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R d s u m ~  

Les techniques de biologie moleculaire ont permis des progres 

importants dans la detection et I'identification des mycobacteries 

non tuberculeuses. La detection de certaines esp~2~ces telles 
que Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, 

Mycobacterium kansasfi et Mycobacterium malmoense 
est realisable par amplification genique directement a partir de 

I'echantillon, gr&ce a. une technique dont la sensibilite et la 
sp6cificit~ sont evalu~es respectivement & 92 0/o et 100 %. 

Actuellement, I'identification des mycobacteries non tuberculeuses 

& partir des cultures repose sur des techniques de biologie 

moleculaire que I'on peut classer en trois groupes. (I) Les sondes 

monosp~cifiques, technique sensible, de realisation aisee, rapide, 

bas~e sur une simple hybridation mais qui ne permet I'identification 

que de cinq esp~ces de mycobacteries. (11) Les techniques 

commercialisees n~cessitant une amplification suivie d'une 

hybridation sur un support solide, m~thode plus complexe que 

les sondes, mais qui permet I'identification de 16 & 28 especes 

de mycobact~ries. (111) Les syst~mes bas~s sur te sequenqage 

ou la restriction enzymatique, techniques qui restent du domaine 

des laboratoires specialises. 

Mycobact~r ies  non tuberculeuses - amplif ication genique - 

hybridat ion - Sd<luencrtage. 

S u m m a r y :  M o l e c u l a r  m e t h o d s  for  t h e  ident i f ica t ion  of  

n o n t u b e r c u l o u s  m y c o b a c t e r i a  

The molecular biology techniques allowed important progress 
in the detection and the identification of non-tuberculous myco- 
bacteria. The detection of certain species such as Mycobacterium 

avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii and 
Mycobacterium malmoense can be performed by nucleic acid 
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amplification directly from the sample, by using a technique for 
which the sensitivity and the specificity were respectively 
estimated at 92 % and 100 %. Now, the identification of non- 
tuberculous mycobacteria from the cultures is based on molecular 
biology techniques, which can be classified in three groups. 

I) Monospecific probes, based on DNA hybridization, are a 
sensitive, fast and simple method, but the commercial assays 
available are only able to identify five species of mycobactena. 
II) Techniques requiring amplification followed by a hybridization 
step on a solid support are more complex than probes, but are 

able to identify 16 to 28 species of mycobacteria. 
III) Systems based on sequencing or enzymatic restriction are 
implemented in reference laboratories. 

Non- tubercu lous  Mycobacter ia  - genic ampli f icat ion - 

hybridizat ion - sequencing.  

1. Introduction 

D i abords denommees ~ mycobacteries para-tuberculeuses ~, les 
mycobact~ries non tuberculeuses (MNT), encore appel~es 

mycobact~ries - environnementales - ou - Mycobacteria Other Than 
Tuberculosis ~ (MOl-r) en anglais, ont ~t~ decouvertes au d6but du 
XX e sit~cle. Mais ce n'est qu'en 1953 que Buhler et Pollak d~crivent 
deux cas d'infections dues & Mycobacterium kansasii. En 1959, 
Runyon propose une premiere classification de ces MNT, bas~e sur 
les caracteres ph6notypiques des colonies ; en 1979, Wolinsky modi- 
fie cette classification purement microbiologique en distinguant les pdn- 
cipales esp~ces potentiellement pathog6nes pour I'homme. Ces clas- 
sifications restent encore des references, mais I'av6nement ces 
dernieres annees des techniques de biologique mol6culaire a provo- 
que de nombreux bouleversements, avec I'identification de plus de 
100 especes de MNT. Ces nouvelles techniques ont permis des pro- 
gr(}s non seulement dans la taxonomie mais aussi dans I'identification 
des MNT. Or celle-ci est indispensable compte tenu des difficult6s 
diagnostiques et th~rapeutiques des mycobact6rioses. 

Auparavant, I'identification conventionnelle ~tait bas~e sur : 

- la morphologie de la bacterie a. la coloration de ZiehI-Neelsen. Toutes 
les MNT etant des ,, bacilles acido alcoolo r~sistants -. Cependant cer- 
taines M NT, en particulier les mycobact6ries & pousse rapide, peuvent 
~tre difficiles & colorer. La morphologie, pourtant diff6rente en culture 
selon I'espece (MAC en forme de coccobacilles, M. kansasfi, trapu 
en echelle ,,), est plus difficile & reconnattre dans I'~chantillon ; 
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- les caracteres culturaux : temps et temperature de pousse, pig- 
mentation des colonies & la lumiere et & robscurit6 ; 

- les caracteres biochimiques et enzymatiques : catalase thermo- 
r6sistante, reduction des nitrates, urease, hydrolyse du tween, 
b6ta-glucosidase, etc. 

Depuis le debut des ann6es 1990, les techniques de biologie mole- 
culaire ont connu un developpement industriel remarquable dans le 
domaine des mycobacteries, car il s'agissait en effet de r6duire le 
temps necessaire au diagnostic. Ces techniques peuvent ¢tre utilis6es 

diff6rents niveaux du diagnostic des mycobacterioses. 

2. Detection des mycobacteries 
non tuberculeuses par amplification 
genique directement 

partir de I'echantillon 

Alors que ce type de methode est utilise depuis des ann6es pour la 
detection du complexe M. tuberculosis, ce n'est que tres r6cemment 
qu'un kit commercialise (GenoType ® Mycobacteria Direct, Biocentric, 
HAIN), base sur les technologies NASBA et DNA Strip ®, permet la 
detection gen6tique directe & partir d'echantillons pulmonaires et extra 
pulmonaires (~ I'exception du sang) des cinq especes les plus fie- 
quemment isol6es en pathologie humaine : M. tuberculosis, 
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, M. kansasii et 
Mycoacterium malmoense (figure 1). 

Mycobacteria Direct ~ a permis I'identification de trois souches du com- 
plexe M. avium, de deux souches de M. kansasfiet d'une souche de 
M. malmoense. Ce test est rapide, facile ~. mettre en oeuvre et donc 
r6alisable dans un laboratoire de routine. II correspond parfaitement 
& rindication principale de I'amplification genique, c'est-~.-dire I'iden- 
tification des principales especes de mycobacteries & partir d'echan- 
tillons positifs ~. I'examen direct afin d'entreprendre une th6rapeutique 
adaptee dans les meilleurs d61ais. 

3. Identification des mycobacteries 
non tuberculeuses 

partir de la culture 

II faut rappeler quelques particularites sur la culture des M NT. Comme 
pour M. tuberculosis, la culture est realisee en milieux solides de 
Lowenstein-Jensen et de Coletsos. Les milieux liquides ont une sen- 
sibilit6 de detection elev6e et diminuent le delai d'obtention d'une 
culture positive par rapport aux milieux solides. Les milieux semi syn- 
th6tiques (7H9, 7H10 et 7H11 enrichis en OADC) ne sont utilis6s pour 
le diagnostic que dans des cas particuliers. Les milieux doivent 6tre 
incub6s ~ diff6rentes temperatures (30 °C, 37 °C et 42 °C) car 
Mycobacterium marinum et Mycobacterium abscessus par exemple 
ne poussent qu'& 30 °C, alors que la temperature optimale de pousse 
de Mycobacterium xenopiest de 42 °C. Theoriquement, les cultures 
doivent Ctre conserv6es deux & trois mois, except6 dans le cas o~J il 
y a une suspicion de Mycobacterium ulcerans ou de Mycobacterium 
haemophilum, pour lesquels la culture doit 6tre conserv6e beaucoup 
plus Iongtemps. En ce qui concerne les mycobacteries ~t pousse 
rapide, la culture ~. partir de I'echantillon est toujours plus Iongue que 
les subcultures. 
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Le mode op6ratoire comporte trois phases : extraction de I'ARN par 
capture sur billes magnetiques ~. partir d'echantillons d6contamines, 
amplification par la technique NASBA (nucleic acid sequence based 
amplification) et hybridation inverse. Le kit contient tousles compo- 
sants n6cessaires & la mise en oeuvre de ces 6tapes. 

Dans une 6tude r6cemment publi6e par Franco-Alvarez [3] et realis6e 
& partir de 134 echantillons respiratoires et extra-pulmonaires, la sen- 
sibilite de ce test 6tait de 92 % et sa specificite etait de 100 %. 
Concernant la detection des bacilles tuberculeux, les auteurs ne met- 
talent pas en evidence de difference significative avec le systeme 
Cobas Amplicor, MTB, technique se limitant & la detection du com- 
plexe M. tuberculosis. En revanche, la m6thode ,, GenoType 

4. Identification des mycobacteries 
non tuberculeuses 

Actuellement, les techniques de biologie moleculaire ont supplant6 les 
methodes d'identification classique (caracteres culturaux et bio- 
chimiques, analyse des acides mycoliques). Les techniques conven- 
tionnelles restent cependant utiles pour orienter I'identification. Les 
techniques genotypiques peuvent etre class6es en trois groupes : 

- les sondes monospecifiques ; 

- les systemes awes amplification et hybridation sur un support solide ; 

- les systemes bases sur le s6quen(;age ou la restriction enzymatique. 

Certaines de ces techniques sont commercialis6es, d'autres restent 
reservees ~ des laboratoires sp6cialises. Toutes ces techniques peu- 
vent etre r6alis6es ~. partir de cultures en milieu liquide ou en milieu 
solide. 

4.1. M e t h o d e s  avec  kits c o m m e r c i a l i s e s  

4.1.1. ,4ccuprobe (GenProbe, bioMdrieux) 

II s'agit du premier test de biologie mol6culaire developpe et com- 
mercialis6 pour ridentification rapide des mycobacteries & partir des 
cultures. II s'agit d'une technique d'hybridation directe r6alis6e ~ I'aide 
de sondes ADN complementaires de cibles d'ARNr 16S. Les sondes 
froides marquees par un ester d'acridinium permettent le diagnostic 
du complexe M. tuberculosis et des MNT les plus fr6quemment 
identifiees au laboratoire : M. avium, M. intrace//u/are, M. kansasii et 
M. gordonae. Ces sondes sont tres specifiques [10]. L'identification 
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