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Résumé

La tuberculose est due au complexe M. tuberculosis, dont la croissance lente
entraine un long délai de rendu des tests phénotypiques utilisés pour le diagnostic

bactériologique.

La biologie moléculaire a réduit considérablement ce délai, notamment grace au
déploiement de la méthode Xpert® MTB/RIF (Cepheid), qui permet de détecter le
complexe M. tuberculosis et la résistance a la rifampicine en 2 heures. D’autres tests
détectant en plus la résistance a I'isoniazide et aux antituberculeux de seconde ligne
ont été développés. Cependant, les performances de ces tests sont nettement moins
bonnes si 'examen microscopique est négatif. Il est donc crucial de restreindre leur
indication aux fortes suspicions cliniques. Les tests de détection de la résistance
n’explorent que certaines positions caractérisées ; or toutes les mutations
responsables de l'acquisition de résistance ne sont pas connues. De plus, les
performances sont variables pour les différents antituberculeux. L’avénement du
séquencage génomique est une perspective prometteuse. La faisabilité en routine
doit encore étre évaluée et I'analyse des données reste a standardiser. L’essor des
techniques de biologie moléculaire a révolutionné le diagnostic de la tuberculose et
de la résistance. Cependant, elles restent des tests de dépistage dont les résultats

doivent étre confrontés aux méthodes phénotypiques de référence.

Mots-clés (5) : tuberculose, diagnostic, biologie moléculaire, valeur prédictive des

tests, antituberculeux



Place de la biologie moléculaire dans le diagnostic de la tuberculose

Molecular diagnosis of tuberculosis

Summary

Tuberculosis is caused by the M. tuberculosis complex. Its slow growth delays the
bacteriological diagnosis based on phenotypic tests. Molecular biology has
significantly reduced this delay, notably thanks to the deployment of the Xpert®
MTB/RIF method (Cepheid), which detects the M. tuberculosis complex and
rifampicin resistance in 2 hours. Other tests detecting isoniazid and second-line
antituberculous drugs resistance have been developed. However, the performances
of molecular tests are significantly reduced if the acid-fast bacilli microscopy
screening is negative. It is therefore crucial to limit their indication to strong clinical
suspicions. Resistance detection tests only explore characterized positions; however,
not all drug-resistance mutations are known. Moreover, the performances vary for the
different antituberculous drugs. The advent of genomic sequencing is promising. Its
integration in routine-workflow still needs to be evaluated and the data analysis
remains to be standardized. The rise of molecular biology techniques has
revolutionized the diagnosis of tuberculosis and resistance. However, they remain

screening tests; results have to be confirmed by phenotypic reference methods.

Key-words (5): tuberculosis, diagnosis, molecular biology, predictive value of tests,

antitubercular agents



La tuberculose est une infection due aux bactéries du complexe Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis sensu stricto ou bacille de Koch, M. bovis, M.
africanum, M. cannetii, M. origyis, M. caprae). Le diagnostic bactériologique repose
depuis la premiére description de M. tuberculosis sur des techniques phénotypiques.
Ces derniéeres s’attachent a caractériser le comportement de la bactérie :
modification aprés coloration, croissance dans certains milieux de culture en

présence ou pas d’antibiotiques, etc.

En dehors de I'examen microscopique aprés coloration, toutes ces techniques
nécessitent une phase de croissance in vitro (également appelée culture). Compte-
tenu de la lenteur de division de M. tuberculosis (environ 12 a 24 h) [1], la détection
d’'une culture positive se fait aprés un délai qui se compte en semaines. Les
stratégies diagnostiques et thérapeutiques se sont adaptées a cette lenteur et ont en
particulier inclus I'absence de connaissance de la sensibilité aux antibiotiques au
début du traitement, conduisant a la quadrithérapie actuelle qui permet de s’assurer

de l'activité contre les souches sensibles mais également résistantes a l'isoniazide.

1. Diagnostic de la tuberculose maladie

Les tests génotypiques reposant sur I'amplification et la détection des acides
nucléiques (ADN ou ARN) permettent de s’affranchir de I'étape de culture et donc
d’envisager un raccourcissement des délais de diagnostic de la tuberculose. En
pratique ces tests se sont avérés tout a fait performants sur des prélévements avec
bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) a I'examen microscopique et ont permis
dans ces cas de confirmer que ces BAAR appartenaient bien au complexe M.

tuberculosis et non pas a une espece de mycobactérie non tuberculeuse. Les
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performances sont beaucoup moins bonnes sur les prélevements dans lesquels on
ne voit pas de BAAR a I'examen microscopique. En effet, parmi ces derniers la
proportion de ceux qui contiennent effectivement des bacilles tuberculeux (qui seront
in fine positifs en culture) est tres faible, soit de I'ordre de 5%. Par conséquent, les
guelques faux positifs générés par le petit manque de spécificité des tests
génotypiques se trouvent étre aussi nombreux que les quelques vrais positifs. La
valeur prédictive positive (VPP) de ces tests sur prélevements BAAR négatifs est
donc trés faible. Devant ce constat, deux pistes d’amélioration sont possibles : 1)
Améliorer les performances intrinseques des tests génotypiques et 2) Mieux cibler

les indications de ces tests.

L’amélioration des performances des tests est difficile a apprécier a la lecture de la
littérature. En effet, les premiéres études d’un test sont souvent trés encourageantes
par rapport aux performances constatées en routine. Le tableau 1 montre I'évolution
de la sensibilité sur plusieurs générations et met en évidence une grande
hétérogénéité. Si la derniére version du test Xpert® MTB/RIF dite Ultra semble
présenter une meilleure sensibilité par rapport a la version originale, il faut savoir que
ce gain de sensibilité s’est fait au prix d'une moins bonne spécificité qui va donc se
traduire par une nouvelle baisse de la VPP [2,3]. L’'augmentation de sensibilité peut
donc avoir un intérét dans des pays de prévalence élevée de tuberculose tandis que

dans des pays de faible prévalence, c’est la spécificité qui est la plus importante.

L’option la plus réaliste pour améliorer la VPP est de bien sélectionner les indications
des tests génotypiques pour le diagnostic de tuberculose. De ce fait la probabilité de
tuberculose dite pré-test étant améliorée, la VPP s’améliorera aussi. Par exemple, si
le test Xpert® MTB/RIF est fait en France sur un patient HIV+, SDF, avec toux

depuis plus de deux semaines [4] la VPP devrait monter a 92%. En pratique, si un tel
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test a été fait sur un patient ayant une faible suspicion clinique et qu’il revient positif,
il convient de refaire le test sur un autre prélevement avant de retenir le diagnostic.
Un tel raisonnement est appliqué couramment depuis des années pour la sérologie

VIH.

Points forts a retenir : La biologie moléculaire permet de réduire considérablement
le délai diagnostique de la tuberculose. Cependant, les performances des tests sont
nettement moins bonnes dans le cas d’'un examen microscopique négatif. Ainsi, il est
crucial de bien cibler les indications du diagnostic moléculaire en fonction du niveau

de suspicion clinique et des résultats de 'examen microscopique.

2. Diagnostic de la résistance aux antituberculeux

La résistance aux antituberculeux émerge quand un traitement est administré en
monothérapie, on parle alors de résistance acquise ou secondaire. Un patient
hébergeant une telle souche peut s’il a une tuberculose contagieuse, contaminer son
entourage qui aura alors une tuberculose avec résistance d’emblée, on parlera alors
de résistance primaire. Du fait de cette transmission interhumaine, il n'est pas
possible de prévoir la sensibilité aux antibiotiues devant un nouveau cas de
tuberculose (a part si on connait le contaminateur), et il est donc indispensable de

réaliser une mesure de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme).

Comme pour l'identification, la premiére méthode décrite et qui reste la référence a
ce jour, est une méthode phénotypique. Il s’agit de la méthode des proportions. |l faut
rappeler ici que c’est une méthode mise au point en France et dont I'article princeps

a été publié dans I'ancétre de la Revue des Maladies Respiratoires qui s’appelait




alors la Revue de Tuberculose et de Pneumologie [5]. Sans rentrer dans les détails
de cette méthode, il faut savoir qu’elle a été élaborée pour dépasser une complexité
propre a la tuberculose qui est la lenteur du processus de sélection de mutants
résistants. Cette lenteur a pour conséquence la coexistence pendant plusieurs mois
de bacilles résistants et sensibles chez un méme patient. La méthode des
proportions mesure précisément cette proportion de bacilles résistants au sein de la
population bacillaire totale. Par convention il a été défini une proportion critique de
bacilles résistants au sein de de la population totale de 1%. Quand la population
bacillaire résistante dépasse 1% de la population totale, la souche est catégorisée

comme résistante.

L’'inconvénient des méthodes phénotypiques est leur délai, le résultat est en général
disponible 1 a 2 mois apres le début du traitement. Le diagnostic génotypique de la
résistance aux antituberculeux repose lui, sur la mise en évidence de mutations dans
des genes impligués dans la résistance. Les tests moléculaires de détection de la
résistance aux antituberculeux ont permis de considérablement diminuer le délai de
rendu, en I'abaissant a 2-3 jours. Ces tests nécessitent donc de connaitre les genes
impliqués dans la résistance et I'impact de chaque mutation sur celle-ci. C'est la
raison pour laquelle, les tests commercialisés en France reposent sur I'analyse de
certaines positions qui sont connues comme impliquées dans la résistance.
L’avantage de cette approche est que la spécificité est en général tres bonne mais
pas la sensibilité, ce qui se traduit par une bonne VPP mais une moins bonne VPN.
Dit autrement, ces tests font le diagnostic de la résistance mais pas de la sensibilité
aux antibiotiques. Les kits commercialisés en France (tels que les kits Genotype®

MTBDRplus et MTBDRsI, Hain Lifesciences) peuvent étre utilisés avec de 'ADN



hY

extrait a partir de colonies bactériennes obtenues par culture mais également

directement a partir de prélevements cliniques.

Le test le plus répandu est celui qui fait le diagnostic de la résistance a la rifampicine.
Il repose sur I'analyse d’'une petite portion du géne rpoB (qui code la sous unité béta
de 'ARN polymerase qui est la cible de la rifampicine). La premiére démonstration de
la possibilité de ce diagnostic génotypique date de 25 ans [6], mais Cest la
technologie totalement automatisée de PCR en temps réel Xpert® MTB/RIF
(Cepheid) qui, il y a une dizaine d’années, a démocratisé ce diagnostic en le rendant
accessible a des laboratoires non équipés pour le diagnostic moléculaire [7]. Ce test,
gui permet en environ 2 heures de détecter a la fois le complexe M. tuberculosis et la
résistance a la rifampicine, est désormais recommandé en France pour tout nouveau
cas de tuberculose qu’il soit diagnostiqué par culture ou sur prélévement par
'examen microscopique (BAAR +) [8]. Cette recommandation est rendue possible
par la diffusion large de la technique Xpert® MTB/RIF et est justifiée par le fait que
90% des souches résistantes a la rifampicine le sont aussi a l'isoniazide et sont donc
multirésistantes. Leur identification rapide permet donc de mettre en route
précocement une prise en charge diagnostique et thérapeutique adaptée, mais aussi
de prévenir la sélection de bacilles résistants. Il faut toutefois noter que les limites
annoncées plus haut s’appliquent ici aussi. Un diagnostic de résistance a la
rifampicine chez un patient sans facteurs de risque de résistance, a 1 chance sur 2
d’étre un faux résistant. Il convient dans ce cas de figure de répéter le test,

idéalement sur un autre préléevement avec une autre technique.

S’agissant des autres antituberculeux, les performances sont variables allant de
bonnes pour lisoniazide et les fluoroquinolones a médiocres pour la kanamycine ou

I'éthambutol (cf tableau 2). On voit donc que le diagnostic génotypique des
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résistances aux antituberculeux a fait de grands progrés et permet aujourd’hui une
accélération du diagnostic des résistances. Il faut toutefois connaitre quelques limites
de ces tests : 1) tous les mécanismes de résistance ne sont pas connus, les tests
actuels ne reposant que sur I'analyse d’une portion du génome ont par définition une
sensibilité <100% [9], 2) certaines mutations ne conferent pas la résistance voire
peuvent conférer une sensibilité accrue [10-12], 3) toutes les mutations ne sont pas
équivalentes dans le niveau de résistance qu’elles entrainent, 4) les techniques
génotypiques ont des performances médiocres en cas de population hétérogéne qui
est la situation pour laquelle la méthode des proportions a été mise au point (cf
supra) [13-15]. Pour toutes ces raisons, les tests génotypiques de diagnostic de la
résistance aux antituberculeux doivent étre considérés aujourd’hui comme des tests
de dépistage qui nécessitent la confirmation par la technique de référence qui reste

I'antibiogramme phénotypique.

Enfin, les techniques de séquencage complet du génome permettent en théorie de
s’affranchir des limites des tests actuels puisqu’au lieu de n’étudier qu’une portion du
génome, elles I'analysent entierement. Cependant, les données générées par ces
nouvelles techniques sont volumineuses, et nécessitent [I'implémentation
d’algorithmes d’analyse standardisés. Les premiéres études montrent effectivement
des performances meilleures mais qui ne sont pour l'instant pas encore applicables
en routine car 1) elles restent hétérogénes d’'une étude a lautre [16,17], 2) des
résultats prometteurs n’'ont pas encore été confirmés dans des études de routine

prenant en compte les délais de prise en charge des patients [18,19].

Points forts a retenir: L’antibiogramme phénotypique reste la méthode de
référence pour le diagnostic de la résistance aux antituberculeux. Cependant, son

délai de rendu est long (un a deux mois). Les tests moléculaires de détection de la
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résistance aux antituberculeux qui sont trés spécifigues mais peu sensibles, ont
permis d’abaisser considérablement ce délai a 2-3 jours. La technologie Xpert®
MTB/RIF (Cepheid) a permis a de nombreux laboratoires de faire le diagnostic de la
résistance a la rifampicine. Ce test est désormais recommandé en France pour tout
nouveau cas de tuberculose du fait de la probabilité trés élevée de multirésistance en
cas de détection de résistance a la rifampicine. Cependant, les tests moléculaires
restent des tests de dépistage dont les résultats doivent étre confirmés par

I'antibiogramme phénotypique.

Intéréts en lien avec le theme du manuscrit : aucun
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Tableau 1 : sensibilité des tests génotypiques pour la détection de M. tuberculosis
complex parmi des prélevements respiratoires sans BAAR a I'examen microscopique

(M-) [2,7,20,21]

Référence Type d’étude Technologie Sensibilité parmi M-
respiratoires

Sarmiento, Méta-analyse Plusieurs 72%

JCM 2003

Boehme, Etude prospective Xpert® MTB/RIF 72%

NEJM 2010

Steingart, Méta-analyse Xpert® MTB/RIF 67%

Cochrane 2014

Dorman, Etude prospective Xpert® MTB/RIF 63%

LID 2018 Ultra

Chakravorty, Mbio Etude prospective et Xpert® MTB/RIF 79%

2017 rétropsective Ultra

Opota, JCM 2019 Etude prospective Xpert® MTB/RIF 92%

Ultra
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Tableau 2: sensibilité et spécificité des tests Xpert® MTB/RIF, MTBDRplus et
MTBDRsI pour le diagnostic de la résistance aux antituberculeux [22—25]

Gene cible Test Sensibilité Spécificité
rpoB MTBDRplus | 98% 99%
Rifampicine
Xpert® 94% 98%
MTB/RIF
Isoniazide katG, MTBDRplus | 84% 99%
promoteur
d’inhA
Fluoroquinolones gyrA, 87% 97%
(95%V2)
gyrB (V2)
Amikacine res 83% 99%
Kanamycine s, 44% (91% 99%
MTBDRsl|
V2)
Promoteur
d’eis (V2)
Capréomycine res 82% 97%
Ethambutol embB 68% 80%
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