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Définition



Rappel : les mycobactéries

• Classe : SCHIZOMYCETES

• Ordre : ACTINOMYCETALES

• Famille : MYCOBACTERIACEAE

• Genre : MYCOBACTERIUM (1 seul)

Espèces : Pathogènes stricts  Pathogènes opportunistes

Réservoir Homme ou animal malade Environnement 

Pouvoir pathogène STRICT OPPORTUNISTE

Transmission Interhumaine

CONTAGIOSITE

Pas de transmission 

interhumaine

Espèces -complexe "tuberculosis" 

(M.tuberculosis, M. bovis, 

M.africanum)

 tuberculose

-M. leprae lèpre

-100 espèces dont 20 

responsables d'infections 

(M. avium …) ="atypiques"

 mycobactérioses



Définition de la tuberculose

Infection par une mycobactérie du "complexe 

tuberculosis"



Taxonomie

• Genre Mycobacterium

• Espèces : complexe tuberculosis

– Mycobacterium tuberculosis

– africanum

– bovis

– microtti

– canetti

– caprae

– pinnipedii

– suricattae

– Mungi

– orygis



Caractéristique M. canettii M. tuberculosis 

Pathogénicité

très rares cas de tuberculose 

humaine (pas de 

transmission)

tuberculose humaine = 

pandémie

Distribution géographique

Aspect des colonies

lisses rugueuses

Divserité génétique
large (transfert horizontal de 

gènes)
restreinte

Origine de M.tuberculosis : M.canettii ? 

Mycobacterium tuberculosis, canettii homme

M. africanum, bovis (BCG), pinnipedii zoonose

M. microtti, caprae, suricattae, mungi, orygis animal



Bos, Nature, 2014



Caractéristiques générales des mycobactéries 
• Taille : 0,5  x 1-10 

• Exigences nutritionnelles
• Croissance lente (tps division = 20h)

• Paroi épaisse très riche en lipides 
et en acides mycoliques (90C)

– ACIDO ALCOOLO RESISTANCE (BAAR)
– Résistance naturelle à de nombreux 

antibiotiques et antiseptiques

• % GC élevé (65% sauf M. leprae 57,8%)

• Aérobie stricte (microaérophile)/sensible aux UV

• Habitat naturel = Humain  Pas de multiplication dans 
l'environnement

Diagnostic 

bactériologique 

difficile

Difficulté 

thérapeutique

(traitement 

difficile et

prolongé)



Paroi des mycobactéries



Impact du retard thérapeutique sur la 

mortalité

Greenaway, AJRCCM 2002



Impact de l’expertise hospitalière sur les performances 

diagnostiques de la tuberculose

>103,4-9,90,2-3,3

<0.00016%12%23%Décès

<0.000112%35%43%Délai traitement 

> 7 jours

<0.000116%58%56%Dg initial erroné

12722379N patients

277N hôpitaux

PTB pour 10 000 admissions

Greenaway, AJRCCM 2002



Et en France?

Tattevin, IJTLD 2012

Délai 1ers symptômes – 1ère consultation = 47 jours

Délai 1ère consultation – diagnostic = 48 jours

Délais longs



Diagnostic 

bactériologique



Diagnostic conventionnel en bactériologie
(1) les étapes 

J0

examen microscopique

J1

Culture/identification

J2

antibiogramme



Laboratoire L3

Accès sécurisé

via un sas
Pression

négative

Masque FFP2 en permanence

Manipulation sous

Poste de

Sécurité

Microbiologique



J0

examen microscopique
J3-M3

culture / identification

M1-2

antibiogramme

Diagnostic conventionnel
(1) les étapes de l’examen bactériologique 



Diagnostic 

bactériologique : 

prélèvements



Prélèvements : qualité, volume

• Warren AJRCCM 200

– Expectoration >5 mL Se=92%, <5mL Se=72%

• Alisjahbana, IJTLD 2005, Kahn Lancet 2007

– Education patient sur qualité prélèvement améliore 

sensibilité

Au moins 5 mL

Apprendre aux patients à produire une bonne expectoration



Contenance d’un « pot à crachat » ?

Laquelle de ces marques correspond à 5 ml ?

1

2
3

4

5

6

7

40 mL

 5 mm haut



Prélèvements : combien?
• Mase, IJTLD 2007

– Apport mineur de la troisième expectoration pour la sensibilité de la microscopie

• Nelson, JCM 1998

– Majorité de culture+ à 2 prélèvements

• Mathew, JCM 2002

– Pas de modification de la VPN avec une 

3ème expectoration

Multiplication des prélèvements améliore la sensibilité

Pour la microscopie, 2 prélèvements suffisent

Pour « éliminer » le diagnostic, 1 à 2 prélèvements suffisent



Récapitulatif prélèvements

• Expectorations = 2

• Si pas d’expectoration ou BAAR-

– Expectoration induite = LBA > Tubages 

– Probable intérêt des expectorations post-fibroscopie



Diagnostic 

bactériologique : 

microscopie



Recherche de BK dans les crachats par 

examen microscopique

Mycobacterium tuberculosis (BK):

1.  n’est pas présent dans la flore rhinopharyngée

2.  peut être coloré spécifiquement (structure originale de sa paroi) : 

coloration de Ziehl-Neelsen

avec la fuchsine phéniquée (colorant fort rose) qui n’est pas éliminée par 

la double action de l’acide et de l’alcool  (comme c’est le cas avec toutes les 

autres bactéries)

→ BK = bacilles colorés en rose 

autres bactéries = colorées en  bleu

Etape clé +++ 

Permet de dépister les formes les plus contagieuses (1/2 cas !)

Objectif de l’OMS = diagnostiquer 70% des tuberculoses M+



Mycobacterium tuberculosis

(bacille de Koch)



Différentes techniques de coloration

Ziehl Neelsen (x1000)                           Auramine (x250)

(15 min)                                                     (3 min)                

Seuil =

5x103-104 bacilles/ml

+ sensible

 Nouvelles sources de 

fluorescence = LED

- durée de vie longue

- robuste

- pas de nécessité de courant 

continu/chambre noire



Diagnostic 

bactériologique : 

culture



Diagnostic de la tuberculose 

(mise en culture)

• Indispensable car :
- plus sensible (10 à 100 BAAR/ml)

- permet seule l'identification

- permet la mesure de la sensibilité 

- permet le typage

• Impératifs : 
– décontamination si prélèvement contient une flore commensale (Δ

mycobactéries pas insensibles aux agents décontaminants 
surveiller le % culture contaminées)

– tubes fermés (pour éviter la dessiccation, contamination)

– exigences nutritionnelles +++ (milieux à l’œuf : Löwenstein-Jensen)

– à 37°C (+/- 30°C) plusieurs semaines



"classique" = milieux solides 

– LONG (au moins 3 semaines)

– FASTIDIEUX

Diagnostic de la tuberculose 

(mise en culture)



Diagnostic de la tuberculose 

(mise en culture)

Milieux liquides  gain de temps = 1 semaine 



Said JCM 2011

« Le test de grossesse de la tuberculose »



Test immunochromatographique d’identification de 

M. tuberculosis complex

BD MGIT® TBc BIOLINE TB Ag. MPT64®

15 minutes, facile et pas cher (~ 5 euros)

Said JCM 2011

Différents tests commercialisés : antigène MPT64 (!négatif chez BCG)



Complexe M. tuberculosis

• Genotype MTBC : identification membres complexe 

M. tuberculosis (++ M. bovis, R-pyrazinamide)



Diagnostic 

bactériologique : 

amplification génique



Diagnostic de la tuberculose 

maladie



La PCR

• Réaction de polymérisation en chaine

• PCR mise au point en 1983 par Karry Mullis

• L’amplification génique a pour but d’augmenter le nombre de 
copies d’un segment cible d’acide nucléique de manière à 
permettre sa détection

• Permet en théorie de détecter une molécule d’ADN

• Grand espoir pour le diagnostic de la tuberculose à partir des 
prélèvements



Performances de l’amplification génique dans 

le diagnostic bactériologique de la tuberculose

Tuberculose Sensibilité Spécificité Prévalence VPP VPN

M+ 98% 98% 85% 98% 90%

M- 72% 96% 5%a ? ?

2% b ? ?

Extra-

respiratoire (M-)

30% 98% 0,5% ? ?

a : pneumologie, SMIT, b : autres services



Performances de l’amplification génique 

dans le diagnostic bactériologique de la 

tuberculose BAAR -

Se = 72%

Sp = 96%

Culture + Culture -

Prévalence = 

5%

5 95

PCR + 3,6

(5x0.72)

3,8

(95x0.04)

PCR - 1,4

(5x0.28)

91,2

(95x0.96)

VPP = 3,6/(3,6+3,8) 

= 49%

VPN = 91,2/(91,2+1,4) 

= 98%

Que faire devant ce 

constat?



PCR : évolution des performances

Référence Type d’étude Technologie Sensibilité 

parmi M-

respiratoires

Sarmiento,

JCM 2003

Méta-analyse Plusieurs 72%



« At sites peforming alternatives nucleic acid-amplification testing, 

the sensitivity of the MTB/RIF test performed diectly on sputum was  

higher than that of Amplicor and similar to that of ProbeTec »



PCR : évolution des performances

Référence Type d’étude Technologie Sensibilité 

parmi M-

respiratoires

Sarmiento,

JCM 2003

Méta-analyse Plusieurs 72%

Boehme,

NEJM 2010

Etude prospective Xpert MTB/RIF 72%

Steingart,

Cochrane 2014

Méta-analyse Xpert MTB/RIF 67%



« For tuberculosis case detection, sensitivity of Xpert Ultra was

superior to that of Xpert in patients with paucibacillary disease »



PCR : évolution des performances

Référence Type d’étude Technologie Sensibilité 

parmi M-

respiratoires

Sarmiento,

JCM 2003

Méta-analyse Plusieurs 72%

Boehme,

NEJM 2010

Etude prospective Xpert MTB/RIF 72%

Steingart,

Cochrane 2014

Méta-analyse Xpert MTB/RIF 67%

Xpert MTB/RIF 46%

Attention aux effets d’annonce!

Pas d’amélioration de la sensibilité en 15 ans

Dorman, 

LID 2018

Etude prospective Xpert Ultra 63%



Attention à la spécificité

• Dorman, LID 2018 : Ultra vs MTB/RIF

Ultra = specificité plus basse → VPP plus basse?



• Zifodya, Cochrane Review, 2021

N cas 

détectés pour 

1000 tests

Prévalence (%)

2,5 10 30

Ultra Xpert Ultra Xpert Ultra Xpert

Vrais positifs 23 21 91 85 273 254

Faux négatifs 2 4 9 15 27 46

Vrais négatifs 932 959 860 886 669 689

Faux positifs 43 16 40 14 31 11

VPP 33% 57% 69% 86% 90% 96%

Attention à la perte de spécificité : baisse VPP sensible en particulier 

si faible suspicion



Est-ce que la PCR 

change le pronostic des 

patients tuberculeux?

• Di Tanna, Lancet Glob Health 

2019

• 5 essais, 8567 patients

• Impact sur mortalité à 6 mois?

Pas d’impact sur l’ensemble de 

la cohorte mais impact sur la 

sous-population VIH+



Comment améliorer la VPP de la PCR : 

de meilleurs prélèvements
• Jiang, IJTLD 2019

• Comparaison prélèvement sans consigne et explication 

importance purulence et volume>3mL

PCR+ associée à l’amélioration pré-analytique (27% vs 18%; p=0,001)  



Comment améliorer la VPP de la 

PCR : de meilleures indications
• Maitre, RMR 2021

• Analyse de la rentabilité des prélèvements respiratoires 

pour diagnostic par PCR

Aspiration bronchiques : N 1354

% positives en culture 38 (2,8%)

VPP théorique 70%

PCR faite sur X prélèvements 624 (46%)

VPP observée 89%

Stratégie PCR basée sur endoscopie bronchique avec prélèvements orientés 

par un expert

4,6 %C+ vs 1,6%

chez les non retenus 

p<0,05



Conclusion

• Pour faire un bon diagnostic il faut faire de bons prélèvements

• Diagnostic moléculaire à intégrer dans une stratégie diagnostique 

globale (pas de PCR « pêche à la ligne »)


