivis au CRCM de

Rouen de 2004 a 2011

1. Patients

Nous avons réalisé une étude rétrospective des cas de colonisations/infections pulmonaires par
des mycobactéries du complexe abscessus chez les patients atteints de mucoviscidose suivis au Centre

de Ressources et de Compétence pour la Mucoviscidose (CRCM) de Rouen.

Pour cela, nous avons recensé 1’ensemble des prélevements positifs recus au laboratoire des
mycobactéries du CHU de Rouen entre le 1% janvier 2004 et le 31 décembre 2011, soit une période de
8 ans. Ce recensement a été réalisé a I’aide du logiciel MOLIS du laboratoire de bactériologie. Celui-ci
renseigne sur I’identité des patients, la date et la nature des prélevements et le résultat des cultures.

Les données clinico-biologiques concernant notre population ont été collectées a partir du
dossier patient informatique (CDP2) par consultation des comptes-rendus d’hospitalisation. De plus,
grace a la consultation des dossiers patients version papier de notre population d’intérét, nous avons pu

collecter des informations relatives aux thérapeutiques administrées et a certaines données cliniques.
Les données suivantes ont été recueillies :

- les données démographiques : sexe, age

- les données cliniques : génotype CFTR, comorbidités (insuffisance pancréatique externe, diabéte,
atteinte ORL, reflux gastro-oesophagien),

- les données anthropométriques : poids, indice de masse corporel (IMC),

- les données fonctionnelles : VEMS, CVF et SaO,,

- les données thérapeutiques : la prescription d’azithromycine, le nombre de cures d’antibiotiques per
os ou intraveineuses, la prescription d’ une corticothérapie per os ou inhalée,

- les données microbiologiques générales : colonisation/infection a Pseudomonas aeruginosa, a

Staphylococcus aureus, a Stenotrophomonas maltophilia, présence d’Aspergillus fumigatus dans
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I’ECBC et d’une aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA) via la prescription d’un
traitement par antifongique de type itraconazole ou voriconazole,

- les données microbiologiques concernant le diagnostic de colonisation/infection a MNT : espéce
isolée, résultats des examens directs et des cultures, sérologie anti-mycobactérienne (taux d’anticorps
A60), les résultats de I’antibiogramme réalisé par le CNR des Mycobactéries (Hopital de la Pitié-
Salpétriere, Paris)

- le traitement ou non de la colonisation/infection 8 MABSC.

Certains parametres (poids, VEMS, CVF, Sa02) ont été suivis sur quatre périodes :
- un an avant le diagnostic
- au moment du diagnostic
- pendant le traitement de I’infection 8 MABSC

- deux ans apres le diagnostic
L’éradication était définie par des cultures devenues négatives pendant au moins un an tandis
que la non-éradication était caractérisée par la persistance de culture positive 8 MNT, quel que soit le
résultat de I’examen direct.
Pour comparer certaines variables qualitatives, nous avons employ¢ le test de Fisher exact

(utilisé pour des effectifs théoriques faibles). Tous les calculs ont été réalisés sur le site internet

BiostaTGV.

2. Typage des souches par électrophorése en champ pulsé

Au moins une souche de chaque patient et quand cela a été possible, deux souches d’un méme

patient ont été étudiées par électrophorése en champ pulsé.
o Culture des souches
A partir de subculture des souches sur milieux Cepacia®, les différentes souches ont été

cultivées dans 10 ml de bouillon 7H9-Tween80-OADC-Sucrose et incubées dans une étuve a 37°C

sous agitation pendant 72 heures.
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o Préparation des « plugs »

Au troisiéme jour, 8 ml de culture ont été centrifugés a 4°C pendant 20 minutes a 3000 trs/min.
Afin de casser la paroi des mycobactéries, le culot a été repris par un faible volume de tampon froid de
Phage Buffer IV (PIV : Tris 10mM, pH 7,6 ; NaCl 1M) puis placé dans un mélange de carboglace-
éthanol. Aprés décongélation dans la glace pilée, la suspension bactérienne a été mélangée avec un
volume égal d’une solution d’agarose a 1,3% (Incert® agarose) maintenue & 50°C dans un bloc
chauffant. Le mélange ainsi préparé a été immédiatement aliquoté sous un volume de 200 pl dans une
barrette puis incubé a +4°C pendant au moins 30 minutes afin de former les blocs d’agarose nommés
« plugs », emprisonnant I’ADN des mycobactéries.

Les barrettes ont été placées préalablement dans un lit de glace puis conservées au réfrigérateur
pour que la prise en masse des plugs d’agarose soit la plus rapide possible car elle est indispensable a

une bonne conservation de ’ADN.

o Lyse cellulaire

Ensuite, ces plugs ont été délicatement démoulés de la barrette puis incubés sous agitation dans
3 ml de solution de lyse renfermant entre autres de la RNase a 20pg/ml et du lysosyme a 5 mg/ml
préparé extemporanément. Le tout a été placé dans un bain-marie a 37°C toute une nuit. Le lendemain,
la solution de lyse a été retirée délicatement, remplacée par 2 mL d’une solution de protéinase K a
Img/ml et d’EDTA-sarcosine (1%) (Solution ESP) et placée a 50°C dans un bain-marie pendant 24 h
afin de digérer les protéines associées a ’ADN. Le lendemain, la solution a été remplacée par une

solution fraiche de protéinase K et placée 24 h supplémentaires dans un bain-marie a 50°C.

o Lavage des plugs

A cette étape, il a été important de débarrasser les plugs de toute trace de protéinase K qui
détruirait I’enzyme de restriction. Pour cela, les plugs ont été lavés quatre fois sous agitation et a 37°C
avec une solution de Tris-EDTA (TE): un lavage de 30 minutes, un de 1 heure, un de 2 heures puis

enfin un dernier lavage pendant toute une nuit.

o Digestion enzymatique

Une fois lavés, les plugs ont été placés séparément dans un cone Eppendorf” contenant chacun
265 ul d’eau distillée stérile, 30 pl de tampon 10x d’enzyme Asel, 3 ul d’albumine bovine 100x (BSA)
et 3 ul d’enzyme de restriction Asel. Les cones ont été placés dans un bain-marie a 37°C pendant une

nuit.
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Apres digestion, les plugs étaient soit utilisés directement pour 1’électrophorése, soit conservés

a +4°C dans une solution fraiche d’ESP.

o Electrophoreése en champ pulsé

Pour chaque souche étudiée, un petit morceau de plug a été placé au fond d’un puits d’un gel
d’agarose 4 1 % (Seakem GTG™), en veillant a le plaquer contre la paroi antérieure. Un marqueur de
poids moléculaire (Mid Range I PFG Marker, New England Biolabs) a également été placé dans le
gel. Les puits ont ensuite été scellés par de I’agarose a 1% ayant servi a fabriquer le gel. Le gel
démoulé, a été placé dans la cuve de migration de I’appareil servant a 1’électrophorése en champ pulsé
(Genepath™ System, BioRad). La cuve a été préalablement remplie par 1,9 litres de TBE 0,5x (Tris
0,45 mM - Borate 0,45 mM — EDTA 0,01 mM) et 100uM de thiourée. Un systéme de réfrigération a
permis d’assurer une température constante de 14°C. L’électrophorese a été lancée avec le programme

16 permettant de séparer des fragments d’ADN allant jusqu’a 600 kb.
o Révélation du gel
Apres 20 heures de migration, le gel a été placé 1 heure dans un bain d’eau distillée auquel ont
été ajoutés 400 pl de bromure d’éthidium (1mg/ml). L’excés de bromure d’éthidium a été éliminé par
incubation pendant une heure dans un bain d’eau distillée seule. Le gel a ensuite été photographié sur
une table a lumiére ultra-violette.

o Interprétation des résultats

Les profils obtenus ont alors été comparés visuellement selon les critéres précédemment

définis par Tenover et al. (Chapitre Rappels bibliographiques II B 3b p.58).
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II. RESULTATS

A.Etude prospective d’une nouvelle méthode de
décontamination des prélevements et de ’apport du

milieu de culture Cepacia ©

1. Description générale de la population

Pendant les 5 mois de notre étude, 126 prélévements ont été étudiés: 119 crachats, 6
aspirations bronchiques, un prélévement bronchique distale protégé (PBDP) et un lavage broncho-

alvéolaire (LBA).
Ces prélevements provenaient de 73 patients atteints de mucoviscidose et suivis au CRCM de
Rouen. Il y avait 40 hommes et 33 femmes, soit un sex ratio de 1,2. Neuf des 73 patients étaient des

enfants (<16ans). La tranche d’age s’étendait de 7 a 66 ans pour une moyenne d’age de 29 ans.

La quantité¢ de prélévements regue n’a pas toujours permis de tester les deux techniques de

décontamination et la mise en culture sur milieu Cepacia® (Figure 37).

Nombre de prélévements

122

116

Méthode A Méthode B Mise en culture sur milieux
Cepacia®

Figure 37 : Répartition des tests effectués sur les prélevements
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Seize prélévements ont été effectués chez les enfants, soit une moyenne de 1,77 prélévements
par enfant et un total de 110 prélévements chez les 64 adultes, soit une moyenne de 1,72 prélévements

par adulte.

Sur les 126 prélévements, 58 prélévements ont été décontaminés par les méthodes A et B et
ensemencés sur le milieu Cepacia®. Pour 55 prélévements, seule la méthode A et la mise en culture sur

milieu Cepacia® ont pu étre mises en ceuvre (Figure 38).

EDD +CH+Cé
mDD +Cé
@ DD seul
oDD + Ch
OCé seul
OCh+Cé

DD : double décontamination (méthode A)
Ch : décontamination a la chlorhexidine (méthode B)

C¢ : milieu Cépacia

Figure 38 : Tests effectués sur les 126 prélévements

2. Résultats

o Cultures positives

Sur ces 126 préléevements, 19 cultures positives (15%) de mycobactérie ont été observées
grace a au moins ’une des trois approches testées : 16 (84%) avec une mycobactérie du complexe

abscessus et 3 (16%) avec Mycobacterium gordonae.

Les 3 souches de M. gordonae ont été isolées de 3 patients différents et n’ont jamais été
, J . ® , . :1: ™ e
retrouvées sur milieu Cepacia“. Nous les avons retrouvés une fois dans un milieu MGIT ™ au 42™

jour de culture et les deux autres fois uniquement sur milieu de Lowenstein-Jensen au 35" jour de

culture avec les méthodes A et B.
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Les 16 cultures positives de mycobactérie du complexe abscessus provenaient de 6 patients

mucoviscidosiques agés de 12 a 44 ans (dge moyen = 25,3 ans), soit 2 enfants et 8 adultes. Sur cette

période, le taux de prévalence d’infection ou de colonisation a mycobactéries du complexe abscessus

au sein du CRCM de Rouen est donc de 8,2 %. Neuf patients étaient connus et un seul non connu.

La majorité de ces prélévements (87,5%) étaient des crachats. Le tableau 11 indique les

résultats des examens directs et des cultures liquides et solides selon les techniques effectuées sur ces

16 prélévements.

MAH ALE

GUI ART

VAR ARU

T.RU DAM

COU DOR

COB LAU

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

Crachats

TOTAL DES POSITIFS

Méthode A Méthode B Cépacia®
Cultures
Cultures Cultures
ED liquides ED Cultures
solides solides
(MGIT)
. ) +15§mej +3émr:j
<l/chp +35m¢ ne ne
50 col col R
: , . M. abscessus
- + 5ome § + 56me 4 28me
_ +4eme _
100 col 30 col col R
, ) 4 Séij +3f:mr:j
- +47] ne ne
50 col col R
: + 8 L3
1-10/chp +27] ne ne
100 col col R
, . M. abscessus
+6m 4
ne ne ne <l/chp
innombrables col R
‘ e 4émej 4e 4émcj + 36ch-
100/chp +27 <1/chp
30 col 30 col ccl R
e - : +35m
- +3%7¢ souillées ne ne
col R
+3ém=j
ne ne ne ne ne
colR
+3ém3j
<l/chp ne ne ne ne
col R M.
+65m¢ massiliense
- ne ne ne ne
col R
: +3émc : +3&mt B
1vu AR 5 - - ! /
50 col col R
. : + 10émej + 6émej + 4emej
<l/chp +3m¢ 10 vus
50 col 500 col col R
- +3me - ne ne - M. abscessus
+10émej
- - - ne ne
col R
: M. bolletii
. +78me + 150 j
_ +gime ~ B
4 col 50 col
. ) + 6émEj + 6émej
- +65¢j - - M. abscessus
30 col col S
6/14 11/12 7/12 3/7 7/17 14 /16

ne : non effectué ; col : colonies ; R : rugueuses

S : muqueuses

Tableau 11 : Résultats détaillés des prélevements associés a une culture de mycobactérie du

complexe abscessus
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Onze des 122 prélévements (9%) décontaminés par la méthode A, 7 des 62 prélévements
(11,3%) décontaminés par la méthode B et 14 des 116 prélévements (12%) ensemencés sur le milieu

Cepacia® ont permis d’isoler une mycobactérie.

Nous constatons 100% de positivité (7/7) des milieux Lowenstein-Jensen qui ont été
ensemencés apres une décontamination par la chlorhexidine (Méthode B).

Trois milieux Lowenstein-Jensen ensemencés aprés double décontamination étaient négatifs
alors que les milieux liquides MGIT ensemencés en paralléle étaient positifs.

Le seul prélévement pour lequel la culture en milieu liquide MGIT (prélévement n°14) a été
négative correspond au seul prélévement pour lequel nous avions une quantité trés faible (<0,3mL) et
mentionné « quantité insuffisante de prélévements : examen sous réserve » sur le compte-rendu de
résultats.

Grace a ’utilisation du milieu Cepacia® qui ne demande pas d’étape de décontamination, nous
avons pu retrouver la mycobactérie présente dans ce prélévement malgré une faible quantité mais le
délai de culture a été plus long que pour les autres prélévements (10 jours vs 2 a 6 jours).

Toutefois, pour deux prélévements sur les 16 positifs, les cultures sur milieu Cepacia® étaient

négatives.

o Volume et aspect des prélévements

Le volume et I’aspect de tous les prélévements ont été notés avant toute manipulation.
Concernant les prélévements positifs a MABSC, nous avions des aspects tres différents d’un
prélévement a un autre : muqueux (n=6), muco-purulent (n=6), purulent (n=3) voire trés purulent
(n=1) ainsi que des volumes différents allant d’une quantité inférieure a 0,3 mL jusqu’a 1 mL. Parmi
ces prélévements, aucun aspect type ne se dégage ; seule la quantité de prélévements importe pour une

recherche fiable des mycobactéries.

o Examens directs

Parmi les 16 prélévements positifs 8 MABSC, seulement 6 prélévements avaient un examen
direct (ED) positif.

Parmi les 6 prélévements qui ont pu étre décontaminés a la fois avec la méthode A et la
méthode B, nous avions 3 ED positifs avec la méthode A et seulement deux avec la méthode B, avec

un nombre de BAAR inférieur a la méthode A.
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o Colonies et délai de culture

Le temps de pousse des colonies varie peu d’un milieu a I’autre. Il se situe entre 2 et 15 jours
avec une moyenne de 4 jours sur le milieu liquide MGIT et le milieu Cepacia®, et de 7 jours sur milieu
Loéwenstein-Jensen.

Les colonies sur milieu solide étaient toutes non pigmentées. Chez 5 patients, nous avions des
mycobactéries du complexe abscessus présentant des colonies rugueuses (R) et pour un seul patient,

des colonies muqueuses (S).

o Contamination des milieux

Certaines cultures sur milieu Lowenstein-Jensen ont été interrompues a cause d’une
contamination des milieux par des bactéries, trés souvent P. aeruginoa.: 47 % des prélévements
(199/423 Lowenstein-Jensen ensemencés) pour la méthode A vs 14,5 % (18/124) pour la méthode B
ont eu au moins un tube Lowenstein-Jensen contaminés. Ce taux diminue a 35,4% pour la méthode A
et 12,9% pour la méthode B si I’on comptabilise uniquement les prélévements ou tous les tubes
Lowenstein-Jensen ensemencés étaient contaminés (c’est a dire 4 milieux pour les patients non connus
avec la méthode A et 2 milieux pour tous les autres).

La contamination concerne 15,5 % des tubes MGIT (19/122). Sachant qu’il est tout de méme
possible de décontaminer a nouveau ces tubes MGIT, la culture liquide a pu étre poursuivie pour 16
des 19 tubes MGIT contaminés, soit un taux de contamination final de 2,4 %.

Sur milieu Cepacia®, 60% des cultures ne présentaient aucune croissance bactérienne. Sur 26
milieux, nous avions de rares colonies de Staphylococcus, Stenotrophomonas ou de levures mais qui
n’altéraient pas la poursuite de la culture des mycobactéries. Seulement 7 cultures ont été interrompues
(6%) car le milieu Cepacia® a été envahi, soit par un Profeus soit par un champignon filamenteux

(Figure 39).

Figure 39 : Milieu de culture envahit par un champignon filamenteux
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B. Etude rétrospective

1. Analyse des dossiers clinicobiologiques

Vingt et un patients suivis au CRCM de Rouen ont présenté une culture positive a
mycobactéries dans au moins un de leurs prélévements respiratoires entre janvier 2004 et décembre
2011. Les mycobactéries du complexe abscessus était les mycobactéries non tuberculeuses les plus

souvent retrouvées devant M. avium intracellulare (Tableau 12).

En plus de ces patients, il faut ajouter un autre patient pour lequel nous n’avons pas isolé de
mycobactéries dans notre laboratoire mais pour lequel une souche de M. abscessus sensu stricto a été
retrouvée a plusieurs reprises dans les prélévements respiratoires techniqués en laboratoire de ville en

2011.

MABSC 10
M. abscessus sensu stricto 8
M. bolletii 1
M. massiliense 1

MAC 4
M. avium 1

M. intracellulare 3

M. gordonae 2
M. frederikbergense 2
M. xenopi 2
M. immunogenicum 1
M. proche mucogenicum 1

TOTAL 22

Tableau 12 : Mycobactéries retrouvées chez les patients du CRCM de Rouen de 2004 a 2011
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Notre étude a donc comporté I’analyse de dossiers de 10 patients colonisés/infectés par une
mycobactérie du complexe abscessus. Huit hommes et deux femmes ont été inclus, soit un sex-ratio
H/F de 3,5. L’age médian de ces patients au moment du diagnostic était de 22,7 ans (variation de 12 a

43 ans). Deux des dix patients étaient des enfants de 12 et 14 ans respectivement.

Les données anthropométriques au moment du diagnostic retrouvaient un poids médian de 54

kg et un IMC (indice de masse corporelle) de 18,9 kg/m*(Tableau 12).

Sur le plan fonctionnel, le VEMS médian était de 70,4 % de la théorique et celui de la CVF de
79,1 % de la théorique.

En terme de morbidité, 3 des 10 patients étaient homozygotes pour la mutation DF508, une
majorité de patients présentait une insuffisance pancréatique externe (IPE), une atteinte ORL et un

reflux gastro-cesophagien. Un seul patient était atteint de diabete.

De I’azithromycine et des corticoides inhalés étaient prescrits chez 50 % des patients (5/10) et

40 % avaient bénéficié de plus de quatre cures d’antibiotiques par an (per os ou intraveineuse).

2. Colonisation bactérienne et fongique

Lors du diagnostic, 100 % des patients étaient colonisés ou infectés par une souche de S.
aureus sensible a la méticilline (SAMS), 6/10 par Pseudomonas aeruginosa et 4/10 par
Stenotrophomonas maltophilia. Un seul patient était colonisé ou infecté par une souche de S. aureus
résistant a la méticilline (SAMR). Burkholderia cepacia n’était présent chez aucun des patients.

Huit patients sur 10 avaient un examen cyto-bactériologique des crachats (ECBC) positif a
Aspergillus fumigatus et 7 sur 10 étaient traités pour une aspergillose broncho-pulmonaire allergique
(ABPA).

Les patients infectés/colonisés a mycobactéries du complexe abscessus éEtaient
significativement plus colonisés a SAMS, S. maltophilia et Aspergillus spp que la population générale

(Tableau 13).
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Sexe ratio H/F <0,01
T _ _ ]
Age lors du diagnostic (an) 22,7 (12-43)
Poids (kg) 54 (37-69)
IMC (kg/m?) 18,9 (17-21)
Sa0, (%) 97,7 (95-100)
VEMS (%) 70,4 (48-113)
CVF (%) 79,1 (41-119)
[Comombimie ] _ ] _
Homozygote F508 43,6%
IRE) 9
Diabéte 1 14,8% 0,39
ORL 8
Traitement par IPP 18,8% <0,01
B . _ ] _
Colonisation Pseudomonas aeruginosa 42,9%
Colonisation SAMS 10 53,5% <0,01
Colonisation SAMR 1 8% 0,8
Stenotrophomonas maltophilia 4 8,5% <0,01
Burkholderia cepacia 0 2% 0,5
Aspergillus fumigatus 8 21% <0,01
Aspergillose Broncho-pulmonaire allergique 12,4% <0,01
[Troftementanfirienr ] _ ] _
Azithromycine 5 42,4%
Corticoides per 0s 0 9,7% <0,01
Corticoides inhalés 5 40,8% 0,26
Plus de 4 antibiothérapies par an 4

Respect des critéres microbiologiques de I’ATS
Traitement 9

Eradication bactériologique 3

Tableau 13 : Caractéristiques de la population étudiée par rapport aux données nationales de

2010.
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3. Evolution du poids, de la Sa02, du VEMS et du CVF

Pour 3 des 10 patients, I’infection étant récente, nous n’avons pas pu intégrer leurs données
pour la quatriéme période de I’étude, c'est-a-dire la période « 2 ans apres le diagnostic ».

Quand nous faisons la moyenne des paramétres de nos patients au cours des 4 périodes
étudiées, nous observons un léger déclin du VEMS et du CVF I’année précédant la mise en évidence
de la mycobactérie. Cette diminution de la fonction pulmonaire continue méme au cours du traitement
puis s’intensifie dans les deux ans qui suivent le diagnostic de MNT.

Toutefois, le déclin du VEMS et du CVF n’est pas associé a une perte de poids, ni a une baisse

de la saturation en oxygene (Figure 40).
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Figure 40 : Evolution du poids et des paramétres fonctionnels

4. Sérologie anti-mycobactérienne

Le taux d’anticorps A60 chez nos patients variait de 189 a 1863 UA/ml, avec une moyenne de
593. Tous les patients dépassaient, lors du diagnostic de colonisation/infection 8 MABSC, le seuil de
positivité établi a 225 UA/ml, seuil de positivité en anticorps anti-mycobactériens, lors du diagnostic

de colonisation/infection 8 MABSC.

Malheureusement, nous n’avions pas assez de dosage d’anticorps A60 chez les patients pour

suivre I’évolutivité du taux des anticorps pendant le traitement et aprés celui-ci.
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On constate tout de méme que pour les trois patients ayant eu une éradication de la
mycobactérie, le taux des anticorps a diminué apreés le traitement mais ce taux n’est passé sous la barre

des 225 UA/ml que pour un seul patient (APP GAB).

5. Eradication microbiologique

Dans cette étude, 3 des 10 patients (APP GAB, COU DOR et MAC MIC) ont eu des cultures

négatives dans I’année qui a suivi le traitement pour éliminer la colonisation/infection 8a MABSC.

Il n’y avait pas de différences significatives des données anthropométriques entre patients
éradiqués et patients non éradiqués. Par contre, sur la base du VEMS, CVF et Sa0,, il existait une
atteinte fonctionnelle respiratoire plus sévére chez les patients dont I’infection a été éradiquée et une
atteinte ORL plus fréquente chez les patients sans éradication de la mycobactérie.

Aucune différence n’était a signaler sur le plan de la colonisation bactérienne et fongique.

Des cures répétées d’antibiotiques (plus de 4 par an) étaient plus souvent associées a

I’éradication (Tableau 14).
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Age lors du diagnostique (an) 243 0,56
Poids (kg) 54,4 53,2 0,81
IMC (kg/m?) 19 18,4 0,73
Sa0, (%) 97.9 95,7 0,07
VEMS (%) 83.9 50,7 0,03
CVF (%) 94.9 0,02
| _ ]

Homozygote F508 3 0,24
IPE 6 3 1
ORL 7 1 0,07
Traitement par [PP 5

Mycobactérie du complexe abscessus :

Au moins un ED positif 7 3 1
Nombre de cultures positives 11,7 33
Autres especes bactériennes :
Pseudomonas aeruginosa 4 2 1
SAMS 7 3 1
Stenotrophomonas maltophilia 3 1 1
Colonisation fongique :
Aspergillus fumigatus en culture 6 2 1
Aspergillose Broncho-pulmonaire allergique 0,48
[Eattementantbone ] _ _ _
Azithromycine
Corticoides inhalés 4 2 1
Plus de 4 antibiothérapies par an 1 3 0,03

Tableau 14 : Synthése des données clinico-biologiques des 10 patients étudiés
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6. Antibiogramme des souches de mycobactéries du complexe

abscessus

L’antibiogramme des souches de M. abscessus, M. massilense ou M. bolletii a été réalisé chez
les 10 patients aprés envoi de la souche au CNR des mycobactéries. Pour certains de ces patients,
plusieurs antibiogrammes ont été effectués au fil des années du fait de la persistance de cultures

positives de mycobactérie (Tableau 15).

Les souches envoyées au CNR des mycobactéries étaient peu fréquemment sensibles aux
antibiotiques potentiellement actifs vis-a-vis du complexe abscessus : 2/13 sensibles a la tobramycine,
1/16 sensible a la céfoxitine, 4/16 sensibles au linézolide et 3/16 sensibles au sulfaméthoxazole. Elles
¢taient toutes résistantes a la minocycline, a la doxycycline, a la ciprofloxacine et a la moxifloxacine.
En revanche, la majorité de ces souches étaient sensibles a I’amikacine (13/16), a la clarithromycine
évaluée entre le 3 et 5™ jour (12/16) et a la tifécycline (9/14)(Figure 35). Nous constatons néanmoins
que lorsque la clarithromycine a été lu au 14°™ jour (antibiogrammes effectués aprés janvier 2010),
toutes les souches (8/8 dont 7 sensibles et une de sensibilité intermédiaire a la clarithromycine au 3™

jour) avaient une résistance inductible a la clarithromycine, y compris la souche de M. massiliense du

patient VAR ARU.

Sulfaméthoxazole
Moxifloxacine

Ciprofloxacine

Tigecycline I

Minocycline
Doxycycline
Linezolide

Clarithromycine J14

Clarithromycine J3-5 ]
Cefoxitine

Tobramycine

Amikacine
I I I I I 1

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 41 : Sensibilité (%) aux antibiotiques des souches de mycobactéries du complexe

abscessus des patients suivis au CRCM de Rouen
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APP GAB BOU BEN CHA ANA COB LAU COUDOR GUIART | MAC MIC | MAH ALE | TRU DAM | VAR ARU
Espéces bactériennes M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. boletfii M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus | M. massiliense
Date d'isolement 10/04/08 01/07/09 27110110 10/10/20042 21/02/05 07/07/2005° 25/09/08 14/11/2011¢ 05/04/12 23/03/110 02/03/12 13/10M11 14/04/08 11/05/11 01/09/11 30M12/11
Concentrations
critiques (mg/L)
Amikacine 16-32 R S (16) S (16) s@) S (8) S (4) S (16) S (8) s(6) | s(6)  s(16) | R(=64) S (16) S (8) 1(32) S (16)
Tobramycine 45 R R(>16)  R(16) 5(2) s@) X R X R(16) | R(16) R(16) | R(>16) R (32) 1(8) R (>16) R (16)
Cefoxitine 16-64 R 1(64) 1(32) S (16) 1(32) 1(32) 1(64) 132) 1(32) 1(32) 1(64) 132) 132) 1(32) 1(64) 1(64)
Clarithromycine J3-5 24 S5 | RE16) S(1) | S(<0,25  S(1)  S(012) R(32) | S(05) s(1) S (0,5) s(1) S (0,5) R(8) S (0,25) 1(4) S (0,25)
Clarithromyeine J14 24 X % R (>16) X X X % X R(>16) | R(>16) R(>16) | R(>16) X R (>16) R (>16) R (>16)
Linezolide I 816 R R(32)  R(16) $(@2) S (8) R (32) R 1(16) R (32) 1(16) 1(8) 1(16) R (32) S (8) R (32) s (8)
Doxyeycline 18 X % R(>16) | R(>16) R(>16) R(>16) % R(>16) R(>18) | R(>16) R(>18) | R(>16) X R (>16) R (>16) R (>16)
Minocycline 48 R R(>8)  R(>8) X X X R(8) | R(>8)  R(8 | R(>8)  R(8) R (>8) X R (>8) R (>8) R (>8)
Tigecycline 0.25-0.5 $ (0,125 R(1) R(1) | 8(<0,08) | §(0.25 X % R(1) | 8(0.25 8(1) | S(012) | sz R(075) | S(0.08 | 8(0.25) 1(0,5)
Ciprofloxacine 12 R R(>4)  R(>4) X X R (>32) R R(*4) R(>4) | R(4)  R(4) R(4) R (>16) R(4) R (>4) R (>4)
Moxifloxacine 0.5-1 X X R (>8) R (4) R(16)  R(12) R R(>8)  R(>8) R (8) R(8) R(8) X R (>8) R (>8) R(8)
Sulfaméthoxazole [ 32 R R(>256) R (>256) | R>(64) R(>64) R (>256) R R(>152) R(>152) | R(>256)  S(1) s(2) R (>8) R(>32) | R(>152) S (8)

X : non testée

a : antibiogramme réalisé en microdilution a I’Institut Pasteur de Paris ; b : réalisé sur milieu solide Lowenstein-Jensen ; ¢ : réalisé par le laboratoire Biomnis

Tableau 15 : Antibiogramme des souches du complexe abscessus isolées chez les 10 patients
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Parmi les 5 patients qui ont été traités au long cours par de I’azithromycine (APP GAB, COB
LAU, COU DOR, MAH ALE et VAR ARU), chaque souche de MABSC était sensible aux macrolides

mais avait une résistance inductible a la clarithromycine.

7. Traitement antimycobactérien

Ces 10 patients qui ont eu au moins deux cultures positives a une mycobactérie du complexe
abscessus, pouvaient donc étre considérés comme infectés selon les critéres microbiologiques de
I’ATS (Griffith, 2007). Neuf sur les 10 patients ont été traités pour la colonisation/infection a M.

abscessus.

Le traitement d’induction comportait entre 2 et 4 antibiotiques par voie parentérale (Figure
42). L’association la plus fréquente comportait de la clarithromycine, de ’amikacine et de la
céfoxitine (4/9 patients). Les 5 autres patients ont été traités par des schémas divers (4nnexe 1). La

durée du traitement d’induction variait de 20 a 40 jours.

[
-
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B

Figure 42 : Antibiotiques utilisés lors du traitement d’induction chez les 9 patients
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Le plus souvent, la clarithromycine était associée a I’amikacine (6/9). Tous les patients ont eu

un relai oral au moins avec de la clarithromycine. Un relai oral de clarithomycine et de nébulisations

d’amikacine était le plus souvent prescrit pour des durées parfois trés longues (> 1 an).

Le nombre de cures par voie parentérale par patient variait de 1 a plus de 7 cures.

Pour 3 des 10 patients (APP GAB, COU DOR, MAC MIC) aucune mycobactéric n’a été

retrouvée I’année qui a suivi le traitement ; la MNT a été considérée comme éradiquée. Nous n’avons

pas retrouvé de différences concernant la prise en charge des patients qui ont eu une éradication

microbiologique de MABSC par apport aux patients non éradiqués.

Aprés 2 ans de cultures négatives (2010-2012), COU DOR a de nouveau eu plusieurs cultures

positives en mars dernier malgré un relai oral de clarithromycine et des nébulisations d’amikacine

pendant plus d’un an apres les deux cures par voie parentéral (juillet et décembre 2010).

Aucun patient n’a bénéficié d’une transplantation pulmonaire et aucun n’est décédé.

8. Typage moléculaire

Les caractéristiques des souches analysées par électrophorése en champ pulsé sont présentées

dans le tableau 16.

1 APP GAB
2 APP GAB
3 BOU BEN
4 COU DOR
5 COU DOR
6 MAH ALE
7 MAH ALE
8 VAR ARU
9 VAR ARU
10 COB LAU
11 GUI ART
12 GUI ART

novembre 2005
avril 2008
juillet 2009
mars 2010
février 2012
mai 2011
décembre 2011
novembre 2011
mars 2012
avril 2012
octobre 2011
mars 2012

Tableau 16 : Caractéristiques de souches analysées en champ pulsé
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Apreés de nombreux essais et adaptations du protocole d’électrophorése en champ pulsé, nous
n’avons pas réussi a avoir un résultat de typage moléculaire satisfaisant pour faire 1’étude
épidémiologique des souches de mycobactéries du complexe abscessus isolées chez les patients
mucoviscidosiques suivis au CRCM de Rouen.

Les premiers résultats du typage sont représentés sur la Figure 43.

-~

PM : Poids moléculaire Mid Range I

Figure 43 : Pulsotypes des souches de mycobactéries du complexe abscessus obtenus lors du

premier essai

Le marquage des puits par le bromure d’éthidium suggére que la paroi des mycobactéries n’a

pas été cassée, que I’ADN est resté piégé dans la cellule.

De nombreuses modifications du protocole d’électrophorése ont été mises en application afin
d’améliorer le résultat du typage des souches étudiées. Ces modifications ont porté sur :

- le milieu de culture : le milieu MGIT a été initialement utilisé puis le milieu 7H9-OADC-
Sucrose

- la méthode de lyse de la paroi : une solution de lyse a été initialement utilisé seule puis un
bain dans la carboglace-éthanol a été ajouté

- la concentration de la solution de lyse : une solution d’ESP a 0,1mg/ml a été utilisé puis
enfin une solution a 1 mg/ml

- le lavage des plugs : des lavages plus longs ont été effectués lors des derniers essais
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- I’ajout ou non de thiourée dans le bain de migration.

Lors du dernier essai, les pulsotypes obtenus sont présentés sur la figure 44.

4 PM 5 6 7 8 PM 9 10 11 12

PM : Poids moléculaire Mid Range I (15 a 242,5 kb)

Figure 44 : Pulsotypes des souches de mycobactéries du complexe abscessus isolés chez 7 patients

mucoviscidosiques suivis au CRCM de Rouen

Les bandes devraient étre rectilignes, fines et multiples pour chaque piste. Compte-tenu de ces

résultats de mauvaise qualité, peu de conclusions peuvent étre émises.

Cependant, les pulsotypes en position 11 et 12 correspondent a deux isolats de M. abscessus
cultivés a des périodes distinctes (6 mois d’écart) chez le patient GUI ART. Méme si I’image n’est pas
parfaite, les profils obtenus semblent identiques et différents de ceux des souches isolées chez les
autres patients (n°1 a 9).

De plus, la souche en position 4 de COU DOR semble différente de celle en position 2 de APP
GAB et celles en position 11 et 12 de TRU DAM.
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I1II. DISCUSSION

1. Etude prospective: mise en place de la méthode de
décontamination des prélévements par la chlorhexidine et de

’ensemencement sur milieu Cepacia®

Devant I’émergence des mycobactéries du complexe abscessus chez les patients atteints de
mucoviscidose et leur extréme résistance aux antibiotiques, nous nous sommes intéressés dans une

étude prospective a la difficulté d’isoler ces bactéries au quotidien au laboratoire.

A partir des prélévements respiratoires provenant de patients atteints de mucoviscidose, la culture des
mycobactéries est rendue difficile par la colonisation ou infection des patients par P. aeruginosa et
donc par la fréquente contamination des milieux par cette espéces. Une étape de décontamination des
prélévements est essentielle. L’ajout de soude ou d’acides dilués aux prélévements élimine les
bactéries de la flore commensale et respecte au moins partiellement les mycobactéries. Pour que la
décontamination soit de bonne qualité, il faut que les prélévements soient homogénéisés, c’est a dire
liquéfiés par un agent fluidifiant qui libére les bactéries contenues dans le mucus, le pus et les cellules.
Les bactéries commensales sont ainsi mises en contact avec [’agent décontaminant et sont détruites.
Toutefois, bien que plus résistantes aux antiseptiques que les autres bactéries, les mycobactéries n’y
sont pas completement insensibles et la décontamination doit étre effectuée en respectant
scrupuleusement la concentration de I’antiseptique et le temps de contact avec le prélévement
(Carbonelle, 2003). Ainsi, nous avons donc voulu comparer deux méthodes de décontamination A et
B pour toutes les prescriptions de recherche de mycobactéries chez les patients mucoviscidosiques
entre décembre 2011 et avril 2012 : la méthode A consiste en une double décontamination et la

méthode B a une décontamination simple avec un antiseptique, la chlorhexidine.

La recherche de MNT a concerné 64 adultes et seulement 9 enfants, avec une moyenne de 1,7
prélévements par enfants et par adultes.
94% des prélévements étudiés étaient des crachats (119/126). C’est un prélévement plus facile

a obtenir et moins invasif que les autres prélévements respiratoires.

105



Méthodes de décontamination

La méthode a la chlorhexidine a été choisie car cet antiseptique posséde un large spectre
$activite L. ) . ) ..
activité contre les bactéries contaminantes mais semble avoir des effets minimes sur les

mycobactéries (Ferroni, 2006).

Notre étude prospective a montré que la méthode A présentait une grande sensibilité grace a
I’utilisation concomitante des milieux solides et liquides. Lorsque les milieux solides étaient négatifs
ou contaminés, le milieu MGIT nous a permis d’isoler la MNT présente dans le prélevement, sauf
pour un prélévement dont la quantité était minime. De nombreuses études (Bange et Bottger, 2002;
Bange, 1999; Whittier, 1993; Whittier, 1997) ont montré I’importance de I'utilisation de cette méthode
pour augmenter le taux d’isolement des mycobactéries dans les prélévements de patients
mucoviscidosiques par apport a une simple décontamination a la soude, utilisée pour les prélevements
hors contexte de mucoviscidose.

Aprés une simple décontamination, une partie des mycobactéries sont tuées (28 a 33%)
(Whittier, 1997) ; I’ajout d’acide oxalique lors de la méthode A en détruit probablement d’autres.
Toutefois, une é¢tude a montré qu’en cas de concentration forte en MNT (examen direct positif), celles-
ci peuvent survivre a la méthode A mais qu’en cas de faible concentration ou d’une quantité
insuffisante de prélévement, comme nous I’avons rencontré, cette méthode est défaillante car trop

agressive.

Sept préléevements positifs décontaminés par la méthode A ont pu étre décontaminés par la
méthode B. Tous les milieux Lowenstein-Jensen alors ensemencés ont permis d’isoler la mycobactérie
présente dans le préleévement.

Par contre, nous avons remarqué un manque de sensibilit¢ de I’examen direct quand la
méthode B était utilisée (4 ED négatif sur 7 cultures positives pour la méthode B et 6 ED négatif sur
11 cultures positives pour la méthode A). Soit le nombre de BAAR observé était inférieur a celui
observé aprés mise en ceuvre de la méthode A, soit I’examen direct était négatif. Ce constat concerne
un trés petit effectif de prélévement et doit étre confirmé avec un nombre plus important de
prélévements. De Bel et al. ont également rencontré ce probléme avec la méthode B et ont montré que
les frottis effectués aprés décontamination a la chlorhexidine sont effectivement plus difficiles a
interpréter.

L’examen microscopique a la recherche de mycobactérie est dans tous les cas peu sensible. 11
faut de 5000 a 10000 bacilles par ml de prélévements pour que la probabilité de voir au moins un
BAAR sur le frottis atteigne 95% (Carbonelle, 2003). L’examen direct est donc toujours effectué sur

le culot des prélévements, patients mucoviscidosiques ou non. En pratique, les MNT prennent d’autant
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moins bien la coloration que les mycobactéries tuberculeuses. C’est pourquoi, un examen direct a été
effectué uniquement chez les patients mucoviscidosiques connus antérieurement avec une MNT,

compte-tenu de la sensibilité limité de cet examen.

Deux études comportant un nombre d’échantillons supérieur (827 échantillons testés par
Ferroni et al., 795 par De Bel et al.) a la ndtre, se sont intéressées a la comparaison de ces deux
méthodes de décontamination (De Bel, 2011; Ferroni, 2006). Il a été montré que la méthode de
décontamination a la chlorhexidine (méthode B) est meilleure que la méthode de double
décontamination (méthode A) concernant la culture de MNT des échantillons respiratoires des patients
mucoviscidosiques. Ferroni et a/. ont montré que le taux de faux négatif était de 55% lorsque la
méthode de double décontamination était utilisée alors qu’il est beaucoup plus faible (10%) avec la
méthode a la chlorhexidine. La méthode a la chlorhexidine serait moins agressive et préserverait donc

la viabilité des mycobactéries (Ferroni, 2006).

Malgré le manque de sensibilité de I’examen direct, la décontamination a la chlorhexidine
présente de nombreux avantages et semble étre la méthode a adopter pour la recherche de MNT dans
les prélévements respiratoires des patients mucoviscidosiques. Néanmoins, un probléme majeur ne
nous permet pas de ['utiliser en pratique quotidienne : a I’heure actuelle, nous ne sommes pas en
mesure de rendre cette méthode compatible avec la mise en culture des prélévements en milieu liquide
MGIT®, obligatoire selon les recommandations de ’ATS. La chlorhexidine a besoin d’étre neutralisée
par un agent tel que la lécithine. Malheureusement, I’ajout de lécithine dans le milieu MGIT génére
une fluorescence non spécifique rendant le systéme de détection automatisée inutilisable. Cette étape
de neutralisation est inutile avec les milieux de cultures solides qui contiennent déja une grande

quantité de lécithine.

Le taux de contamination des milieux MGIT™ était inférieur & celui des milieux solides
ensemencés aprés les méthodes A et B. Les bons résultats obtenus avec le milieu MGIT™ sont liés a
I’ajout de PANTA® qui inhibe la croissance des bactéries 4 gram positif, & gram négatif et des
champignons. Notre taux de contamination des milieux Lowenstein-Jensen était particuliérement
important avec les prélévements traités par de la méthode A (35,4%) comparé a ceux de la méthode B
(12,9%).

Pour De Bel et al., la méthode B présente également un taux de contamination inférieur a celui
de la méthode A (15,4% vs 22,5%) alors que pour Ferroni et al., la méthode B présente un taux de
contamination supérieur (20% vs 14,2%). Notre taux de contamination avec la méthode de référence A
est anormalement plus élevé que la plupart des études, un taux maximal de 26% ayant été décrit dans
une étude portant sur 406 prélévements (Bange, 1999). Puisque que I'utilisation de la méthode B n’est

pas possible a I’heure actuelle, il faudrait faire des modifications de notre protocole de
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décontamination (méthode A), notamment sur les temps de contact avec la soude et I’acide oxalique,

afin de diminuer le taux de contamination des milieux solides.

Milieux de culture et apport du milieu solide Cepacia®

L’ensemencement sur milieu de Lowenstein-Jensen et en milieu liquide MGIT™ se fait aprés
décontamination des prélévements. Le milieu Lowenstein-Jensen contient des ceufs (qui apportent des
vitamines et sont inhibiteurs de diverses substances toxiques), de I’amidon de pomme de terre, des sels
minéraux, du glycérol et du vert malachite, colorant qui inhibe la croissance d’éventuels contaminants.

C’est un milieu sur lequel la plupart des mycobactéries se développent facilement (Carbonelle, 2003).

Notre étude a montré une sensibilité supérieure du milieu liquide MGIT™ par apport au
milieu de culture solide. Parmi les prélévements positifs, un seul MGIT™ était négatif alors que cing
milieux Léwenstein-Jensen et deux milieux Cepacia® n’ont pas permis la croissance de mycobactérie
du complexe abscessus. Ces résultats sont en accord avec ceux retrouvés dans la littérature. Dans une
étude (Idigoras, 2000), la sensibilité du milieu MGIT™ a été évaluée a 75,1% et celle du milieu

Lowenstein-Jensen a 60,7%.

Le contrdle visuel des milieux MGIT™ rendus négatifs par ’automate, nous a permis d’isoler
un M. gordonae, une mycobactérie considérée comme un contaminant. La croissance d’aucune autre
MNT n’a pu étre détectée par ce moyen. Pena et al. ont démontré que la lecture visuelle des MGIT™
négatifs a permis de récupérer 1% de cultures supplémentaires & mycobactéries dont 21 % a M. avium
complex mais aucune a M. du complexe abscessus (Pena, 2012). Le milieu MGIT atteint une

sensibilité de 89,4% apres ce contrdle visuel (Idigoras, 2000).

Le délai de culture moyen des colonies de MNT a croissance rapide était globalement
identique entre le milieu MGIT™ et le milieu Cepacia® (4 jours) alors qu’il fallait environ 7 jours
avec les milieux Lowenstein-Jensen. Cet avantage du milieu MGIT™ par apport au milieu
Lowenstein-Jensen a été décrit de nombreuses fois dans la littérature. L’écart est d’autant plus grand
avec les mycobactéries a croissance lente, telles que M. tuberculosis : 12 jours pour le milieu MGIT™

contre 22 jours pour le milieu Lowenstein-Jensen (Idigoras, 2000).

Le milieu Cepacia® a été introduit dans le but d’augmenter le taux d’isolement des MNT a
croissance rapide. Lorsque la quantité de prélévement était minime, ce milieu nous a permis de
cultiver de rares colonies de M. boletti chez un patient (COU DOR) qui n’avait pas eu de cultures
positives depuis deux ans, alors que la culture sur Léwenstein-Jensen et milieu MGIT™ était négative.

, . . . .. J C® 4, - , . ,
Néanmoins, pour deux des seize prélévements positifs, le milieu Cepacia était négatif. L’étude
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d’Esther et al. a également observé un certain manque de sensibilit¢ du milieu Cepacia™ et du milieu
Lowenstein-Jensen pour certains prélévements de patients mucoviscisosiques colonisés a MNT a

croissance rapide (Esther, 2011).

Les mycobactéries du complexe abscessus ont été isolées en général en moins de 5 jours sur
milieu Cepacia®, mis & part pour 3 prélévements pour lesquels la croissance a été plus longue. Dans
I’étude d’Esther et al, qui a concerné la mise en culture d’environ 9000 prélévements respiratoires
provenant de patients mucoviscidosiques, 1’incubation du milieu Cepacia® pendant 14 jours au lieu de

5 initialement, a permis d’augmenter le taux de culture des MNT a croissance rapide (2,8% vs 0,7%).

Le taux de contamination des milieux Cepacia® était faible bien que ’ensemencement du
prélévement ait été réalisé sans décontamination. Ce milieu sélectif, normalement destiné a la
recherche de Burkholderia cepacia, est enrichi en extrait de levure et caséine et contient de la
polymyxine B, de la gentamicine et de la vancomycine. La présence d’une base peptonée et de sucres
permet un développement optimal des micro-organismes tandis que le cristal violet et les antibiotiques
présents dans le milieu inhibent la plupart des espéces microbiennes et notamment les Pseudomonas.
De plus, le fait qu’il soit coulé en boite de Pétri et non en tube comme les Lowenstein-Jensen, permet
de repérer les colonies de MNT a c6té de celles des contaminants.

Nous avons observé la croissance de champignons et de bacilles a gram négatif non
fermentants tels que Stenotrophomonas spp. en conformité avec ses caractéristiques. Esther et al.
suggérent donc que ce milieu soit interprété avec prudence chez les patients infectés par ces micro-
organismes ; un fort inoculum de ces espéces pouvant engendrer une inhibition de la croissance des

MNT a croissance rapide (Esther, 2011).

Globalement, ’association du milieu Cepacia® avec les milieux de cultures traditionnels,
permettrait I’amélioration du dépistage de la colonisation 8 MNT a croissance rapide chez les patients
atteints de mucoviscidose. Cependant, un tel changement engendrerait des colts supplémentaires et un

temps de lecture supplémentaire en pratique quotidienne.

Une autre piste d’amélioration concerne 1’évaluation de 1’apport du milieu Coletsos pour les
prélévements respiratoires des patients atteints de mucoviscidose. C’est un milieu plus riche que le
milieu Lowenstein-Jensen ; il contient des quantités supérieures d’ceuf, du pyruvate de sodium, de la
cendre d’anthracite et une solution d’oligo-éléments. Il est particuliérement indiqué pour la croissance

de mycobactéries exigeantes (Carbonelle, 2003).
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2. Etude rétrospective des cas d’infections dues aux mycobactéries
du complexe abscessus chez les patients mucoviscidosiques suivis au

CRCM de Rouen

Comme décrit dans la littérature, le CRCM de Rouen est confronté au probléme lié a
I’infection/colonisation par les mycobactéries du complexe abscessus chez les patients atteints de

mucoviscidose.

Une MABSC a été isolée chez 10 patients : 8 M. abscessus sensu stricto, un M. bolletii et un
M. massiliense. Ce dernier a été identifié comme un M. massiliense d’aprés le séquencage du geéne
hsp65 mais identifié comme un M. bolletii par celui du géne rpoB. Cette discordance illustre bien les

difficultés d’identification fiable au rang d’espéce.

Précisons que les résultats de ce volet du travail ne sont que descriptifs du fait de I’effectif
faible (10 patients) des patients colonisés/infectés par MABSC et de ’absence de groupe témoin
(absence d’étude observationnelle rétrospective de dossiers de patients non mucoviscidosiques
colonisés/infectés par MABSC). Cependant, il faut souligner que les études cas-témoins publiées
récemment ne sont pas fondées sur des effectifs conséquents (22 patients infectés a M. du complexe
abscessus dans 1’¢tude de Verreghen et al., 38 patients infectés 8 MNT dont 23 par MABSC dans celle
d’Esther et al.). La sélection de notre population d’intérét ne prenait pas en compte les critéres
cliniques et radiologiques d’infection a MNT. Toutefois, les dix patients ayant eu au moins deux
cultures positives a mycobactéries du complexe abscessus a partir d’expectorations ; ils remplissaient

les critéres microbiologiques d’infection a MNT selon le consensus de I’ATS (Griffith, 2007).

Remarques générales

Lorsque nous comparons le résultat de certains paramétres étudiés avec les données nationales
2010 du RFM (Tableau 13), nous constatons certaines différences significatives concernant :
- le sexe ratio, avec une forte proportion d’homme dans notre population
- le nombre de patients traités pour un reflux gastro-oesophagien
- les colonisations microbiologiques a SAMS, S. maltophilia et Aspergillus

fumigatus plus importante dans notre population
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En revanche, la proportion de patients ne différe pas de la population nationale de patients
mucoviscidosiques au niveau du nombre d’homozygote pour la mutation F508, de diabétiques, du

nombre de patients traités par azithromycine et par des corticoides inhalés.

L’age des patients au moment du diagnostic de colonisation/infection 8 MABSC était de 22,7
ans. MABSC ¢était la MNT la plus représentée (10/22) devant M. avium complex (4/22). Ces résultats
sont en accord avec la grande étude de prévalence réalisée en France chez 1582 patients atteints de
mucoviscidose en 2004 (Roux, 2009). Les mycobactéries du complexe abscessus étaient les plus
représentées (48%) devant MAC (22%); elles infectaient surtout les enfants et jeunes adultes.
D’autres études ont fourni les mémes résultats mais pas 1’étude de prévalence américaine au sein de
laquelle MAC était plus représentée que MABSC (Olivier, 2003). Il existe deux explications a cela :
tout d’abord 1’étude américaine ne comprenait que des patients adultes et d’autres part elle incluait des
patients depuis 1992 et a cette époque les mycobactéries du complexe abscessus €taient peu connues

et probablement mal identifiées au rang d’espece.

MABSC et fonction pulmonaire

Notre étude met en évidence une atteinte fonctionnelle plus sévére chez les patients qui ont
une éradication de la mycobactérie par apport aux patients toujours infectés/colonisés. La plupart des
études comparent la fonction pulmonaire des patients colonisés ou infectés par rapport aux sujets
controles (Levy, 2008; Verregghen, 2012). Verreghen et al, qui étudie les facteurs de risque
d’infection a MNT dans la mucoviscidose dans une étude cas-témoins, retrouve une différence
fonctionnelle significative a la mise en évidence de la MNT entre les sujets infectés et les sujets
colonisés (56,4% vs 64,1% ; p<0,01).

Au fil des années de la colonisation/infection a MABSC, nous avons observé un déclin du
VEMS et du CVF qui s’intensifiait a I’identification de la MNT et pendant le traitement. Esther et al,
dont le travail compare une population de 178 patients atteints de mucoviscidose ayant une culture
positive a MNT (dont 38 patients infectés selon les critéres de I’ATS), soulignent que les infections
chroniques 8 MNT sont associées a un déclin du VEMS (déclin de -2,33% par an chez les infectés par
rapport aux non infectés, p<0,01). Cette étude note également un impact plus particulier des
mycobactéries du complexe abscessus sur la fonction ventilatoire (-2,42% par an), qu’ils attribuent a

la plus forte virulence de cette MNT (Esther, 2010).
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MABSC et colonisation bactérienne

Tous les patients de notre étude présentaient un SAMS dans leur ECBC. S. maltophilia était
retrouvé chez quatre des dix patients. Ces taux sont beaucoup plus élevé que ceux retrouvés dans la
population générale : 53,5% pour SAMS et 8,5% pour S. maltophilia.

Verreghen et al ont montré que la présence de S. maltophilia était un facteur de risque
d’infection a M. abscessus. Sur 22 patients infectés a M. abscessus, 11 avaient un S. maltophilia tandis

qu’il n’y avait qu’un seul patient porteur dans le groupe témoin (p < 0,002) (Verregghen, 2012).

MABSC et Aspergillus fumigatus

Nous retrouvons une forte présence d’Aspergillus fumigatus (80%) dans les ECBC des
patients mucoviscidosiques suivis au CRCM de Rouen, comparativement aux données nationales
(21%) (Bellis, 2012). Aspergillus fumigatus apparait donc comme un facteur associ¢ a la
colonisation/infection a mycobactéries du complexe abscessus. Ces résultats sont concordants avec
plusieurs études cas-témoins (Esther, 2010; Olivier, 2003a; Verregghen, 2012) montrant une fréquence
accrue d’Aspergillus fumigatus dans 'ECBC des patients infectés ou colonisés avec une MNT. De
facon plus approfondie, une étude de Levy et al (Levy, 2008), chez 42 patients mucoviscidosiques
pour lesquels au moins une MNT ¢tait isolée dans ’ECBC, comparés a 144 témoins sans MNT,
retrouve que la présence d’Aspergillus spp. en culture était un facteur prédictif de colonisation 8 MNT
et que la présence isolée ou conjointe de ces germes était le reflet de la sévérité de la maladie sous-
jacente. La possibilit¢ d’une création réciproque de conditions favorables de développement est
évoquée.

Parmi les dix patients suivis a Rouen, sept étaient traités pour une aspergillose broncho-
pulmonaire allergique. Mussaffi et al. ont montré que I’ABPA était un facteur de risque a d’infection
par les MNT et plus particuliecrement de MABSC. Il est décrit que négliger la présence d’une
potentielle infection aspergillaire pourrait étre confondue avec un échec de traitement de 1’infection a

MNT ou une récidive de celle-ci (Le Bourgeois, 2005).

MABSC et traitements antérieurs

Notre étude n’a pas mis en évidence de lien entre les traitements antérieurs (inhibiteur de la

pompe a proton, azithromycine, corticoides, antibiothérapie) et la colonisation/infection a MABSC.

La littérature relate une plus forte proportion de reflux gastro-oesophagien chez les patients
porteurs d’une MNT. Les théories expliquant cette association sont diverses. Le mécanisme du reflux

favoriserait les micro-inhalations d’eau contaminée par des MNT présente dans I’estomac (Koh,
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2007). Un traitement anti-reflux a plus forte dose chez les porteurs de MNT ne seraient alors que le
reflet d’un reflux plus sévére ou masquerait les symptomes de micro-inhalations fréquentes (Levy,

2008; Thomson, 2007).

Dans la mucoviscidose, 1’azithromycine au long cours et a faible dose est largement prescrite a
visée anti-inflammatoire. Il est recommandé de surveiller chez ces patients 1’émergence de MNT. Le
role de 1’azithromycine dans I’émergence de MNT résistantes aux macrolides n’est pas prouvée
(Wilms, 2012).

L’article de Choi et al. (Choi, 2012) dit que, comparée a la clarithromycine, 1’azithromycine a
une activité supérieure vis a vis de M. abscessus in vitro, ex vivo et in vivo alors que ces deux
macrolides ont une activité comparable sur M. massiliense. La clarithomycine induit plus fortement
I’expression du géne erm(41) et donc un plus haut niveau de résistance aux macrolides que

I’azithromycine.

Intérét de la sérologie antimycobactérienne : Anticorps A60

Les criteres diagnostiques d’infection a mycobactéries fournis par I’ATS, basés sur des
critéres microbiologiques mais également cliniques et radiologiques, ne semblent pas adéquats chez
les patients atteints de mucoviscidose. En effet, les signes cliniques liés a M. abscessus sont difficiles a
distinguer de ceux de la mucoviscidose elle-méme. Les critéres microbiologiques sont fiables mais ils
ne reflétent pas nécessairement la maladie active. Ainsi, des critéres diagnostiques supplémentaires
peuvent étre utiles avant de débuter un traitement qui sera a la fois long et avec potentiellement de
nombreux effets indésirables.

Le test de sérologie A60 permet de détecter des anticorps dirigés contre le complexe
antigénique A60, produit au cours d’une infection mycobactérienne. C’est un antigéne interspécifique
localisé dans le cytosol de toutes les mycobactéries. Comme la coloration de Ziehl-Neelson, ce test est
positif pout toutes les mycobactérioses. Le seuil de positivité est établi a 225 UA/ml pour les IgG.

Les patients avaient tous des taux en anticorps A60 supérieurs a la limite de positivité lors du
diagnostic de colonisation/infection a8 MABSC. Malgré des traitements répétés, seul un patient est
passé sous le seuil de positivité alors que trois patients ont eu des cultures de MNT qui se sont
négativées.

Selon Ferroni et al., la grande sensibilité de ce test permettrait de détecter les mycobactérioses
atypiques chez les patients atteints de mucoviscidose, de suivre la production d’anticorps chez les
malades sous traitement et donc de suivre 1’efficacité de ce dernier (Ferroni, 2005). Cette éguipe a

étudié la relation entre le traitement de I’infection a MABSC et le taux des anticorps A60. Il semblerait
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que le taux des anticorps se négativerait en cas d’éradication de MABSC, resterait stable en cas

d’échec thérapeutique et diminuerait puis augmenterait en cas de rechute (Ferroni, 2005).

Sensibilité aux antibiotiques et traitement de la colonisation/infection

Les antibiogrammes effectués sur les différentes souches de MABSC sont assez
caractéristiques de ces souches. En effet, celles-ci sont résistantes a de nombreux antibiotiques
(minocycline, doxycycline). L’amikacine et la clarithromycine sont, le plus souvent, les seuls

antibiotiques sensibles comme décrit dans la littérature (Nessar, 2012).

Parmi les 16 antibiogrammes effectués, il existe de nombreux profils différents. Le profil
amikacine « sensible », tobramycine « résistante, céfoxitine « intermédiaire » et clarithromycine
« sensible » est le plus fréquent (6/16 antibiogrammes dont 2 chez le méme patient). Une différence de

sensibilité est observée toutefois au niveau du linézolide, de la tigécycline et du sulfaméthoxazole.

La souche de M. massiliense de VAR ARU présentait une sensibilité a la clarithromycine mais
une résistance inductible. La littérature indique que cette souche, ayant un géne erm(41) tronqué ne
peut pas présenter une résistance inductible a la clarithromycine. L’identification faite par le CNR par
séquencage du gene Asp65 avait premi¢rement conclu a une souche de M. massiliense tandis qu’un
second séquencage du gene rpoB avait identifié¢ a un M. bolletii. Selon ces indications et le profil de
résistance de la souche, VAR ARU est donc colonisé/infecté par une souche de M. bolletii et non M.

massiliense.

Chez certains patients, des traitements lourds et répétés n’ont pas permis I’éradication de
MABSC, I’infection chronique durant parfois depuis plus de 6 ans (CHA ANA et TRU DAM).

Chez CHA ANA, 4 souches de M. abscessus, isolées entre 2004 et 2008, ont été envoyées
pour I’étude de la sensibilité aux antibiotiques. La souche devient de plus en plus résistante aux
antibiotiques. CHA ANA a été traité par de la céfoxitine, amikacine et clarithromycine lors du
diagnostic puis a plusieurs reprises. Cela a certainement contribué a I’augmentation de la CMI de ces
antibiotiques au fil du temps.

De méme, COU DOR a été traité par de la céfoxitine, amikacine et clarithromycine. Les deux
antibiogrammes effectués sur des souches isolées a deux ans d’intervalle montre également une

augmentation de la CMI de la céfoxitine et clarithomycine.
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Typage moléculaire

L’¢lectrophorése en champ pulsé est la méthode de typage des MNT la plus utilisée ces
derniéres années. Cette méthode est adaptée a 1’épidémiologie des mycobactéries mais elle est lourde,
longue a réaliser et demande du matériel et un personnel expérimenté.

Notre expérience a montré que cette méthode était difficile a mettre en place. Malgré
différents parameétres modifiés, il reste encore a faire évoluer le protocole : casser de facon plus
efficace la paroi car parfois aucun fragment n’était visible sur le gel de migration, et améliorer la

purification de I’ADN pour avoir des profils plus nettes.

Les quelques profils que nous avons obtenus semblent nous indiquer que dans le temps, un
patient est colonisé par la méme souche. Cette souche semble différente des souches retrouvées chez
les autres patients suivis au CRCM de Rouen. De nombreuses publications ont montré 1’absence de
transmission interhumaine des MNT chez les patients atteints de mucoviscidose. Cependant, un article
récent montre qu’un patient avec un fort inoculum respiratoire de M. massiliense peut représenter un
danger de contamination de I’environnement et étre a 1’origine d’une contamination indirecte des

patients mucoviscidosiques fréquentant le méme établissement de soins.
Afin de mieux connaitre 1’épidémiologie des souches isolées chez les patients

mucoviscidosiques suivis au CRCM de Rouen, de nouvelles techniques devrons étre utilisées, comme

la MLVA ou la rep-PCR automatisée sur le Diversilab mais elles sont plus cotiteuses.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Les mycobactéries du complexe abscessus sont les plus fréquemment impliquées dans les
infections respiratoires chroniques, y compris lors de la mucoviscidose. Ces bactéries sont difficiles a
identifier de fagon fiable au rang d’espéce. Il faut idéalement combiner le séquengage de plusieurs
cibles moléculaires. Par ailleurs, les MABSC sont résistantes a haut niveau a de nombreux

antibiotiques.

Quotidiennement, le laboratoire de microbiologie est confronté a des difficultés pour isoler les
MNT des prélévements respiratoires des patients mucoviscidosiques. Notre travail montre qu’une
décontamination des prélévements par la méthode A (double décontamination) associée a
I’ensemencement des prélévements sur milieu Cepacia® permet probablement d’améliorer ’isolement
des MNT. La méthode de décontamination qui utilise la chlorhexidine est prometteuse mais doit &tre

adapté pour étre compatible avec le milieu MGIT™.

Comme décrit dans la littérature, le CRCM de Rouen est confronté aux infections par des
MNT, principalement 8 MABSC. Elle atteint les enfants comme les adultes. Malgré des traitements
longs et agressifs, I’infection est essentiellement chronique. L'absence de facteurs de risque précis et
l'omniprésence de MABSC dans l'environnement suggerent que l'infection 8 MABSC chez les patients

atteints de mucoviscidose est un événement aléatoire.
Le typage moléculaire des MNT par ¢électrophorése en champ pulsé est difficile a mettre en

place. De ce fait, il pourrait étre intéressant de lui préférer la rep-PCR automatisée via le Diversilab®

malgré son colit.
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Patients D_ate du Traitement regu Durée
traitement
APP GAB 10/02/09 tigécycline 40 jours
curel amikacine
clarithromycine
relai clarithromycine np
amikacine inhalé
de 01/10/2009 clarithromycine 15 mois
a 01/03/2011 amikacine inhalé
BOU BEN 01/04/10 cefoxitine 28 jours
cure1 amikacine
clarithromycine
relai clarithromycine np
oct-10 cefoxitine 12 jours
cure2 amikacine
clarithromycine
relai clarithromycine np
févr-11 cefoxitine 10 jours
cure3 amikacine
clarithromycine
relai clarithromycine np
CHA ANA 2005 cefoxitine 40 jours
cure1 amikacine
relai clarithromycine np
amikacine inhalé
2008 imipénéme np
cure2 amikacine
2009 cefoxitine 14 jours
cure3 amikacine
linézolide
cure4 tigécycline 21 jours
amikacine
linézolide
clarithromycine
2010 tigécycline 33 jours
cureb amikacine
clarithromycine
relai clarithromycine np
amikacine inhalé
MAH ALE 30/11/11 clarithromycine 35 jours
linézolide

np : non précisé

Annexe 1 : Traitement des patients infectés 8 MABSC suivis au CRCM de Rouen (1/3)

130



Patients

Date du
traitement

Traitement regu

Durée

COU DOR

01/07/10
cure 1

fin mars 2011

01/12/10
cure 2

06/04/12

cefoxitine

amikacine
clarithromycine

linézolide

relai clarithromycine
amikacine inhalé

cefoxitine
amikacine
clarithromycine

meronéme
cefoxitine
amikacine
clarithromycine
linézolide

21 jours

8 mois

40 jours

40 jours

GUI ART

29/11/11
curei

15/02/12
cure 2

cured

25/04/12
cure4

€n cours

cefoxitine

amikacine
clarithromycine

linézolide

relai clarithromycine
amikacine inhalé

méroneme
tigécycline
sulfaméthoxazole
clarithromycine
linézolide
amikacine

relai clarithromycine
linézolide
sulfaméthoxazole
amikacine inhalé

cefoxitine
amikacine
imipénéme
clarithromycine
tigécycline
linézolide

relai clarithromycine
amikacine inhalé
linézolide

20 jours

21 jours

np

70 jours

VAR ARU

cure
janvier 2012

méroneme

cefoxitine

amikacine
clarithromycine

relai clarithromycine
amikacine inhalée

np

np

np : non précisé

Annexe 1: Traitement des patients infectés a MABSC suivis au CRCM de Rouen (2/3)
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Date du

amikacine inhalé

Patients . Traitement recu Durée
traitement
MAC MIC 01/12/08 meronem np
cure amikacine
clarithromycine
fin 01/2009 relai clarithromycine np
amikacine inhalé
01/10/09 clarithromycine 7 mois
amikacine inhalé
TRU DAM Avril 2005 clarithromycine
cure 1 ethambutol 6 mois
cefpirome np
tobramycine
cure2 et 3
juin-05 imipénéme np
oct-05 amikacine
2006 imipénéme
cure 4 amikacine
2007 imipénéme
cure 5 linézolide
relai clarithromycine | arrét 03/2010
relai minocycline arrét 06/2010
2010 cefoxitine 14j
juin amikacine
cure 6 imipénéme
décembre cefoxitine 14j
cure7 meroneme
amikacine
mynocycline
relai clarithromycine
amikacine inhalé
2011 cefoxitine 14j
juillet zeclar
cure 8 lamprene
novembre sulfaméthoxazole
cure 9 meronem
2012 tigécycline 30j
mars amikacine
cure 10 céfoxitine
clarithromycine
avril imipénéme 22j
cure 11 amikacine
céfoxitine
clarithromycine
relai clarithromycine np

np : non précisé

Annexe 1: Traitement des patients infectés a MABSC suivis au CRCM de Rouen (3/3)
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Résultats

Date du privt | Nature du privt Patient Méthode A ED Rél\:gllt_?ts Cultures Identification Cepacia Résultats culture
solides

1 7112 Crachats Per A 08/12 - - - 19/01 -
2

2 7/12 Aspiration Bul A 15/12 - - - pas fait /// /

3 13/12 Crachats Des S 15/12 // - 1TS 19/01 1 col champignon

4 13/12 Crachats Pla N 15/12 - - - 19/01 -

5) 13/12 Crachats Mah A 15/12 <1 +3 +15j/50col M.abscessus 6/01 +3j col R

6 13/12 Crachats Mar R 15/12 /// - - 19/01 c+ : 5 col crénelé
-

7 14/12 Crachats Sail 15/12 / - 1TS pas fait /

8 14/12 Crachats Baz J F 15/12 /// - 2TS 19/01 -

9 14/12 Crachats Bou S 2112 // - - 19/01 -

10 15/12 Crachats Cou D 21/12 - - 2TS 19/01 -

11 16/12 Crachats Con M 21/12 /// - 4TS 19/01 1 col levure

12 16/12 Crachats CitL 21/12 // - 3TS 19/01 -

13 16/12 Crachats Leb C 21/12 // - - 19/01 -

14 20/12 Crachats Gui A 21/12 - +4 +8j/50col M.abscessus 6/01 +3j col R

15 21/12 Crachats Cob L 30/12 - - - 6/01 -

16 22/12 Crachats Duj E 30/12 //// - 3TS 19/01 1 col champignon

17 22/12 Crachats Pre D 30/12 / - - 19/01 -

18 22/12 Crachats CouJP 30/12 /// - 2TS 19/01 -

19 22/12 Crachats Var A 30/12 - +3 2TS M.massiliense 6/01 +3 col R

20 22/12 Crachats Led L 30/12 /// - 1TS pas fait ///////////////%
7

21 27/12 Crachats Mus A 30/12 - 4TS pas fait é
.

22 28/12 Crachats Deu D 30/12 - - pas fait /
7

23 30/12 Crachats Lef A 10/1 - 4TS pas fait /

S : séreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trés purulent ; TS : tube souillé ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses

Annexe 2 : Données de 1’étude prospective (Décembre 2011)



Dda:le L Patient Méthode A ED Resultats Résultats Cultures solides Identification Sl IC T Résultats culture
privt privt MGIT Cepacia
1 41 Crachats Gea Q 10/1 / - - 19/01 envahit Proteus
2 4/1 Crachats Cou D 10/1 - - 2TS 19/01 -
3 41 Crachats Kol D 10/1 // - 3TS 19/01 -
4 5/1 Crachats Gui A 10/1 1-10 +2j 100col 8eme j M. abscessus 19/01 +3j col R
5 6/1 Crachats Tru D 10/1 - +3j neg 60éme jour M. abscessus 19/01 c+ staph gde col blanche
6 6/1 Crachats FlaC 10/1 / - 1TS 19/01 -
7 6/1 Crachats Der A 10/1 / // - 2TS 19/01 -
8 11/1 Crachats App G 19/1 - - 2TS 19/01 coccoB- (haemop) 20col plates
9 11/1 Crachats Bar E 19/1 / / - 1TS 19/01 bg- envahit
10| 11/1 Crachats Bou T 19/1 /// - 1TS 19/01 envahit champignon
11 12/1 Crachats Mac M 19/1 - - 2TS 19/01 bg+/- + filament (steno?)
12 | 13/1 Crachats Var A W / / ////////////// ///////// 19/01 +3j col R M. abscessus
13| 171 LBA VarA 24/1 <1 // / 19/01 +3j col R M. abscessus
14| 17/1 Brosse Var A 24/1 - //// // //// //// /// /// 19/01 +6j col R M. abscessus
15| 1771 | crachats Dho A 19/1 // : 3TS 19/01 -
16 | 1711 Crachats Leb S 19/1 / - - 19/01 bg+/- + filament (steno?)
17 1 171 Crachats Ham D 19/1 // - 4TS 19/01 c+ col plate
18 | 17/1 Crachats Gea Q 19/1 // - 4TS 19/01 envahit Proteus
19| 18/1 Crachats Pla N 19/1 - - 2TS 19/01 -
20 | 18/1 Crachats Cro M 26/1 / - ATS 13/02 -
21 19/1 Crachats Tav C 26/1 // - 4TS 13/02 nb col violette =long bg- (xantho)
22 | 20/1 Crachats FulA 26/1 // - - 13/02 -
23 | 20/1 Crachats Des S 26/1 /// - 4TS 13/02 -
24 | 20/1 Crachats Bel C 26/1 - 4TS 13/02 -
25| 251 Crachats Rey S 26/1 / - - 13/02 -
26 | 25/1 Crachats Ter A 26/1 // - - 13/02 -

S : séreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trés purulent ; TS : tube souillé ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses

Annexe 2 : Données de 1’étude prospective (Janvier 2012)
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Aspect

Résultats

L) L Patient du Rethocs Volume ED Resultats Cultures Identification bisthods Volume ED Résultat§ Cepacia Résultats culture
privt SR A MGIT solides B Cultures solides

1 Crachats Var A M 03/02 0,1 - - * al X X
2 Crachats Kol D P 03/02 1 - 3TS 28/2 0,25 - 13/02 -
2 Crachats Cou D P 03/02 ESR - - - 28/2 Ql 13/02 J10 gde col R : Z+ M. bolettii
4 Aspiration Boe R * 03/02 ESR - - 28/2 Ql 13/02 -
5 Crachats Var A M 03/02 1 10vus - - 28/2 Ql 13/02 -
6 Crachats Tho A M 03/02 1 - 1TS 28/2 0,5 - 13/02 col granuleuse :c+ strepto
7 Crachats Boi C P 03/02 0,2 - 4TS 28/2 Ql 13/02 -
8 Crachats Leb C MP 10/02 1 - - - 28/2 1 - - 13/02 -
9 Crachats Cit L P 10/02 05 - 4TS 28/2 0,25 - 13/02 -
10 Crachats Bar E P 10/02 0,8 - 4TS 28/2 0,5 - 13/02 envahit bg- proteus
11 Crachats Bie V P 17/02 0,5 - 4TS 28/2 0,25 - 13/02 -
12 Crachats Duj E TP 17/02 0,25 - 4TS 28/2 0,25 - 13/02 -
13 Crachats Cha N S 17/02 ESR - 4TS 28/2 Ql 13/02 petite col grise : c+ staph
14 Crachats Yah J MP 17/02 1 - 178 28/2 15 - 06/04 gd CB c+staph et petite Cgrise séche levure
15 Crachats App G P 17/02 1 - - 2TS 28/2 1 - 2TS 06/04 1 col jaune staph et 1 champignon
16 Crachats Mou H P 17/02 0,2 - 4TS 28/2 0,3 2TS 06/04 -
18 Crachats Lec A MP 17/02 2 + 42j 4TS M.gordonae 28/2 2 - 06/04 -
19 Crachats Ham D P 24/02 0,3 - 4TS 28/2 0,3 - 06/04 10col grise c+
20 Crachats Cou D MP 24/02 0,2 - - 2TS 28/2 0,2 - - 06/04 -
21 Crachats Man G P 24/02 0.3 - - 28/2 0.2 - 06/04 -
22 Crachats Leh D TP 24/02 0,5 - 1TS 28/2 0,5 2TS 06/04 20col grise c+ staph et col séche levure
23 Crachats Led L MP 24/02 0,5 - 2TS 2812 0,5 2TS 06/04 -

S : séreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trés purulent ; TS : tube souillé ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses

Annexe 2 : Données de 1’étude prospective (Février 2012)
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Nature du privt Patient As’:lc:td" Mét:ode Volume ED Ré';éllt.?ls Rés"'::;?d(::"mes Identification Mé‘SOde Volume ED Résultats Cultures solides Cepacia Résultats culture
1 Crachats Varl A M 5/3 0,5 1 BAAR vu +5j neg M. massiliense 2812 0,3 = 50 col au 3eme j (30°)
2 Crachals Bla J MP 513 1 - 4TS 53 1 - 06/04 -
3 Crachats Col C M 5/3 0,3 = = 5/3 0,3 = 06/04 =
4 Crachats Gui C MP 5/3 1 - - 5/3 1 - 06/04 -
5 Crachats Pre D MP 513 1 - 4TS 513 1 1TS 06/04 -
6 Crachals FulA M 5/3 15 = = 53 1,5 - 06/04 -
7 Crachats Kol D 5/3 1 conta ATS 5/3 1 2TS 06/04 -
8 Crachats Cou D TP 5/3 0,3 - +9j 4 col 7j M. bolletii 5/3 0,3 - 50 col au 15éme j (30°) 06/04 3 col grise levure
9 Crachats Leb C M 16/3 1 - - - 29/3 1 - - 06/04 -
col Grise levure
10 Crachats TruD P 16/3 0,1 - - - 29/3 0,1 - - 06/04 col B c+ staph
1 Crachals Boi C P 16/3 0,2 = 4TS 29/3 0,2 = 06/04 =
12 Aspiration Bul A M 16/3 0,5 - - - 29/3 0,5 - - 06/04 -
13 Crachats Var A P 16/3 0.4 <1 +3j 50col 10j M. massiliense 29/3 0,4 10 vus 500 col au 6eme j 06/04 J4 nb col R M. abscessus
14 Crachats Der A MP 16/3 041 - 4TS 29/3 0.1 - 06/04 -
15 Crachats Leb S P 16/3 1 = = 1TS 29/3 0,5 y/ = 06/04 =
16 Crachats Ham D P 16/3 1 % - 3TS 29/3 0,5 W 2TS 06/04 -
17 Crachats Tav C MP 16/3 0.1 - - 29/3 0,3 - 06/04 nb col Violette bg-xantho
18 Aspiration Col K S 16/3 0,1 - - X qi 06/04 -
19 Crachats Boe R P 16/3 0,1 - - X qi y/ 06/04 -
20 Crachats Lap G P 16/3 0,1 % - - X qi W W 06/04 -
21 Crachats Mar R 16/3 0.1 - - X qi 06/04 -
Soucne
22 Crachats Gui A MP bactério +2j M. abscessus 29/3 1 <1 inn col au 6eme j 06/04 J4 nb col R M. abscessus
23 Aspiration Rub A S 29/3 0,8 = = 29/3 0,2 % = 06/04 =
24 Crachats Tal A 29/3 ESR M - - X qi M W 06/04 -
25 Crachats Mac M M 29/3 1 - - - 29/3 1 - - 06/04 col violette bg-
26 Crachats Mot S S 29/3 ESR - 1TS X qi 06/04 -
27 Crachats Mas K MP 29/3 0,5 conta 4TS 29/3 0,5 % - 06/04 1 col jaune staph, 2 col G levure
28 Aspiration Sco P M 29/3 ESR % - 4TS X qi W W 06/04 -
29 Crachats LeRD P 29/3 1 - 4TS 29/3 0.5 - 06/04 -
30 Crachats Pla N MP 29/3 0,5 1vu - - 29/3 0,3 - - 06/04 -
31 Crachats Bou T MP 29/3 0,5 - 2TS X qi % 06/04 envahit champignon
32 Crachats Bar E M 29/3 1 éM% - 4TS 29/3 1 [/// % -

S : séreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trés purulent ; TS : tube souillé ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses

Annexe 2 : Données de I’étude prospective (Mars 2012)
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WO Clr Patient paapect Méthode A | Volume ED Rsanltats Rés""“? Identification RSthode Volume ED Résultats Cultures solides Cepacia Résultats culture
privt du privt MGIT Cultures solides B
1 Crachats Kol D 2 06/04 0,5 - 4TS 06/04 0,5 1TS 06/04 -
2 Crachats Aub P S 06/04 0.2 - 218 06/04 0.2 - 06/04 -
g Crachats Poy A M 06/04 0,5 - 4TS 06/04 0,5 - 06/04 nb col B c+ staph
4 Crachats Heu A S 06/04 0.3 - - 06/04 0.3 - 06/04 -
g Crachals Emo E M 06/04 0,5 - 2TS 06/04 0,5 - 06/04 -
6 Crachats Cob L P 06/04 0.5 - +J6 - M. abscessus 06/04 0.5 - 30 col 6éme j 30 et 37° 06/04 2col SaJ6:Z+ M. abscessus
7 Crachats Gui A M 06/04 1 100/ch +J2 30col 4j M. abscessus 06/04 1 <1 30 col 4éme j 06/04 J3 : nb col R Z+ M. abscessus
8 Crachats LefA M 18/04 0.4 - 50col 35j M. gordonae 18/04 0.4 50 col 35¢ j 30°
) Crachats Leb C S 18/04 0,5 - - - 18/04 0,5 - - 27104 -
10 Crachats Cha N M 18/04 0.5 - 50col 35j M. gordonae 18/04 0.5 50 col 35éme j 27/04 2 col e+
11 Crachats Cou D P 18/04 0,4 - - 1TS 18/04 0,4 - 2TS 27/04 levure
12 Crachats Die K M 18/04 0.7 - - 18/04 0.7 - 27/04 6 col c+
13 Crachats Goi D MP 18/04 0,5 - 4TS 18/04 0,5 2TS 27/04 -
14 Crachats Tru D MP 26/04 0,2 - - 2TS 26/04 0,2 - - 27/04 GC = ¢+ et PC = levures
15 Crachats Boe R 2 26/04 0,3 conta 4TS 26/04 0,3 - 27/04 -
16 Crachats Mar R P 26/04 0.4 - 1TS 26/04 0.4 - 27/04 -
17 Crachats Bar M MP 26/04 1 - 2T3 26/04 1 - 27104 -
18 Crachats BieV MP 26/04 0.6 - 4TS 26/04 0.6 - 27/04 -
19 Crachats Guil C M 26/04 0,3 4TS 26/04 0,3 - 27104 -
20 Crachats Mah A M 26/04 0,5 - +J4 100col 5j M. abscessus 26/04 0,5 - 30 col 5éme j 27/04 J2 : col granuleuse Z+
21 Crachats Tre J M 26/04 0,3 - - 26/04 0,3 - 27/04 PC =levures
22 Crachats Rur A S 26/04 0.2 - 178 26/04 27/04 -
23 Crachats Ang J M 26/04 0,2 - - 26/04 0,2 - 27/04 -

S : séreux ; M : muqueux ; P : purulent ; TP : trés purulent ; TS : tube souillé ; col : colonies ; R : rugueuses ; S : muqueuses

Annexe 2 : Données de 1’étude prospective (Avril 2012)
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Nom — Pré” om de Pétudia’ £ 1 .cceeeeiiiiiiiiiiiiiiitieeeeeeeeeeeeeeseesessossssssssssssssssssssssssssssssssssenee
Nom du Préside” t de JUTY ¢ oiiiniiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeteisstosesstssessssssssosesssssssssssssssssass

Date de Ja soute™ a° ce de 1a thesSe & cvvuuniiiiiiiiiiiiiiiiiiiettteiieeeeeeeeeesseeseeceseesssssssssccasssssscnes

VU, le Préside’ t de Jury,

VU, le Directeur de la Sectio® Pharmacie

De PUFR Médeci' e-Pharmacie de Roue’
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