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RESUME ANALYTIQUE / FAITS MARQUANTS

L'activité d’expertise microbiologique du CNR-MyRMA a été relativement stable en 2022 par rapport a 2021. La
surveillance des infections @ mycobactéries, effectuée grace a des réseaux de laboratoires partenaires, a été
marquée par une augmentation en 2021 du nombre de cas de méningite tuberculeuse chez les enfants < 5 ans
(7 cas dont 4 nés en France). Le nombre de cas d'infection a M. bovis est en légere baisse. Pour M. tuberculosis,
la résistance aux antituberculeux est en légere régression que ce soit chez les nouveaux cas ou chez les cas
déja traités et ceci quel que soit le pays de naissance. Le nombre de cas de tuberculose a bacilles multirésistants
est en hausse significative par rapport a 2021, et 2022 est marquée par une augmentation du nombre de cas en
provenance d’Ukraine. Le CNR a regu en 2022 65 souches de M. tuberculosis a bacilles MDR dont 19% étaient
également résistants aux fluoroquinolones et 6% a la bédaquiline. Le nombre de cas de Iépre enregistré au CNR
a augmenté (48 cas dont 32 nouveaux cas) a la fois pour les cas présents en France métropolitaine (n=18) et
dans les DROM (n=14). Le CNR-MyRMA a participé a I'exploration d’une épidémie de tuberculose mono-
résistante a la rifampicine dans un DROM et de 2 épidémies persistantes de tuberculose a bacilles MDR en
métropole. De plus, le CNR a contribué aux travaux concernant quatre alertes d’infections a mycobactéries non
tuberculeuses (MNT) dont une alerte européenne de cas d’endocardites et une de cas groupés d'infections
iatrogénes a M abscessus subsp. massiliense. Finalement, I'activité de conseil dans le cadre de réunions
pluridisciplinaires s'est consolidée avec notamment 4/5 des cas de tuberculose a bacilles MDR discutés en RCP
et une légére augmentation des demandes lors des RCP mensuelles pour la Iepre et pour les infections @ MNT.
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EXECUTIVE SUMMARY / HIGHLIGHTS

The NRC for mycobacteria and resistance to antimycobacterial agents receives usually between 500 and 800
solicitations for expertise, and 2022 was like the previous years. The surveillance activities of the NRC are
performed through two laboratory networks. Highlights are the following: (i) increase in tuberculosis (TB)
meningitis (7 cases) in children < 5y. 0. in 2021, including four children born in France, (i) a decrease in TB
cases due to M. bovis, (iii) a global decrease in antimicrobial resistance in new and previously treated TB cases
diagnosed in France in 2021. The absolute number of multidrug resistant (MDR) TB cases, however, increased
significantly in 2022, with more cases from Ukraine. Amongst the 65 MDR-TB strains received in 2022, 19%
displayed additional resistance to fluoroquinolones and 6% to bedaquiline. We also observed a slight increase in
the number of leprosy cases, with 48 cases reported to the NRC, including 32 new cases, among which 18 were
diagnosed in Metropolitan France and 14 in Overseas French territories (OFT). The NRC helped in investigating
TB outbreaks: one with M. tuberculosis strains monoresistant to rifampicin in OFT, and two with MDR-TB in
Metropolitan France. The NRC also collaborated to the investigations of four alerts concerning infections due to
non-tuberculous mycobacteria (NTM), among which one European alert about bioprothesis endocarditis, and one
outbreak of four infections after subcutaneous injection due to M abscessus subsp. Massiliense. The clinical
advice activities relied on 3 consilia, that were very active in 2022 with 4/5 of MDR-TB cases of the year
discussed and a slight increase in the demand for leprosy cases and infections due to NTM.
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1 Missions et organisation du CNR

1.1 Organigramme du CNR-MyRMA

Centre National de Référence des Mycobactéries
et de la Résistance aux Antituberculeux

Directeur
Jérome ROBERT
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Alexandra AUBRY
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Site APHP.Sorbonne-Université
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Laboratoire Coordonnateur @
. Responsable E. CAMBAU

Responsable J. ROBERT

Faiza MOUGARI

https://cnrmyrma.fr

Directeur : Pr Jérome ROBERT, Fédération de Bactériologie-Hygiéne, Site Pitié-Salpétriere, APHP.Sorbonne
Université — jerome.robert@cnrmyrma.fr

Cadre : Nathalie BACON, Fédération de Bactériologie-Hygiene, Site Pitié-Salpétriére, APHP.Sorbonne Université
- nathalie.bacon@aphp.fr

Secrétariat : téléphone : 01 42 16 20 70 - télécopieur : 01 42 16 20 72

Directeur du Laboratoire associé : Pr Emmanuelle CAMBAU, Service de Mycobactériologie spécialisée et de
référence, Site Bichat, APHP GHU Nord-Université Paris Cité — emmanuelle.cambau@cnrmyrma.fr
Secrétariat : Isabelle DUPRIEZ, téléphone 0140256351 - télécopieur 0140256350

Courriel générique : cnrmyrma@cnrmyrma.fr
Courriel du laboratoire associé : cnrmyrma.bichat@cnrmyrma.fr
Site internet : https://cnrmyrma.fr

1.2 Mission et Organisation

Les missions sont définies dans le cahier des charge général et spécifique du CNR et sont reprises sur le site
internet du CNR-MyRMA ( https://cnrmyrma.fr/2022/02/06/les-missions-du-cnr-myrmal ) et de Santé publique
France.

Pour y répondre, le CNR-MyRMA s’appuie sur deux laboratoires complémentaires.

Ses missions spécifiques sont définies par Santé publique France (voir site de Santé publique France) lors de
I'appel d'offre 2023-2027 et sont groupées en 4 thématiques.
1. Expertise :
o endéveloppant et en évaluant les nouvelles techniques de diagnostic de la maladie et de
linfection tuberculeuse ainsi que le diagnostic des infections & mycobactéries atypiques et a
mycobactéries dites rares ;
o en développant 'analyse génomique des souches ;
o endéveloppant une collection de souches ;
o enidentifiant les souches de mycobactéries du complexe tuberculosis et les autres espéces de
mycobactéries adressées par les laboratoires ;
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o en étudiant la sensibilité des souches mono, multi et ultra résistantes, y compris vis-a-vis des
anti-infectieux non utilisés usuellement, en développant les techniques adaptées, notamment
les méthodes moléculaires de diagnostic rapide ;

o en contribuant a I'étude des mécanismes de résistance aux antituberculeux ;

o en participant au contrdle de qualité des tests de sensibilité aux antituberculeux pratiqués par
les laboratoires de biologie médicale

o en assurant un appui méthodologique au diagnostic aux biologistes confrontés a des souches
résistantes et un appui thérapeutique aux cliniciens/centre de lutte antituberculeuse pour
I'établissement de protocoles de traitement/prophylaxie intégrant les infections tuberculeuses et
adaptés aux souches en cause dans la maladie.

2. Conseil :

o en contribuant & 'expertise pluridisciplinaire pour la prise en charge des infections a

mycobactéries non tuberculeuses le nécessitant
3. Contribution a la surveillance épidémiologique, en lien avec I'agence nationale de santé
publique :

o en contribuant & la surveillance de la méningite tuberculeuse, des mycobactérioses et de la
lepre ;

o en contribuant a l'investigation des cas groupés ou d'épidémies en réalisant I'identification, le
typage moléculaire et I'étude de la sensibilité aux anti-infectieux des souches de
mycobacteéries;

o en contribuant & la surveillance de la résistance primaire et secondaire aux antituberculeux et
de la résistance multiple de M. tuberculosis, en s’appuyant sur les réseaux existants et en
veillant a leur représentativité ;

o en contribuant & la surveillance des issues de traitement des cas de tuberculose a bacille multi-
résistant et a 'amélioration sur la description du suivi des patients ;

o en contribuant & I'évolution des outils et dispositifs de surveillance de la tuberculose (infection
et maladie);

o en participant avec I'agence nationale de santé publique aux systemes de surveillance
européens et internationaux.

4. Contribution a l'alerte :

o ensignalant a 'agence nationale de santé publique tout événement inhabituel : augmentation
inhabituelle de cas ou modification de leurs caractéristiques ; apparition de cas groupés ;
modification des formes cliniques (répartition, modification de leur expression clinique, formes
inhabituelles), modification des profils de résistance ; apparition de souches inhabituelles ; etc.

1.3 Démarche Qualité

Les 2 laboratoires du CNR-MyRMA se sont inscrits depuis 2013 dans la démarche d'accréditation selon la norme
ISO EN 15189 dans le cadre du processus général enclenché par leur hopital respectif.
Chacun des 2 laboratoires est accrédité a travers son Département Médical et Universitaire (DMU) de Biologie
médicale. Le DMU est enregistré au COFRAC comme un laboratoire unique. Les certificats d’accréditation sont
disponibles en ligne sur le site du COFRAC aux adresses ci-dessous :

- pour le Laboratoire coordonnateur : Pitié -Salpétriére : n° 8-3253, hitps://tools.cofrac.fr/annexes/sect8/8-3253.pdf
- pour le laboratoire associé :
Depuis 2020 : site Bichat, N° 8-3490, https://tools.cofrac.fr/annexes/sect8/8-3490.pdf

Pour le laboratoire de la Pitié qui est en portée flexible, une demande d’extension de la portée a été faite en octobre
2020 pour la recherche de mycobactéries : lecture de frottis au microscope optique, ensemencement sur milieux
liquides et solides, identification et sensibilité aux antibiotiques (lignes de portée BM MG03, MG07, MG08, MG11,
MG12, BA2). Une visite Cofrac a eu lieu en 2022 pour le laboratoire de la Pitié, mais cette visite n'a pas concerné
la Bactériologie.

Pour le laboratoire de Bichat, une demande a été faite pour I'étude des ADN de mycobactéries par WGS (extension
BM BAO03) et pour le Test Quantiferon TB : test ELISA pour le diagnostic de tuberculose mesurant la production
spécifique d'interféron gamma (stimulation en sang total, BM MG14).
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2 Activités d’expertise

2.1 Evolution des techniques

La détermination des concentrations minimales inhibitrices des antituberculeux est développée dans le cadre du
comité spécifique EUCAST des antimycobactériens (https://www.eucast.org/ast_of_mycobacteria) dont
Emmanuelle CAMBAU est responsable.

Les deux laboratoires du CNR font partie du réseau Eucast-Amst pour tester les nouveaux protocoles visant a
harmoniser et standardiser I'évaluation in vitro des antituberculeux pour faciliter la mise sur le marché des nouveaux
antituberculeux en accord avec I'Agence Européenne du médicament. En 2022, le travail de EUCAST-AMST a
porté sur la bédaquiline et le delamanide.

De plus, une étude de calibration est en cours pour valider les tests de sensibilité faits avec la technique proposée
par Becton-Dicskinson (MGIT 960) pour la bédaquiline, la clofazimine, le linézolide et la Iévofloxacine. Cette étude
se prolongera en 2023.

2.2 Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trousses

1-  Evaluation du kit Cepheid Xpert® MTB/XDR

Cette évaluation en cours depuis 2021 vise a tester dans le cadre des activités du CNR, l'intérét du kit
Xpert® MTB/XDR qui est un test multiplex PCR identifiant des mutations dans les génes d'intéréts pour
la résistance a [lisoniazide, aux fluoroguinolones, aux aminosides et a ['éthionamide.
L'évaluation se fait selon 3 axes : i) analyse de souches de collections du CNR-MyRMA qui ont des profils
de résistance particuliers ; ii) analyse des souches ou prélévements suspects de tuberculose MDR ou
Rifampicine résistante, adressés par les laboratoires correspondants au CNR pour tests complémentaires
; iii) utilisation sur les prélevements / souches des malades hospitalisés a APHP.Sorbonne Université pour
suspicion de tuberculose.

Cette évaluation sera terminée en 2023 et I'analyse des résultats est en cours.

2-  Evaluation multicentrique des tests de sensibilités en plaques Sensititre RAPMYCO et
SLOWMYCO (ThermoFisher)
Dans le cadre du réseau EUCAST-AMST, nous avons comparé les résultats obtenus par 12 laboratoires
européens pour les CMI des antibiotiques obtenus avec les tests Sensititre RAPMYCO et SLOMYCO
commercialisés par la société ThermoFisher. Chaque laboratoire a rapporté les valeurs obtenues dans
le cadre du diagnostic de routine sur des souches de M. avium complex et de M. abscessus. Au total les
résultats obtenus pour 1271 souches de M. avium, 415 de M. intracellulare, et 1014 de M. abscessus
ont été distribués et les concentrations dites ECOFF (epidemiological cutoff, qui représente la valeur qui
englobe 95% des CMI des souches sauvages, sans mécanisme de résistance, pour un antibiotique) ont
été mesurées. Ce travail a permis de montrer que la concentration ECOFF de clarithromycine était < ou
=16 mg/L pour M. avium, < ou = 8 mg/L pour M. intracellulare, et < ou = 1 mg/L pour les souches de M.
abscessus sans résistance inductible aux macrolides. Cela a aussi montré que la concentration ECOFF
d’amikacine était < ou = 64 mg/L pour M. avium complex et de M. abscessus. Il a été aussi remarqué les
valeurs déterminées pour les autres antibiotiques par le CLSI n’étaient pas cohérentes. En conclusion, il
est fortement suggéré que EUCAST doit déterminer une méthode de référence, afin que les valeurs
ECOFF sur les autres antibiotiques puissent étre déterminées et que le test commercial puisse étre
calibré par rapport a cette méthode de référence. En attendant nous conseillons de ne pas utiliser les
concentrations critiques (breakpoints) publiées par le CLSI pour donner la sensibilité des souches aux
antibiotiques, mais plutét donner la valeur de la CMI.

2.3 Techniques transférées vers d'autres laboratoires

Les techniques transférées vers d’autres laboratoires correspondent a celles figurant dans la liste des techniques
commercialisées recommandées par le CNR-MyRMA aux laboratoires pratiquant la mycobactériologie en annexe
2.
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2.4 Collections de matériel biologique

En 2022, le CNR a enrichi ses collections avec :

- les souches de M. tuberculosis multirésistantes isolées en 2022,

- les souches M. tuberculosis regues pour identification et/ou test de sensibilité aux antibiotiques,
- les souches de MNT regues pour identification et/ou test de sensibilité aux antibiotiques,

- les prélévements regus dans le cadre du diagnostic de la [épre

Détails en annexe 1.

2.5 Activités d’expertises

Jusqu'a présent, nous n'avons pas pu mesurer de délais “habituels” de rendu des résultats car chaque cas est pris
en charge de fagon spécifique par rapport au probléme clinique, épidémiologique ou microbiologique qu'il nous est
demandé de résoudre.

Tous les prélevements et les souches qui nous sont transmis sont enregistrés a leur arrivée dans le SIL des
laboratoires, ce qui permet leur suivi et la tracabilité des examens réalisés.

En plus du temps de subculture qui dépend de I'espéce de mycobactéries considérée (3 jours a 6 mois), il faut
tenir compte des paramétres variables suivants : contamination des milieux contenant la souche nécessitant une
seconde subculture, rareté de 'espéce considérée faisant appel a I'application de techniques "maisons” ou de
recherche, besoin de vérification de résultats rares ou mettant en jeu le pronostic du patient. Nous essaierons
une évaluation globale informatique lorsque notre SIL aura évolué en 2024 (passage en version Glims V9).

Nous n’avons pas non plus les informations détaillées complétes de la provenance des souches, et
prélévements, car 'analyse du “demandeur” navait pas été programmée dans nos requétes d’analyse en 2022,
mais nous essaierons de le programmer pour 'année 2023. Nous proposons une vision agrégée de ces
données.

2.5.1 Résumé des activités d’expertise microbiologique

Le nombre de souches et prélévements et fiches de données regus par le CNR-MyRMA est résumé dans le

Tableau 1.
Tableau 1. Evolution des activités d’expertise du CNR- MyRMA de 2017 a 2022

Souches soumises a 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Identification 858 889 813 "7 671 715
M. tuberculosis complex ¢ 460 43 3% 292 234 26
~ Mycobactéries atypiques ! 38 446 a7 45 437 489
Tests phénotypiques de sensibilitt 556 560 514 480 475 531
M. tuberculosis complex> 71 20 61 21 168 174
~ Mycobactéries atypiques 79 20 253 259 07 37
Tests génotypiques de sensibilité 529 501 532 474 476 536
M tuberculosis 280 230 20 236 236 232
~ Mycobactéries atypiques 7 a1 312 238 240 304
Génotypage épidémiologique® 227 445 248 155 140
M tuberculosis 197 344 28 140 nd 108
~ Mycobactéries atypiques 3 101 20 153 2
Séquengage génome (WGS) 68 217 224 169 223
M tuberculosis 38 119 141 125 nd 163
~ Mycobactéries atypiques 3 9 83 44 50 60
Biopsies « lepred » 111 111 106 63 129 139

(27) (33) (33) (12) (32) (48)
b : dont (N) souches pour lesquelles il y a eu un antibiogramme de 1re ligne et un antibiogramme de 2e ligne
c : empreintes digitales génomiques (épidémiologie)
d : dont (N) patients avec des biopsies positives a M. leprae .
nd : non disponible
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Origine des prélévements :

Les données des deux laboratoires du CNR-MyRMA (sans les prélévements pour recherche de I&pre) montrent que plus de
110 établissements ont adressé un prélévement au CNR-MyRMA dont :

- 59% des prélevements proviennent d'un CHU de métropole

- 22% d’'un CH de métropole

- 13%dun LABM 6% d’'un établissement d’outre-mer.

Au total, 41% des prélévements provenaient d’lle-de-France. Cette répartition était quasiment identique que ce soit pour une
analyse microbiologique classique concernant M. tuberculosis, une mycobactérie atypique ou une analyse de biologie
moléculaire (génotypage, séquengage).

Pour ce qui concerne les prélévements pour recherche de lépre (n=265), la répartition d’origine des prélévements était la
suivante pour 2022 : CHU 45% ; DROM 35% ; CH 13% ; étranger 6% ; et LABM 1%.

2.5.2 Résistance aux antituberculeux pour les souches de M. tuberculosis MDR

Pour chaque antibiotique, le profil de sensibilité par les méthodes phénotypiques ne sont pas disponibles pour
toutes les souches et les proportions de résistance sont données par rapport au nombre de souches testées.

Tableau 2. Résistance phénotypique (%) aux antibiotiques de Tre et 2e ligne des souches de M. tuberculosis
complex regues pour multirésistance (MDR) au CNR-MyRMA de 2013 a 2022

Années 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
(nsouches testées) (83) (111) (98) (1)  (79) (80) (69°) (66°) (53) (63°)
Ethambutol 66 70 65 55 53 66 58 55 53 69

a  Pyrazinamide 40 50 43 48 48 60 6o 63 45 66
Streptomycine 73 81 69 72 67 79 78 70 85 60
Amikacine 20 12 14 12 4 9 6* 3 2 5
b Kanamycine 41 31 26 20 22 21 15* 15* 11 22
Capréomycine 23 18 13 14 5 9 10* 5* 2 10
Fluoroquinolones 30 39 20 17 18 25 178 18 21 19

¢ Bédaquiline 3 2 0 3 6 0 1 2 6
Linézolide 0 1 1 1 4 4 1 0 0 2

d  Ethionamide 73 64 71 52 23 36 87 95# 91# 72
PAS 24 14 5 10 9 14 240 20 8w 14
e Cyclosérine 24 19 10 13 13 21 48 44 34 52
Délamanide 5t 0¢ 0f 2

a: antibiotiques de premiére ligne autres qu'isoniazide et rifampicine

b: aminosides autres que streptomycine (entrent dans la définition XDR pre-2021) ; ¢ : entre dans la définition de XDR

d : ou prothionamide ; e : autres antibiotiques

H % calculé sur respectivement 59 et 49 souches en 2019 et 57 et 50 souches en 2020 qui ont eu un test de sensibilité au pyrazinamide et au PAS; 39 pour le
PAS en 2021

* 4 souches résistantes aux 3 aminosides en 2019, 2 en 2020

$ parmi les 12 souches résistantes a 2 mg/l d’ofloxacine (définition OMS de la résistance aux fluoroquinolones), 4 (un tiers) restaient sensibles a 2 mg/l de
moxifloxacine en 2019.

§% calculé sur les 61 souches qui ont pu bénéficier d'un test de sensibilité & I'éthionamide en raison d'un probléme de lot

£ test pratiqué sur 73 des 80 souches de 2018 et 12 des 69 souches de 2019 et 10 souches en 2020

° : 4 souches non testées phénotypiquement (trop dysgoniques) en 2019 et 2020, et 2 en 2022

#: sur 41 souches uniquement, en 2020 et 22 uniquement en 2021 car probléme de fournisseur

Evolution 2006-2022 de la distribution par pays de naissance des patients porteurs des souches MDR regues au
CNR-MyRMA

La Figure 1 montre 'évolution de la distribution du nombre de cas MDR selon la zone géographique de naissance
des patients sur les 17 derniéres années. En raison de I'actualité, nous avons individualisé les cas porteurs de
souches MDR et nés en Ukraine. Les données montrent que les cas d'origine ukrainienne qui étaient en faible
nombre avant 2022 (n entre 0 et 4), ont augmenté significativement I'année derniére (n=11). Par ailleurs, les cas
nés en Géorgie (n=12) sont également en augmentation en 2022 par rapport a 2020 et 2021 (3 & 6 cas).
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Figure 1. Evolution de la distribution des cas MDR selon le pays de naissance de 2006 a 2022

N
S

NOMBRE ANNUEL DE SOUCHES REGUES SELON LA REGION DE NAISSANCE DU CAS.

Le Tableau 3 ci-dessous montre du nombre de souches XDR regues au cours des 10 derniéres années. Le nombre de
cas est en baisse notable de 2020 a 2022 par rapport aux années précédentes.

Tableau 3. Répartition, par pays de naissance, des patients pour lesquels des souches ultrarésistantes (XDR) ont été regues au CNR-

MyRMA 2013 et 2022
Europe  Afrique Afrique  Amérique Asie Europe de I'Est Total (% parmi les MDR)
Année | occidentale duNord Subsaharienne et ex-URSS
Ancienne Nouvelle
définition définitionab
2013 1 21 22 (26,5)
(France) (19 Géorgie,
1 Roumanie, 1 Ukraine)
2014 | 2 (France, 1 (RD Congo) 23 26 (23,4)
Portugal) (20 Géorgie, 3 Russie)
2015 1 9 10(10,2)
(France) (5 Géorgie, 1 Arménie,
1 Russie, 2 Tchétchénie)
2016 | 3 (France) 3 6 (8,4)
(1 Géorgie,
1 Moldavie, 1 Tchétchénie)
2017 | 1 (France) 9 10 (12,2) 3(3.8)
(7 Géorgie, 1 Lituanie,
1 Russie)
2018 | 1 (France) 10 11 (13,4) 2(2.5)
(9 Géorgie, 1 Moldavie)
2019 10 10 (13,5) 1(1.4)
(7 Géorgie, 1 Bulgarie,
1 Moldavie, 1 Ukraine)
2020 6 6(9,1) 1(15)
(3 Géorgie, 1 Moldavie,
1 Russie, 1 Tchétchénie)
2021 1 1(1.9) 1(1.9)
(Géorgie) (Géorgie)
2022 1 (Pérou) 7 8(12,3) 1(1.5)
(4 Géorgie, 2 Ukraine, (Géorgie)
1 Arménie)

2.5.3 Résistance acquise des mycobactéries non tuberculeuses

Le CNR-MyRMA concentre ses efforts en matiere de tests de sensibilité aux antibiotiques des mycobactéries non
tuberculeuses sur les cas d'infections, en particulier ceux ayant déja fait I'objet d'un traitement (échecs thérapeutiques
et rechutes). En effet, les infections a mycobactéries non tuberculeuses n'étant pas contagieuses, il n’y a pas de




CNR MyRMA - Rapport d’activité 2023- Année d’exercice 2022

résistance primaire (c.a.d. résistance chez un patient n‘ayant pas regu de traitement) mais seulement de la résistance
secondaire (c.a.d. acquise lors d'un traitement). Ceci a été démontré et publié par le CNR-MyRMA (Renvoisé et al.
Antimicrob. Agents Chemother. 2015). De plus, les tests de sensibilité des MNT sont faits dans le cadre des guidelines
2020 auxquelles nous avons participé (Daley et al. ERJ 2020, Daley et al. CID 2020). Il est conseillé de faire une
détection génotypique ou phénotypique de la résistance aux macrolides (clarithromycine ou azithromycine) et a
I'amikacine, chez les souches de M. avium complex et de M. abscessus. Les CMI des autres antibiotiques sont données
a titre d'information mais le traitement est en général discuté en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP MNT voir
infra).

En 2022 :
- 11% des souches testées de M. avium complex étaient non sensibles a la clarithromycine

- 1souche de M. chelonae et 1 souche de M. abscessus subsp. Massiliense avait une mutation de géne rrl en rapport
avec une résistance aux macrolides.

2.6 Activités de séquengage

En 2022, 223 WGS ont été réalisés, ainsi que 163 Deeplex® Myc-TB (technique commercialisée basée sur le
séquencgage de génome complet).

Le CNR a-t-il eu accés a une plateforme de séquengage ?

NON Si NON ou acces limité, précisez les raisons
Plateforme P2M de I'Institut Pasteur (Vincent Enouf); plateforme de I'équipe IAME UMR1137
Inserm faculté de médecine Bichat (Erick Denamur, acces interne) et plateforme Hopital Bichat
. service de génétique (Catherine Boileau, accés interne)
oul Type d’accés (interne ou externe au CNR) ; si externe, précisez quelle(s) plateforme(s)

Technologie/matériel de la (des) plateforme(s) de séquengage auquel le CNR a acces
lllumina (MiniSeq, MiSeq)

Le CNR a-t-il eu acces a une expertise bio-informatique ?

NON Si NON ou acces limité, précisez les raisons
Interne — Galaxy
x Outils commerciaux (Bionumerics) et développés localement (Galaxy) avec utilisation de databases

OUl  développées localement et publiées pour 'analyse des mutations (2021 WHO catalogue of mutations,
PMID 35373160, PhyResSE, http://phyresse.org ; TB-profiler, https://tbdr.Ishtm.ac.uk) ..

Le CNR a-t-il fait appel aux techniques de séquencage a des fins de santé publique ?

O : . oy
NON Si NON, est-ce prévu ? A quelle échéance ?
- Analyse systématique des souches de M.tuberculosis MDR
x - Analyse pour recherche de cas groupés de tuberculose
OUI - Analyse de cas groupés pour les infections a mycobactéries non tuberculeuses

- Etude de cas d'infection liée aux soins en rapport avec une source possible environnementale
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Le séquengage est utilisé par le CNR en complément d’autres techniques moléculaires, essentiellement
pour analyse phylogénétique, notamment dans le cadre des TB-MDR et de ['investigation d'épidémies, et
pour établir des résistotypes. Les outils utilisés sont ceux mentionnés ci-dessus.

Le séquengage des MNT est utilisé pour comparaison de souches par la technique des SNPs. En effet,
l'objectif est de savoir si les souches peuvent étre liées a une méme source, avec en général moins de 12

SNPs de différences.

Séquengage utilisé a des fins d’investigations d’épidémies :

65 souches de TB-MDR
53 souches non multirésistantes de M. tuberculosis pour suspicion de cas groupes.
43 souches de MNT pour épidémies ou enquétes d'infections liées aux soins avec recherche

environnementale

Séquengage utilisé a des fins de surveillance :

Précisez ici le nombre de souches séquencées dans 'année :

N=65 : le séquengage de génomes complets est réalisée de facon systématique pour les souches de TB-

MDR.
N=60 souches de MNT ont été séquencées pour épidémies ou enquétes d'infections liées aux soins avec

recherche environnementale, dont 43 & des fins de santé publique et 17 a des fins de surveillance
(souches de patients avec suspicion de résistance)

Séquengage utilisé par le CNR, ou sont déposées les séquences :géndmes assemblés ou
séquences brutes (fastQ files) ?

Dans les bases de données fermées : Précisez

Dans des bases de données publiques
Les séquences brutes sont déposées dans un NAS, les génomes apres assemblage sont conservés dans

un NAS et sauvegarder sur un disque dur externe. Lorsque les séquences font 'objet de publications, elles
sont déposées sur GeneBank.

2.7 Partage de séquences produites par les CNR

Nous n’avons pas partagé de séquences pour 2022
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3 Activités de surveillance

La surveillance des infections a mycobactéries est effectuée grace a des réseaux de laboratoires partenaires.
L’année 2021 est marquée par une augmentation du nombre de cas de méningite tuberculeuse chez les enfants
de 5 ans et moins (7 cas dont 4 nés en France). Cette méme année, le nombre de cas d'infection a M. bovis est
en |égére baisse. Pour M. tuberculosis, la résistance aux antituberculeux est en Iégére régression que ce soit
pour la résistance chez les nouveaux cas ou chez les cas déja traités et ceci quel que soit le pays de naissance.
En 2022, le nombre de cas de tuberculose a bacilles multirésistants est en l1égére hausse par rapport a 2021, et
2022 est marquée par une Iégére augmentation du nombre de cas en provenance d’Ukraine. Le nombre de cas
de Iépre enregistré au CNR a augmenté (48 cas dont 32 nouveaux cas) a la fois pour les cas présents en France
métropolitaine (n=18) et dans les DROM (n=14).

3.1 Description du réseau de partenaires

Dans le cadre de la surveillance de la tuberculose, en complément de Santé publique France, le CNR-MyRMA
s’appuie sur 2 réseaux.

1-  Le réseau AZAY-Mycobactéries des laboratoires de mycobactériologie des CHU.

Le réseau adresse ses données N-1 ; en 2022, le réseau a donc collecté les données de 2021.

Le réseau regroupe 35 laboratoires qui représentent 44 CHU. En 2021, un laboratoire n'a pas répondu a
I'enquéte. Les DROM ne sont pas représentés dans ce réseau car a la création du réseau, il n'y avait
pas de CHU dans ces régions, et ensuite, les laboratoires n'ont pas répondu aux sollicitations de
rejoindre le réseau.

Ce réseau a pour objectif une surveillance de la résistance primaire et secondaire aux antituberculeux
de premiére ligne et de stratifier les résultats selon les variables d'intérét.

2- Le réseau des laboratoires qui ont une activité de mycobactériologie en France

Le réseau adresse ses données N-1 ; en 2022, le réseau a donc collecté les données de 2021.

Le réseau comporte 140 correspondants — la réponse a I'enquéte 2021 a été de 80%. Les
correspondants du réseau AZAY-Mycobactéries font de facto partie de ce réseau national.

Ce réseau avait pour objectif a son origine, la surveillance exhaustive de la tuberculose a bacilles
multirésistants (résistants a isoniazide et rifampicine). Depuis, il sert également a la surveillance de la
tuberculose résistante a la rifampicine (et sensible a I'isoniazide), et de la méningite tuberculeuse. Il sert
également pour des enquétes ponctuelles (tuberculose a M.bovis, infections @ MNT) ou pour la diffusion
d’alertes.

3- Le CNR-MyRMA participe aux activités du groupe Mycomed de la Société frangaise de microbiologie
(SFM) pour des échanges sur les nouveautés scientifiques et les pratiques médicales sur la tuberculose
et les infections a MNT.

3.2 Surveillance de I'évolution et des caractéristiques des infections

3.2.1  Surveillance des infections a Mycobacterium bovis

La surveillance est effectuée par le réseau Azay-Mycobactéries. L'ensemble des laboratoires n'identifie pas
systématiqguement I'espéce au sein du complexe M. fuberculosis ; les proportions de M. bovis au sein des
tuberculose sont donc calculés uniquement pour les laboratoires faisant systématiquement cette identification
(Tableau 4).
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Tableau 4. Nombre et proportion de cas de tuberculose a Mycobacterium bovis (réseau Azay-Mycobactéries)

Année 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Nombre total de cas M. bovis 31 37 32 45 44 29 27
Nombre de cas M. bovis* 10 16 19 26 23 33 34 24 23
Nombre de tuberculose a culture+* 1119 1179 1131 1241 1487 1354 1408 1101 1261
Pourcentage de M. bovis* 09% 14% 17% 21% 1,6% 24 24 2,2 1,8

* Laboratoires poursuivant systématiquement I'identification jusqu'a I'espece

En 2021, le nombre de cas de M. bovis et la proportion au sein des cas de tuberculose est inférieure a celle des 3
années passees.

Parmiles 27 cas de 2021, 3 seulement étaient nés en France (un cas de pays de naissance inconnu). L'age médian
était de 35 ans et 12 avaient 40 ans et plus. Les 3 malades nés en France avaient 75 ans ou plus.

3.2.2 Surveillance de la méningite tuberculeuse a culture positive

En 2021, les correspondants du réseau du CNR ont diagnostiqué 7 méningites tuberculeuses chez les enfants de
5 ans et moins.

C'est le chiffre le plus élevé depuis le début de la surveillance en 2000, suivi de 'année 2017 a6 cas et 2019 a5
cas (Figure 2).

Parmi les cas de 2021, quatre étaient nés en France (2 en lle-de-France, 1 en Aquitaine, 1 en Auvergne), un en
Afrique du Nord, un en Asie et l'information est manquante pour le dernier.
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Figure 2. Nombre annuel de cas de méningite tuberculeuse a culture positive chez les enfants de 5 ans et moins.

3.2.3 Infections @ mycobactéries non tuberculeuses

La répartition des principales especes de mycobactéries non tuberculeuses regues pour identification en 2022 était
la suivante :

- 167 souches du complexe M. avium (MAC) dont 70 M. avium, 34 M. intracellulare et 38 M. chimaera. Parmi ces
souches, 89% ont été considérées comme responsables d'infections, essentiellement respiratoires.

- 81 souches de M. abscessus dont 47 M. abscessus subsp. abscessus, 7 M. abscessus subsp. bolletii, 27 M.
abscessus subsp. massiliense. Au total 70, soit 86% des souches regues étaient responsables d'infections dont :
e 58 étaient issues de prélévements respiratoires considérées comme responsables d'infections ou de
colonisation persistante ;
e 12 étaient issues de prélévements extra-pulmonaires dont 4 cutanéo-muqueux,6 ostéo-articulaires, et 2
ORL. Ces souches sont liées a une infection liée aux soins ou d’inoculation en milieu communautaire

- 35 souches de M. xenopi, toutes considérées comme responsables d'infections.
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- 43 souches de complexe M. fortuitum et apparentés dont 18 M. fortuitum fortuitum, 1 M. mucogenicum, 3 M.
porcinum, 2 M. senegalense, 2 M. boenickei, 2 M. heraklionense, et 1 M. conceptionense. Au total 31, soit 74%,
étaient considérées comme responsables d'infections dont :
e 4 infections respiratoires, 4 infections sur dispositif vasculaire (PAC), 3 infections cutanéo-muqueuses, 14
infections ostéo-articulaires, 1 adénopathie, 1 infection ORL, 4 infections du sein (sur cancer ou prothése
mammaire esthétique)

- 41 souches de M. chelonae et apparentées (2 M. salmoniphilum), dont 33 soit 80 % considérées comme
responsables d'infections, essentiellement des infections extra-respiratoires, dont :
e 17 cutanéo-muqueuses, 5 ostéo-articulaires, 8 bactériémies sur cathéter.

- 23 souches de M. kansasii, agent classique d'infections pulmonaires mimant la tuberculose, toutes considérées
comme responsables d'infections.

La majorité (89%) des souches de mycobactéries non tuberculeuses regues en 2022 étaient responsables
d'infections, dont 4/5 d'infections respiratoires et 1/5 d'infections des tissus mous, ostéo-articulaires, ganglionnaires
ou bactériémiques. Ce pourcentage trés élevé est en cohérence avec la volonté du CNR-MyRMA de concentrer
ses activités sur les souches importantes sur le plan médical.

3.24  Surveillance de la lepre en France et dans les départements et territoires ultra-marins (DROM)

Le CNR-MyRMA recoit toutes les demandes de diagnostic microbiologique de Iépre pour les cas suspectés
présents en France métropolitaine ainsi que les demandes venant de territoires ultra-marins ou le diagnostic
microbiologique est difficile (Réunion, Guyane, Martinique et Guadeloupe) ou requiert des examens
complémentaires (Nouvelle Calédonie, Polynésie). Depuis la pandémie Covid-19, nous ne recevons plus
systématiqguement les demandes en provenance de Mayotte.

De plus nous répondons aux demandes d’aide a la prise en charge pour des patients diagnostiqués les années
précédentes, mais présentant des complications. Ceci est fait au cours de la réunion de concertation
professionnelle (RCP) mensuelle (voir infra).

En 2022, nous avons regu 245 prélévements pour 139 patients avec suspicion de I&pre ou suivi sous traitement.
Parmi eux, 80 prélévements ont été positifs en PCR ou en microscopie, ce qui correspond a 48 patients avec un
diagnostic de lepre. Ces patients étaient 32 nouveaux cas et 16 patients dont le traitement avait déja été commencé
sur la base d’un diagnostic clinique et pour lesquels un suivi microbiologique sous traitement était nécessaire.

Les 48 patients étaient diagnostiqués pour 20 (41,7 %) d’entre eux dans les DROM (7 en Guyane, 1 en Martinique,
1 & Mayotte, 7 en nouvelle Calédonie, 1 a la Réunion et 3 en Polynésie) et pour les 28 restants en France
métropolitaine. Les 32 nouveaux cas ont été pris en charge pour 14 dans les DROM et pour les 18 cas restants
dans 14 hépitaux et 9 régions sanitaires différentes de France métropolitaine. Ceci montre bien la distribution large
des cas de lepre en France, comme cela a été rapporté dans le rapport du Haut conseil de santé publique auquel
nous avons participé entre 2020 et 2022 (rapport publié en 2023).

Parmi les 48 cas de lepre, il a été possible d'étudier la résistance (seule la méthode génotypique est possible dans
le diagnostic microbiologique de la lepre) pour 26 cas (20 des nouveaux cas et 6 des cas suivis qui n’avaient pas
été étudiés précédemment). Ceci a permis de détecter un cas de résistance primaire a la rifampicine chez un
habitant de la Martinique, 2 cas de résistance a la dapsone chez 2 habitants de Nouvelle Calédonie, et 1 cas de
résistance aux fluoroquinolones chez un habitant de Guyane diagnostiqué en France métropolitaine.

3.3 Surveillance de la résistance des agents pathogénes aux anti-infectieux

3.3.1  Surveillance de la résistance de M. tuberculosis aux antituberculeux (réseau Azay-Mycobactéries)

Les données recueillies en 2022 concernent les malades diagnostiqués pendant I'année 2022 par 34 laboratoires du
réseau Azay-Mycobactéries, recevant les analyses de 43 CHU. Un laboratoire n'a pas répondu en 2021.

Les 43 CHU du réseau ont colligé en 2021 les données concernant 1524 cas de tuberculose a culture positive, et parmi
ces cas 19 n‘avaient pas de résultat d’antibiogramme.

En 2021, le réseau représentait approximativement 35% des cas de tuberculose recensés par la déclaration obligatoire
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(Figure 3), en sachant que le périmetre de surveillance varie entre ces 2 systémes (tous les cas pour la DO et seulement
les cas a culture + pour Azay-Mycobactéries). Cela signifie que la couverture du réseau Azay-Mycobactérie était entre
40% et 45% des cas a culture positive de la DO si on estime que 10% a 20% des cas de la DO étaient a culture négative.
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Figure 3. Nombre de cas enregistrés par le réseau Azay-Mycobactéries et comparaison (%) par rapport aux cas enregistrés dans la
déclaration obligatoire

La proportion de cas nés a I'étranger en 2021 était de 75% (70,9% en 2020), 6,6% avaient déja été traités (5,0%
en 2020) et 4,7% (étaient séropositifs pour le VIH (5,3% en 2020).

La proportion de souches résistantes primaires et secondaires a l'isoniazide (INH), la rifampicine (RMP) et
I'éthambutol (EMB) en 2021 sont données dans le Tableau 5 selon les antécédents de traitement et le pays de
naissance.

Tableau 5. Résistance aux antituberculeux de 1ere ligne (isoniazide, rifampicine, éthambutol) en 2021

(Réseau Azay-Mycobactéries)

Sensibilité Nouveaux cas Malades déja traités
Total France Autres Total France Autres
N % N % N % N % N % N %
Testées 1218 1000 290 100,0 915 100,0 95 100,0 18 1000 74 100,0
Sensible 1144 939 281 969 850 929 84 884 16 88,9 65 878
Résistant 74 6,1 9 31 65 71 1 11,6 2 111 9 122
Résistance a au moins
INH 70 57 9 31 61 67 9 9,5 2 11 7 95
RMP 13 1,1 1 03 12 13 8 8,4 1 5,6 7 9,5
EMB 9 0,7 1 0,3 8 09 3 3,2 0 0 3 4.1
MDR 1 0,9 1 03 10 11 6 6,3 1 5,6 5 6,8

INH : isoniazide ; RMP : rifampicine ; EMB : éthambutol.
Pour 19 des 1524 souches, les antibiogrammes n'ont pas été réalisés. Les antécédents de traitement étaient douteux ou inconnus pour
195 cas et le pays de naissance était inconnu pour 50 cas. L'éthambutol n’a pas été éprouvée pour 7 cas.

La fréquence de la résistance a au moins un des trois antituberculeux chez les cas jamais traités (« primaire »)
était de 6,1%. Les souches résistantes a I'INH représentent la quasi-totalité des souches résistantes (70/74
souches), et la résistance a RMP est observée chez 1,1% des souches dont 2 souches monorésistantes. Comme
attendue, la résistance est plus fréquente chez les cas nés a I'étranger que chez les cas nés en France. Chez les
malades déja traités (« résistance secondaire »), la fréquence de la résistance a au moins un des trois
antituberculeux était de 11,6% et la multirésistance se montait a 6,3% des cas. Il n'y avait pas de différence
significative entre les personnes séropositives pour le VIH et les autres, quels que soit les antécédents (données
non montrées).

Globalement, les proportions de souches résistantes étaient inférieures aux années précédentes (Figure 4). La
légére augmentation de la résistance observée chez les nouveaux cas, en particulier ceux nés en France n’est
plus observés ces derniéres années avec une inflexion qui a eu lieu entre 2015 et 2017.
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Figure 4. Fréquence de la résistance (%) a 21 antituberculeux (isoniazide, H; rifampicine, R; éthambutol, E) selon les antécédents de
traitement et le pays de naissance de 1995 a 2021

3.3.2  Registre national des cas de tuberculose MDR en France

Le registre des cas de tuberculose MDR est un espace de travail anonymisé et déclaré a la CNIL (numéro 2168815
v 0). Le logiciel de gestion informatisé partageable entre les acteurs (cliniciens en charge des patients, laboratoire,
CNR-MyRMA, groupe thérapeutique du CNR-MyRMA) a été développé avec la société Epiconcept sur le logiciel
Voozanoo®. L'acces au registre se fait par mot de passe personnel apres accord du CNR. La base de données du
registre est hébergée chez Epiconcept qui est HDS.

La mise en ceuvre du registre national des cas de tuberculose MDR a commencé en 2020. Pendant cette période,
le registre a été utilisé activement pendant les RCP : toutes les données microbiologiques phénotypiques et
génotypiques (saisies lors de la RCP), les données cliniques du patient et concernant la tuberculose (saisies en
ligne par le clinicien en charge), ainsi que la question posée par le clinicien a la RCP et I'avis donné par les experts
de la RCP ont été saisies prospectivement dans le registre. Globalement, 129 patients TB MDR ont été inclus dans
le registre en 2020-2022 (environ 80% des patients TB MDR totaux en France). Au total, 58 utilisateurs (dans 32
centres différents) ont utilisé le registre, en plus des 7 administrateurs du CNR-MyRMA.

Depuis 2022, des fonctionnalités supplémentaires sont en cours de développement par la société prestataire :
rappels électroniques vers le médecin responsable du patient ; tableaux synthétiques des cas (nombre, dates,
lieux...) destinés régulierement aux acteurs du systéme de santé (Santé Publique France, DGS...) et aux services
cliniques prenant en charge les patients ; tableaux détaillés de résumé des cas individuels pour faciliter les
discussions en RCP.

3.4 Interfaces avec les réseaux de surveillance nationaux ou internationaux

3.4.1  Mycobacterium tuberculosis

En 2022, le CNR-MyRMA a participé a consolider les données concernant la tuberculose a bacilles multirésistants

disponibles dans la base eDO en :

- recensant I'ensemble des cas connus du CNR (réseau AZAY et souches regues)

- complétant la base eDO avec I'ensemble des informations sur ces cas, y compris les données de résistance
aux antibiotiques de seconde ligne

- aidant a identifier les cas signalés MDR dans eDO mais dont les souches n’ont pas été regues au laboratoire
du CNR.

Une fois les données consolidées dans eDO, elles sont transférées par Santé publique France a 'TECDC via Tessy
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De plus, le CNR aide a compléter le questionnaire annuel de ECDC/WHO Europe sur la surveillance de la
tuberculose en collaboration avec SpF et la DGS, grace aux données collectées par le réseau laboratoires du CNR.
Ce travail permet une meilleure complétude des données adressées a 'ECDC et WHO Europe et qui sont
disponibles dans le rapport annuel de ces institutions,
https.//www.ecdc.europa.eu/en/tuberculosis/surveillance-and-disease-data/annual-tb-surveillance .

3.4.2 Mycobactéries non tuberculeuses

En 2022, nous avons participé aux réunions organisées dans le cadre du réseau européen des laboratoires de
référence (ERLN-TB). Cette réunion était a nouveau en présentiel (Milan, mai 2022). Nous avons aussi répondu
aux questionnaires permettant de faire connaitre a 'lECDC et aux autres CNR européens, notre activité et les
techniques utilisées. Nous avons aussi été les animateurs de 2 réunions spécifiques sur les infections @ MNT, qui
ont conduit a une publication commune en 2023 (Tagliani et al. sous presse).

3.4.3 Mycobacterium leprae

A la demande du Ministére de la Santé, nous remplissons la déclaration que la France fait a 'OMS des cas de
I&pre diagnostiqués en France métropolitaine. En 2022, nous avons déclaré les cas de 'année 2021 : 12 nouveaux
cas dont 7 femmes et 5 hommes de 18 & 56 ans. Cinq d’entre eux étaient originaires de pays étrangers, et 7 d’entre
eux venaient des DROM.

3.5 Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance

Surveillance de la résistance de M. tuberculosis au prétomanide

Le CNR-MyRMA a été intégré au programme international de surveillance de la sensibilité des souches de TB-
MDR au prétomanide coordonné par la TB-Alliance. Cette surveillance comprend également la surveillance de la
résistance aux autres antituberculeux les plus récents.

En 2022, 1 souche résistante au prétomanide a été identifiée, sur la base d’'une concentration critique de 1 mg/L.
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4 Alertes

Le CNR-MyRMA est mis a contribution par les autorités sanitaires (ARS, InVS, DGS), ou émet spontanément des
alertes concernant des cas inhabituels de tuberculose ou d'infection @ mycobactérie non tuberculeuse ou de lepre par
leur circonstance de survenue, leur groupement, 'espéce ou la souche en cause.

4.1 Tuberculose

Les événements marquants pour I'année 2022 ont été les suivants :
- une épidémie de 5 cas de tuberculose monorésistante a la rifampicine diagnostiqués entre 2021 et 2022 en Guyane,
- la poursuite d’'une épidémie communautaire de 16 cas de tuberculose MDR dans la région Haut-de-France débutée
en 2012 (1 nouveau cas en 2022),
- la poursuite d'une épidémie communautaire de 18 cas de tuberculose MDR en Polynésie débutée en 2015 (3
nouveaux cas en 2022),
- la poursuite d'une épidémie communautaire de 17 cas de tuberculose MDR dans la région parisienne étalée sur 5
ans (1 nouveau cas en 2022).
En 2022, le CNR-MyRMA a réalisé le génotypage de 53 souches non multirésistantes de M. tuberculosis par la
méthode MIRU-VNTR de 24 loci pour suspicion de cas groupés. Cela a permis d’apporter les informations suivantes,
en complément des enquétes épidémiologiques menées sur le terrain par les autorités sanitaires (CLAT, etc.):

- 14 épisodes de cas groupés (communautaire, entreprise, école, foyers de précarité), totalisant 30 cas (2 a 8

cas par épisode),
- 2cas de vraies rechutes et non de réinfection,
- 3 épisodes de contamination inter-prélévements au laboratoire totalisant 11 cas (2 a 5 cas par épisode).

4.2 Mycobactéries non tuberculeuses
Les alertes pour lesquelles le CNR-MyRMA a été sollicité en 2022 sont résumées ci-dessous :

1- Alerte européenne puis mondiale d’infection post CEC (endocardites, spondylodiscites, ...) a M. chimaera liés
aux générateurs thermiques utilisés dans les blocs opératoires pour la CEC. Pour rappel, ces dispositifs ne sont pas
équipés en eau stérile ou bactériologiqguement maitrisée et ont pu relargué des mycobactéries pendant I'intervention
chirurgicale. De plus, la démonstration que tous les cas étaient infectés par une souche de génome identique ou
proche, a permis de montrer que I'épidémie était liée & une contamination massive a partir d'une souche de M.
chimaera présente dans des générateurs thermiques lors de leur fabrication dans les usines situées en Allemagne.
Cette épidémie a permis de pratiquer une enquéte approfondie avec Santé publique France sur l'usage des
générateurs thermiques au bloc opératoire dans les établissements pratiquant la chirurgie cardiothoracique.

En 2022, nous avons étudié 6 souches supplémentaires isolées de générateurs thermiques, envoyées par différents
hopitaux. Les 6 souches étaient dans le méme cluster que la souche Zuerich-1 prise comme souche de référence pour
I'épidémie mondiale, avec de 3 a 12 SNPs de différence, alors que les souches non liées épidémiologiquement ont
plus de 200 SNPs de différence. Il n’y a pas eu de nouveau cas humain d'infection post CEC mais nous restons
vigilants sur les cas d'infection extra-respiratoire a M. chimaera.

2- Alerte européenne de plusieurs cas d’endocardites a mycobactéries en Allemagne et en France sur
bioprothése survenus entre 2018 et 2022. Un premier fabricant industriel avait été mis en cause pour 5 cas en 2018
et il avait cessé son activité. En 2022, un autre fabricant de bioprothéses (valves et conduits aortiques) a été mis en
cause a partir du signalement esin d’'un cas d’endocardite & mycobactérie et un signalement en matériovigilance a
'ANSM en mars 2022.

Le CNR-MyRMA a regu d'un CHU du réseau Azay, un prélévement de valve d'un patient qui avait été explanté en
urgence : I'examen microscopique était positif a Baar et l'identification moléculaire a montré la présence de
Mycobacterium chelonae. Les cultures ont été négatives. A la méme période, 'ANSM et le CNR ont été mis au courant
de 3 cas similaires (méme marque de bioprothése positive & M. chelonae) survenus en Allemagne. Nous avons établi
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un protocole commun avec le CNR allemand et avons participé a I'écriture et la diffusion de recommandations aux
établissements de santé concernant les valves et les conduits valvés biologiques. Ces produits ont été alors mis en
quarantaine par TANSM en France et 'autorité sanitaire correspondante en Allemagne.

A la demande de 'ANSM nous avons examiné aussi 12 valves et bioconduits non implantés venant de 4 industriels
différents. Sur les 12 regus entre mai et septembre 2022, 3 dispositifs ont été positifs a 'examen microscopique (de <
5 baar/ lame a > 100 baar par champ) avec une identification moléculaire positive a M. chelonae. Les dispositifs positifs
étaient de la méme marque que celle ayant impliqués les cas de patients en France et en Allemagne. Les
investigations sont toujours en cours pour trouver la nature (identité de la mycobactérie) et la source de l'infection.
Plusieurs échanges et réunions ont eu lieu avec 'ANSM, le CNP et la société de chirurgie thoracique et cardio-
vasculaire, et Santé publique France (bureau des infections liées aux soins). Une alerte a aussi été faite aux réseaux
nationaux de mycobactériologistes (AZAY et CNR, MycoMED,) et d'infectiologues et cardiologues (Association de
prévention de I'endocardite infectieuses, AEPEI) ainsi qu’au réseau européen ERL-net-TB. Un travail collaboratif est
en cours avec le CNR allemand (Borstel, Pr Florian Maurer, Dr Inna Friesen, Pr Annette Moter) afin de confirmer le
lien entre les cas allemands et le cas frangais. Une recherche active de cas est en cours avec les chirurgiens,
cardiologues, infectiologues et mycobactériologistes, avec la demande de rechercher des mycobactéries pour toute
bioprothése explantée dans un contexte suspect d’endocardite.

3. Cas groupés d’infections sous cutanées a M abscessus subsp. massiliense, faisant suite a l'injection de
produits non répertoriés dans le commerce (vente en ligne) et administré en cabinet esthétique.

Il s'agit de 4 patientes ayant eu ces infections aprés injection du méme produit (Lipolab) dans le méme cabinet
esthétique. Les résultats individuels pour les 4 patientes (1 fichier)

Les investigations microbiologiques menées au CNR avec le CHU de Bordeaux, ont montré que 3 des 4 patientes ont
une infection cutanée prouvée a Mycobacterium abscessus subspecies massiliense dont le phénotype et le génotype
sont normaux pour cette sous espéce. Les souches ne sont pas différentiables pour leur phénotype, et les
comparaisons génomiques n'ont pas non plus montré de différence entre elles. Pour la 4eme patiente, les cultures
ont été négatives mais nous avons trouvé de '’ADN de la méme mycobactérie (M. abscessus) par PCR. Ceci montre
que les 4 cas peuvent étre considérés comme cas liés d'infections.

Les analyses des produits utilisés (flacons lipolab et seringue) n’ont pas retrouvé de mycobactéries.

Les analyses de l'eau prélevée dans le cabinet d’esthétique ont montré une faible quantité (240 UFC/L) de
mycobactérie de 3 especes différentes (M. chelonae, M. neglectum, M. gadium), et aucune ne correspond a M.
abscessus. |l faut toutefois considérer que le prélévement d’eau a été fait longtemps aprés I'épisode supposé de
linfection, ce qui a pu laisser le temps de la disparition de la mycobactérie ou du changement d’écologie de I'eau du
cabinet.

4. Cas groupés d'infections a Mycobacterium chelonae dans les hdpitaux d’'une méme région
Depuis 2019, nous sommes sollicités pour des cas d'infections a M. chelonae liés aux soins ou survenant chez des
patients ayant été hospitalisés dans deux hopitaux d’une méme région. De 2019 & 2022, 18 cas ont été rapportés a
SPF avec I'envoi de souches au CNR pour génotypage. En 2022, 3 nouveaux cas ont été diagnostiqués et les souches
étudiées en WGS. De plus, des prélévements d’eau de plusieurs lieux du centre anticancéreux (lavabo et douche de
la chambre ou ont séjournés deux patients, différents points d’eau du service de médecine nucléaire), ont été envoyés
au CNR pour recherche de mycobactérie. Les cultures de plusieurs points d’eau (radiothérapie et douche de la
chambre) ont été positives a M. chelonae.
Les souches ont été étudiées en WGS et ont montré plusieurs clusters dont :

- le cluster 1 regroupant 5 cas de patients et aussi deux souches environnementales de la salle de

radiothérapie,

- le cluster 2 regroupant 2 cas de patients,

- le cluster 3 regroupant 7 cas de patients et les souches de la douche et lavabos de la chambre incriminée,

- le cluster 4 regroupant uniqguement des souches environnementales du service de médecine nucléaire
Les 4 autres cas étaient liés a des souches avec un génotype éloignés de plus de 200 SNPs avec les souches
précédentes et aussi entre elles.
Plusieurs réunions ont eu lieu avec SPF, les équipes opérationnelles d’hygiéne et 'ARS des établissements concernés.
Des recommandations ont été faites pour les précautions d’hygiéne, le suivi des cas, I'usage de I'eau, la cartographie
des puisages d'eau froide etc... Le suivi épidémiologique n’est pas encore abouti et nous restons vigilants sur la
survenue de nouveaux cas d'infections.
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5 Activités de mise a disposition de I'information, de
formation et de conseil

5.1 Conseil et expertise aux professionnels de santé

Le Groupe Thérapeutique des infections a mycobactéries de traitement difficile a été mis en place par le CNR-MyRMA
en 2006. Une charte régit le fonctionnement de ce groupe, dénommé « TB-MNT-consilium France », qui organise des
Réunions de concertation pluridisciplinaire (RCP). La liste des participants présents est établie lors de chaque RCP et
une bibliographie a jour est mise a la disposition des participants. Ces RCP sont accessibles en "présentiel” ou en
vidéoconférence.

Initialement centré sur les cas de tuberculose (TB-MDR ou autres TB de traitement difficile), le CNR-MyRMA a mis en
place en 2018 une RCP spécifiquement dédiée a la prise en charge des infections a mycobactéries non tuberculeuses,
respiratoires et extra-respiratoires et une RCP dédiée a la lepre. Une fiche de renseignements microbio-cliniques «
MNT » et une pour la lepre ont été élaborées pour réunir les informations données par le correspondant et nos
échanges de réponses avec les résultats d’'expertise.

Les activités du TB-NTM-consilium sont organisées par :
- le laboratoire coordinateur (Pitié-Salpétriere) pour les RCP « tuberculoses complexes »,
- le laboratoire associé (Lariboisiere) pour les RCP « infections @ mycobactéries non tuberculeuses et Iepre ».

Par ailleurs, le CNR-MyRMA a entiérement refondu son site internet.

5.1.1  Site internet du CNR-MyRMA

Le site internet du CNR-MyRMA, https://cnrmyrma.fr, a été entiérement refait en 2022. En se basant sur une
technologie actuelle, il reprend tout I'historique de I'ancien site et met a disposition des collégues et du public :

- lesrapports annuels du CNR depuis 2010

- les publications scientifiques du CNR

- les algorithmes des analyses du CNR et proposées aux autres laboratoires

- les informations pour le registre des cas de tuberculose résistants a la rifampicine

- une rubrique d'alerte descendante et des informations sur la tuberculose

- les dates et modalités de travail des RCP

Cette refonte a également permis de mettre a disposition des collégues des adresses génériques simplifiées pour le
courriel (cnrmyrma@cnrmyrma.fr, cnrmyrma.bichat@cnrmyrma.fr ou prenom.nom@cnrmyrma.fr).

5.1.2 RCP tuberculoses complexes

Au total 185 dossiers ont été discutés par le Groupe thérapeutique au cours des 21 sessions de 2022 pour 128 patients,
certains patients ayant fait 'objet de plusieurs présentations pour modification de traitement (Tableau ci-dessous).
Selon leur complexité, les dossiers de ces cas ont été examinés lors de 1 a 7 réunions.

Distribution des 128 patients :

- 33 des 65 cas de tuberculose a (TB) bacilles multirésistants (MDR-XDR) identifiés en 2022
- 19 des 51 cas de tuberculose a (TB) bacilles multirésistants (MDR-XDR) identifiés en 2021
- 1 des 66 cas de tuberculose a (TB) bacilles multirésistants (MDR-XDR) identifiés en 2020
- 1des 73 cas de tuberculose a (TB) bacilles multirésistants (MDR-XDR) identifiés en 2019
- 28 sujets contact de cas de TB résistantes pour discussion de prophylaxie ou gestion de tuberculose maladie non
documentée bactériologiquement (cas pédiatriques)

- 46 cas de TB compliquée non MDR (aggravations paradoxales, monorésistance aux antituberculeux, toxicité, etc).
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En 2022, les participants réguliers aux RCP tuberculose étaient :

- I'équipe du CNR-MyRMA,

- 3 praticiens du Centre Médical de Bligny (Mathilde Jachym, Damien Le Da, Dhiba Marigot Outtandy),
- 2 pédiatres de I'hopital Trousseau (Guillaume Thouvenin, Blandine Prevost)

- 1 spécialiste des réactions paradoxales (Anne Bourgarit)

- 1 infectiologue (Cécile Pouderoux).

Tendances évolutives 2006-2022 RCP tuberculose

L’activité de conseil via les RCP, a considérablement augmenté apres la phase initiale de mise en place en 2006-07
(11 @ 13 dossiers/an) : +50% de 2009 a 2011 (46 a 70 dossiers/an), x2 entre 2011 et 2012, +30% en 2013 et +53%
2018). Depuis 2020 cette activité s’est stabilisée autour d’environ 200 dossiers par an.

En dehors de la RCP, I'équipe du CNR répond a des demandes de conseils concernant le diagnostic ou le traitement
des infections a mycobactéries.

En 2022, environ 850 conseils ont été donnés - 36% pour traitement de mycobactériose
- 42% pour traitement de tuberculose compliquée

- 11% pour traitement de tuberculose MDR

- 11% pour probléme diagnostique

- 2% pour conseil technique.

Au total, que ce soit au travers des réunions pléniéres des RCP ou de contacts téléphoniques directs, les 4/5 des cas
de tuberculose MDR-XDR identifiés en 2022 ont fait 'objet de conseils thérapeutiques par le CNR-MyRMA.

5.1.3 RCP des infections a mycobactéries non tuberculeuses

En 2022, nous avons eu 11 réunions de RCP au cours desquelles nous avons examiné et discuté les cas de 123
patients atteints d'infections @ mycobactéries non tuberculeuses. Il s’agissait pour environ la moitié d'infections
respiratoires chez des personnes ayant une pathologie broncho-pulmonaire chronique (bronchectasie, BPCO,
cancer, mucoviscidose ...). Pour 'autre moitié il s'agissait d'infections extra-respiratoires observées chez des
patients immunodéprimés (pathologies cancéreuses ou hémopathies, SIDA, immunosuppresseurs au long cours) ou
chez des patients ayant eu une inoculation directe liées aux soins (cas discutés dans les alertes pour certains) ou
liés ades activités communautaires (chute, tatouage, piqdre accidentelle...).

Le format des fiches RCP ne nous permet pas a ce jour de faire une analyse détaillée des cas discutés. Ceci sera un
des projets que nous développerons en 2023 et 2024.

5.1.4 RCP lépre

En 2022, nous avons eu 11 réunions au cours desquelles nous avons examiné et discuté les dossiers pour 50 cas de
lépre. La majorité correspondait & des complications de type “réactions” pour lesquelles un traitement
immunomodulateur ou immunosuppresseur était requis. La présence de collégues spécialisés en dermatologie,
infectiologie et neurologie, nous permet de répondre au mieux aux besoins des collegues et des patients. Une fiche
diagnostique a été réalisée par le CNR-MyRMA et est présente sur le site web. Des fiches thérapeutiques vont étre
réalisés par I'équipe de la RCP (voir projets).

5.1.5 Accueil de stagiaires

En 2002, le CNR a accueilli :
- une stagiaire du Ministére de la Santé du Brésil, dans le cadre d’'une coopération France-Brésil (SpF) : 1 jour
- un stagiaire du DU Tuberculose : 2 jours
- Un microbiologiste du Centre Charles Mérieux de Tananarive (Madagascar) pour le diagnostic moléculaire
de lépre: 5 jours.
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5.2 Conseil et expertise aux autorités sanitaires

HCSP

- Nous avons été mandatés pour participer a un groupe du Haut Conseil de Santé publique organisé pour
répondre a une saisine de la Direction générale de la Santé relative a la politique de lutte contre la lepre, en
particulier sur la pertinence ou non de maintenir un dispositif spécifique homogéne de lutte contre la Iépre
sur 'ensemble du territoire national frangais. Le rapport avait été initié en 2019 mais le groupe avait di
suspendre son travail pendant I'épidémie Covid19. Les réunions ont reprise en 2022 pour finaliser le rapport
qui a été publié en 2023 - Politique de lutte contre la lépre (hcsp.fr)
https://www.hcsp.fr/explore.cgi/avisrapportsdomaine?clefr=1309

HAS

- Participation a la réunion organisée par 'HAS : « Réévaluation de la stratégie de dépistage et de diagnostic

de la tuberculose maladie chez les adultes et les enfants, en France ».
ANSM
- Information de 'ANSM puis réunion avec I'équipe du pole Maladies Infectieuses et Emergentes pour essayer
de trouver une solution a 'absence de demande d’AMM pour la rifapentine en Europe.
ARS
- Participation a une réunion organisée par 'ARS lle-de-France sur lutte contre la tuberculose
- Participation a l'investigation liées aux alertes avec les ARS régionales (cf supra)
CASFM

- Participation aux révisions bi-annuelles des recommandations pour I'antibiogramme des mycobactéries non

tuberculeuses publiées par le CA-SFM (premiére publication en 2019).
ECDC / OMS

- Participation a la demande de 'OMS région Europe a des réunions sur la disponibilité des antituberculeux en
Europe (Workshop on Access to TB medicines in the WHO European Region)

- Partage des données concernant les cas de tuberculose MDR en France (2006/2019) et leur devenir pour
contribuer aux analyses pour les recommandations 2022 de 'OMS sur la prise en charge de la tuberculose
résistante aux médicaments

- Relecture et conseil dans la rédaction de I'Operational Handbook 2022 de 'OMS sur la prise en charge de la
tuberculose résistante aux médicaments

- Participation comme expert au EU/EEA Tuberculosis Disease Network Meeting coordonné par 'TECDC

- Co-organisation avec 'OMS de la réunion du réseau de surveillance de la résistance aux antilépreux a
Vellore, Inde en novembre 2022. Cette réunion est organisée tous les 2 ou 3 ans et a réuni des représentants
de 30 pays endémiques pour la lepre, ainsi que les responsables régionaux de 'OMS

- Participation au conseil scientifique de 'OMS Iépre a Delhi, Inde en novembre 2022, pour suivi et nouvelles
propositions dans le cadre de la stratégie 2020-2030

- Suivi en 2022 de la conférence organisée par 'ECDC sur le sujet du test de détection urinaire du
lipoarabinomannane pour le diagnostic de la tuberculose chez les immunodéprimés. Plusieurs réunions ont
mené a la publication (Kraef et al. CMI 2022)

ESCMID

- ESCMID comme membre du comité exécutif (E. Cambau) et comme président du « ESCMID study group for
mycobacterial infections » (ESGMYC, L. Guglielmetti)

- EUCAST: comme responsable (E. Cambau) du groupe des antimycobactéries (AMST): 7 réunions du bureau
ou de I'ensemble du groupe AMST et 2 réunions avec le groupe général de EUCAST.

AUTRES

- Audition dans le cadre du rapport de I'lGAS et de I'lGESR sur le « Contréle de I''HU Méditerranée-Infection »
- Révision de 23 fiches BAOBAB (BAse d'OBservation des Agents Biologiques) sur les mycobactéries pour
I'INRS (Institut national de recherche et de sécurité)
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5.3 Conseil et expertise pour d’autres cibles (médias, grand public ...)

- Entretien publié par le journal des femmes, section santé, pour un article sur les tuberculomes
(https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-maladies/2843351-tuberculome-pulmonaire-cerebral-symptomes/)
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6 Travaux de recherche et publications
en lien direct avec l'activité du CNR

6.1 Activités de recherche en cours lors de 'année 2022

Le résumé des travaux 2022 est donné ci-dessous.
La liste extensive des travaux publiés est disponible sur le site internet du CNR : https://cnrmyrma.fr/publications/ .

6.1.1  Tuberculose

- Participation a I'étude Fast-TB qui a comparé la faisabilité de I'interruption de I'éthambutol d’un traitement
antituberculeux sur la base du résultat d"un test génotypique : participation a la rédaction du protocole, la
rédaction finale (De Castro et al).

- Participation a la rédaction d’'un article de prise de position sur la réalisation de tests de sensibilité aux
antituberculeux (Group AST et al).

- Rédaction d'un article sur un cas clinique mettant en évidence les difficultés du diagnostic génotypique de la
résistance a la bédaquiline (Fournier Le Ray et al).

- Analyse des caractéristiques des patients atteints de TB-MDR ostéo-articulaire et démonstration que le
traitement recommandé pour les TB-MDR était efficace vis-a-vis de cette localisation particuliére (Bonnet et
al).

- Evaluation de la stratégie de diagnostic moléculaire de la résistance a I'éthionamide chez M. tuberculosis
montrant que, contrairement a ce qui a été décrit dans la littérature, ethR n’est pas impliquée dans la
résistance a I'éthionamide (Maitre et al).

- Etude rétrospective nationale sur la prise en charge de la tuberculose résistante a I'isoniazide en France qui
a mis en évidence l'importance d’un dépistage rapide avec des tests moléculaires (Bachir et al)

- Etude rétrospective multicentrique qui a montré que I'évaluation réguliére de la concentration plasmatique du
linézolide permet la prédiction du développement d’une toxicité liée a ce médicament chez les patients traité
par une TB-MDR dans des centres de référence (Eimer et al)

- Etude rétrospective des issues de traitement des patients TB-MDR traités dans quatre centres majeurs de la
région parisienne qui a permis de mettre en évidence les facteurs associé avec une issue favorable (Kherabi
etal)

- Revue systématique de la littérature sur l'efficacité et la tolérance de I'association de bédaquiline et
delamanide dans le traitement de la TB MDR (Holmgaard et al)

- Plusieurs travaux décrivant I'importance de I'accés a la rifapentine pour le traitement de la TB sensible et de
linfection TB latente, ainsi que sur les implications éthiques du traitement des contacts des cas atteints par
une TB-MDR (Guglielmetti, et al, Kherabi et al, Khan et al)

- Premiére série de cas publié au niveau mondial sur les patients traités en méme temps pour la TB-MDR et
pour une hépatite C chronique, montrant que le traitement concomitant est globalement bien toléré (Tunesi
etal)

- Description d’une nouvelle lignée phylogénomique de M. tuberculosis aux dépens de la lignée 2 Beijing, a
partir des bases de données génomiques (Guyeux et al).

6.1.2  Mycobactéries non tuberculeuses

- Participation a plusieurs études sur I"épidémiologie des mycobactéries non tuberculeuses avec relecture

critique et participation a la rédaction : une étude épidémiologie sur la région de Geneve (Vongthilateth-
Moeung et al) et une en Guyane (Chaptal et al).

- Participation a une étude rétrospective sur l'utilisation de I'Arikayce pour le traitement des infections
pulmonaires a M. abscessus avec mise a disposition de données de patients de consultation et participation
a la rédaction (Chiron et al).

- Dans le cadre d’'un consortium européen, nous avons participé a développer un modéle cellulaire
(macrophage) visant a évaluer I'activité intra-macrophagique des antibiotiques vis-a-vis de M. avium (Kilicinc
etal)

- Comparaison des données génomiques et épidémiologiques pour les cas d'infections a MNT liées aux soins
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et/ou déclarées comme événement indésirable Esin (Daniau et al.))
- Revue systématique sur les infections respiratoires @ mycobactéries peu courantes afin de donner des
orientations diagnostiques et thérapeutiques (Lange et al.)

6.1.3 Leépre
- Travail de synthese sur la Iépre, visant notamment & recenser toutes les mutations de I'ADN gyrase, cible

unique des fluoroquinolones chez M. leprae, afin d’améliorer le diagnostic génotypique de la résistance a
cette famille d’antibiotiques (Aubry et al)

- Etude épidémiologique des cas de lepres survenant dans deux pays francophones (Madagascar et Comores)
dans le cadre de I'étude interventionnelle de chimioprophylaxie PEOPLE (projet EDCTP2) (Braet et al.)

6.2 Liste des publications et communications de I'année 2022, concernant
uniquement celles ayant un lien direct avec les missions et activités du CNR

En 2022, le CNR-MyRMA a publié
- 26 publications internationales.

EN 2022, le CNR-MyRMA a participé dans des congrés ou symposiums a
- 17 communications sur invitation
- 12 communications scientifiques.

Le CNR-MyRMA a aussi participé a I'organisation d’une journée scientifique nationale.

6.2.1  Publications internationales

1. Aubry, A., Sammarco Rosa, P., Chauffour, A., Fletcher, M. L., Cambau, E., & Avanzi, C. (2022). Drug resistance in
leprosy: An update following 70 years of chemotherapy. Infectious Diseases Now, 52(5), 243-251.
https://doi.org/10.1016/j.idnow.2022.04.001

2. Bachir, M., Guglielmetti, L., Tunesi, S., Billard-Pomares, T., Chiesi, S., Jaffré, J., Langris, H., Pourcher, V., Schramm,
F., Lemaitre, N., & Robert, J. (2022). Molecular detection of isoniazid monoresistance improves tuberculosis treatment:
A retrospective cohort in France. Journal of Infection, 85(1), 24-30. hitps://doi.org/10.1016/j.jinf.2022.05.017

3. Bonnet, I., Haddad, E., Guglielmetti, L., Bémer, P., Bernard, L., Bourgoin, A., Brault, R., Catho, G., Caumes, E.,
Escaut, L., Fourniols, E., Fréchet-Jachym, M., Gaudart, A., Guillot, H., Lafon-Desmurs, B., Lanoix, J.-P., Lanotte, P.,
Lemaignen, A., Lemaire, B., ... Aubry, A. (2022). Clinical Features and Outcome of Multidrug-Resistant Osteoarticular
Tuberculosis: A 12-Year Case Series from France. Microorganisms, 10(6), 1215.
https://doi.org/10.3390/microorganisms 10061215

4. Chaptal, M., Andrejak, C., Bonifay, T., Beillard, E., Guillot, G., Guyomard-Rabenirina, S., Demar, M., Trombert-
Paolantoni, S., Jacomo, V., Mosnier, E., Veziris, N., Djossou, F., Epelboin, L., & Group, F. G. P. working. (2022).
Epidemiology of infection by pulmonary non-tuberculous mycobacteria in French Guiana 2008-2018. PLOS Neglected
Tropical Diseases, 16(9), e0010693. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010693

5. Chiron, R., Hoefsloot, W., Van Ingen, J., Marchandin, H., Kremer, L., Morisse-Pradier, H., Charriot, J., Mallet, J.-P.,
Herrmann, J.-L., Caimmi, D., Moreau, J., Dumont, Y., Godreuil, S., Bergeron, A., Drevait, M., Bouzat-Rossigneux, E.,
Terrail, N., Andrejak, C., Veziris, N., ... Catherinot, E. (2022). Amikacin Liposomal Inhalation Suspension in the
Treatment of Mycobacterium abscessus Lung Infection: A French Observational Experience. Open Forum Infectious
Diseases, 9(10), ofac465. https://doi.org/10.1093/ofid/ofac465

6. Daniau, C., Berger-Carbonne, A., & Cambau, E. (2022). Association of Healthcare and Aesthetic Procedures with
Infections Caused by Nontuberculous Mycobacteria, France, 2012—2020 (response). Emerging Infectious
Diseases, 28(6), 1303-1304. https://doi.org/10.3201/eid2806.220686

7. Daniau, C., Lecorche, E., Mougari, F., Benmansour, H., Bernet, C., Blanchard, H., Robert, J., Berger-Carbonne, A., &
Cambau, E. (2022). Association of Healthcare and Aesthetic Procedures with Infections Caused by Nontuberculous
Mycobacteria, France, 2012—2020. Emerging Infectious Diseases, 28(3), 518-526.
https://doi.org/10.3201/eid2803.211791

8. De Castro, N., Mechai, F., Bachelet, D., Canestri, A., Joly, V., Vandenhende, M., Boutoille, D., Kerjouan, M., Veziris,
N., Molina, J. M., Grall, N., Tattevin, P., Laouénan, C., Yazdanpanah, Y., for the FAST TB Study Group. (2022).
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Treatment With a Three-Drug Regimen for Pulmonary Tuberculosis Based on Rapid Molecular Detection of Isoniazid
Resistance: A Noninferiority Randomized Trial (FAST-TB). Open Forum Infectious Diseases, 9(8), ofac353.
https://doi.org/10.1093/ofid/ofac353

Eimer, J., Fréchet-Jachym, M., Le D{, D., Caumes, E., El-Helali, N., Marigot-Outtandy, D., Mechai, F., Peytavin, G.,
Pourcher, V., Rioux, C., Yazdanpanah, Y., Robert, J., Guglielmetti, L., for the LZDM group. (2022). Increased linezolid
plasma concentrations are associated with the development of severe toxicity in MDR-TB treatment. Clinical Infectious
Diseases, ciac485. https://doi.org/10.1093/cid/ciac485

Group, A. S. T., Georghiou, S. B., Rodwell, T. C., Korobitsyn, A., Abbadi, S. H., Ajbani, K., Alffenaar, J.-W., Alland, D.,
Alvarez, N., Andres, S., Ardizzoni, E., Aubry, A., Baldan, R., Ballif, M., Barilar, 1., Béttger, E. C., Chakravorty, S.,
Claxton, P. M., Cirillo, D. M., ... Schén, T. (2022). Updating the approaches to define susceptibility and resistance to
anti-tuberculosis agents: implications for diagnosis and treatment. European Respiratory Journal, 59(4).
https://doi.org/10.1183/13993003.00166-2022

Guglielmetti, L., Glinther, G., Leu, C., Cirillo, D., Duarte, R., Garcia-Basteiro, A. L., Goletti, D., Jankovic, M., Kuksa, L.,
Maurer, F. P., Méchai, F., Tiberi, S., Leth, F. van, Veziris, N., & Lange, C. (2022). Rifapentine access in Europe:
growing concerns over key tuberculosis treatment component. European Respiratory Journal, 59(5).
https://doi.org/10.1183/13993003.00388-2022

Guyeux, C., Senelle, G., Refrégier, G., Bretelle-Establet, F., Cambau, E., & Sola, C. (2022). Connection between two
historical tuberculosis outbreak sites in Japan, Honshu, by a new ancestral Mycobacterium tuberculosis L2
sublineage. Epidemiology & Infection, 150. https://doi.org/10.1017/S0950268822000048

Holmgaard, F. B., Guglielmetti, L., Lillebaek, T., Andersen, A. B., Wejse, C., & Dahl, V. N. (2022). Efficacy and
tolerability of concomitant use of bedaquiline and delamanid for multidrug- and extensively drug-resistant tuberculosis:
a systematic review and meta-analysis. Clinical Infectious Diseases, ciac876. https://doi.org/10.1093/cid/ciac876
Khan, U., & Guglielmetti, L. (2022). Evidence and ethical considerations for the treatment of contacts exposed to drug-
resistant TB. The International Journal of Tuberculosis and Lung Disease, 26(9), 900-901.
https://doi.org/10.5588/ijtld.22.0328

Kherabi, Y., Fréchet-Jachym, M., Rioux, C., Yazdanpanah, Y., Méchai, F., Pourcher, V., Robert, J., & Guglielmetti, L.
(2022). Revised Definitions of Tuberculosis Resistance and Treatment Outcomes, France, 2006-2019. Emerging
Infectious Diseases, 28(9), 1796-1804. https://doi.org/10.3201/eid2809.220458

Kherabi, Y., Tunesi, S., Kay, A., & Guglielmetti, L. (2022). Preventive Therapy for Contacts of Drug-Resistant
Tuberculosis. Pathogens, 11(10), 1189. https://doi.org/10.3390/pathogens11101189

Kiling, G., Walburg, K. V., Franken, K. L. M. C., Valkenburg, M. L., Aubry, A., Haks, M. C., Saris, A., & Ottenhoff, T. H.
M. (2022). Development of Human Cell-Based In Vitro Infection Models to Determine the Intracellular Survival of
Mycobacterium avium. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 12, 872361.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2022.872361

Kraef, C., Lindquist, E., Svensson, E., & Cambau, E. (2022). Diagnostic toolkit for tuberculosis: should we include urine
lipoarabinomannan (LAM) detection in the WHO European Region? Clinical Microbiology and Infection.
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2022.06.022

Lange, C., Béttger, E. Cambau, Griffith, D. E., Guglielmetti, L., van Ingen, J., Knight, S. L., Marras, T. K., Olivier, K. N.,
Santin, M., Stout, J. E., Tortoli, E., Wagner, D., Winthrop, K., Daley, C. L.,. (2022). Consensus management
recommendations for less common non-tuberculous mycobacterial pulmonary diseases. The Lancet Infectious
Diseases. https://doi.org/10.1016/S1473-3099(21)00586-7

Le Ray, L. F., Aubry, A., Sougakoff, W., Revest, M., Robert, J., Bonnet, |., Veziris, N., & Morel, F. (2022). atpE
Mutation in Mycobacterium tuberculosis Not Always Predictive of Bedaquiline Treatment Failure. Emerging Infectious
Diseases, 28(5), 1062-1064. https://doi.org/10.3201/eid2805.212517

Maitre, T., Morel, F., Brossier, F., Sougakoff, W., Jaffre, J., Cheng, S., Veziris, N., Aubry, A., & on behalf of the NRC-
MyRMA. (2022). How a PCR Sequencing Strategy Can Bring New Data to Improve the Diagnosis of Ethionamide
Resistance. Microorganisms, 10(7), 1436. https://doi.org/10.3390/microorganisms10071436

Marijke Braet, S., Jouet, A., Aubry, A., Van Dyck-Lippens, M., Lenair, E., Assoumani, Y., Baco, A., Mzembaba, A.,
Cambau, E., Vasconcellos, S. E. G., Rigouts, L., Suffys, P. N., Hasker, E., Supply, P., & de Jong, B. C. (2022).
Investigating drug resistance of Mycobacterium leprae in the Comoros: an observational deep-sequencing study. The
Lancet Microbe, 3(9), €693-e700. https://doi.org/10.1016/S2666-5247(22)00117-3

Migliori, G. B., Wu, S. J., Matteelli, A., Zenner, D., Goletti, D., Ahmedov, S., Al-Abri, S., Allen, D. M., Balcells, M. E.,
Garcia-Basteiro, A. L., Cambau, E., Chaisson, R. E., Chee, C. B. E., Dalcolmo, M. P., Denholm, J. T., Erkens, C.,
Esposito, S., Farnia, P., Friedland, J. S., ... Ong, C. W. M. (2022). Clinical standards for the diagnosis, treatment and
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prevention of TB infection. The International Journal of Tuberculosis and Lung Disease, 26(3), 190-205.
https://doi.org/10.5588/ijtld.21.0753

24. Tunesi, S., D, D. L., Gualano, G., Millet, J.-P., Skrahin, A., Bothamley, G., Casas, X., Goletti, D., Lange, C., Musso,
M., Palmieri, F., Pourcher, V., Rioux, C., Skrahina, A., Veziris, N., Viatushka, D., Jachym-Fréchet, M., & Guglielmetti,
L. (2022). Co-administration of treatment for rifampicin-resistant TB and chronic HCV infection: a TBnet and ESGMYC
study. Journal of Infection. https://doi.org/10.1016/j.jinf.2022.03.004
25. Vongthilath-Moeung, R., Plojoux, J., Poncet, A., Renzi, G., Veziris, N., Schrenzel, J., & Janssens, J.-P. (2022).
Nontuberculous Mycobacteria under Scrutiny in the Geneva Area (2015-2020). Respiration, 101(4), 367-375.
https://doi.org/10.1159/000520033
26. Wetzstein, N., Drummer, A.-P., Bockey, A., Herrmann, E., Kiipper-Tetzel, C. P., Graf, C., Koch, B., Goetsch, U.,
Vehreschild, M. J. G. T., Guglielmetti, L., Lange, B., Wichelhaus, T. A., & Stephan, C. (2022). Occurrence of
extrapulmonary tuberculosis is associated with geographical origin: spatial characteristics of the Frankfurt TB cohort
2013-2018. Infection. https://doi.org/10.1007/s15010-022-01921-9
6.2.2 Communications orales invitées
NATIONALES
1. Nicolas Veziris. Epidémiologie des infections pulmonaires a mycobactéries non tuberculeuses. 26¢me Congrés de
Pneumologie de Langue Francaise, Lille, 2022.
2. Nicolas Veziris. MNT et environnement, peut-on agir a la source ? 10émes journées du GREPI, Chantilly, 2022.
3. Nicolas Veziris. Tuberculose : actualités. Cours d’Automne en Chimiothérapie Anti Infectieuse et Vaccinologie. Veyrier-
du-Lac, 2022.
4. Thomas Maitre. « Qu'entend-on par aspergillose pulmonaire chronique », 10émes journées du GREPI, Chantilly, 2022.
5. Florence Morel. « Un mécanisme inédit et intriguant de résistance aux fluoroquinolones chez Mycobacterium
tuberculosis révélé par approche génomique ». Soirée de gala de la recherche du DMU BioGem, APHP. Sorbonne
Université, Paris, 2022.
6. Lorenzo Guglielmetti. Fighting an ancient scourge through innovation of TB diagnosis and treatment. Journées de
I'Innovation en Biologie, Paris, 2022.
7. Lorenzo Guglielmetti. Traitement court de la tuberculose : nouveau paradigme ou des indications nichées ? Journée
Scientifique de I'MEA, IRD et SPILF, Paris, 2022.
8. Christophe Sola. Biologie computationnelle et Génomique de Mycobacterium tuberculosis. Centre de recherche des
Cordeliers, Paris, 21 juin 2022
9. Emmanuelle Cambau. Diagnostic des infections respiratoires a mycobactéries atypiques. Journée de microbiologie
clinique du ColBVH : Paris, France, juin 2022.
INTERNATIONALES
1. Alexandra Aubry. DNA Topoisomerases in Biology and Medicine. Gordon Research Conference. Topoisomerase
mechanism, function and inhibition: From single-molecule analyses to clinical trials. Bryant University, Etats-Unis, 2022.
2. Lorenzo Guglielmetti. Do patients benefit from research innovation? The case of access to TB drugs and drug
susceptibility testing in Europe. XXVI Jornadas Internacionales sobre Tuberculosis, Barcelona, Espagne, 2022.
3. Lorenzo Guglielmetti. Rifapentine regimens globally. Global TB Clinical and Educational Summit, London, Royaume-
Uni, 2022.
4. Nicolas Veziris. Therapeutic interventions and likelihood of clinical success or progress into refractory disease. 32nd
European Congress of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, Lisbonne, Portugal, 2022.
5. Emmanuelle Cambau. The EUCAST approach for drug susceptibility testing of mycobacteria: past, present, future.
32nd European Congress of clinical microbiology and infectious diseases (ECCMID) 2022, Lisbonne, Portugal, 2022
6. Emmanuelle Cambau. New standards on sensitivity testing. 42th European society of mycobacteriology (ESM) 2022,
Bologne, 26-29 Juin 2022
7. Emmanuelle Cambau. IGRA: a new tool in the microbiological armamentarium. ESCMID Summer School, Rome, ltalie,
juillet 2022.
8. Emmanuelle Cambau. AMR surveillance in leprosy — 14 years' experience. conference de 'OMS-Global leprosy

programme « Consultation on strengthening laboratory testing procedures for antimicrobial resistance (AMR)
surveillance in leprosy”, Karigiri (Vellore), India,14 — 15 November.
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6.2.3 Communications orales sans invitation
NATIONALES

1. R. Chiron, N. Veziris, C. Andrejak, W. Hoefsloot, Z. Aoun, C. Audoly, D. Basille, A. Benattia, A. Bergeron, J-F. Bervard,
J-F. Boitiaux, A. Bourdin, D. Bouvry, J. Cadranel, G. Chatté, L. Colombain, J. L.Couderc, B. Crestani, J. Crouzet, G.
Deslee, B. Douvry, M. Drevait, M. Dupuy Grasset, S. Jouneau, M. Kerjouan, S. Leroy, T. Maitre, J-P. Mallet, M.
Massongo, M. Murris-Espin, A. Payet, P. Pradere, A. Prevotat, C. Rogé, F. Schlemmer, L. Slim, C. Toper, F. Tritar, M.
C. Patrizi, V. Bouix, F-X. Blanc, E. Catherinot. Recommandations d'experts pour la prise de décision de traiter une
infection a mycobactérie non tuberculeuse. 26éme congrés de Pneumologie de Langue Frangaise, Lille, 2022.

2. R. Chiron, W. Hoefsloot, J. Van Ingen, A. Bergeron, E. Bouzat-Rossigneux , Y. Dumont, S. Godreuil, J-L. Herrmann, H.
Marchandin, L. Kremer, A. Coudrat, J-P. Mallet, J. Charriot, N. Terrail, M. Drevait, J. Moreau, D. Caimmi, N. Veziris, C.
Andrejak, D. Grenet, E. Catherinot. L'utilisation de I'amikacine liposomale pour inhalation (ALIS) pour le traitement des
infections pulmonaires a Mycobacterium abscessus : résultats d'une cohorte frangaise. 26¢me congrés de Pneumologie
de Langue Francaise, Lille, 2022.

3. C. Sola, G. Senelle, MR Sahal, K. La, T. Billard-Pomares, J. Marin, A. Bridier-Nahmias, C. Guyeux, G Refrégier, E.
Carbonnelle, et E.Cambau. Le chaos croissant de la génomique des populations des bacilles de la tuberculose a I'ére
des «big datay : il faut trier le bon grain de l'ivraie | Mycodays 2022, Société Frangaise de microbiologie, Lyon, 20-22
juin.

INTERNATIONALES

1. A. Godmer, M. Matondo, A. Aubry, Q. Giai Gianetto. MSclassifR: an R package for supervised classification of mass
spectra with machine learning methods, communication orale, Congrés IMSC (International Mass Spectrometry
Conference), Maastricht, Pays-Bas, 2022.

6.24 Communications affichées
NATIONALES

1. E. Catherinot, J. Cadranel, D. Bouvry, B. Douvry, J. Pastre, M. A. Cornetto, E. Cardot, B. Crestani, N. Veziris. Amikacine
liposomale inhalée dans le traitement des infections pulmonaires a Mycobacterium avium complexe. Etude
rétrospective multicentrique. 26éme congrés de Pneumologie de Langue Francaise, Lille, 2022.

2. Kevin L, A. Bridier-Nahmias, Z. Awad, F. Mougari, F. Morel, E. Carbonnelle, T. Billard-Pomares, E. Cambau. Etude
d’association (GWAS) des formes cliniques de tuberculose. Mycodays 2022, Société Frangaise de microbiologie, Lyon,
20-22 juin.

INTERNATIONALES

1. L. Fournier Le Ray, A. Frenoy, F. Morel, A. Chauffour, A. Aubry, N. Veziris. In vivo fluctuation assay: a new tool for
evaluation of antituberculous drugs. 32th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, Lisboa,
Portugal, 2022.

2. M. Pieren, Z. Edoo, A. Dreneau, T. Maitre, N. Veziris, O. Defert, G.E. Dale, S. Lociuro, M. Gitzinger, N. Willand, A.
Baulard. The sulfoxide metabolite of ethionamide has antibacterial activity against Mycobacterium tuberculosis and is
boosted by clinical candidate BVL-GSK098. 32nd European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases,
Lisboa, Portugal, 2022.

3. N. Veziris, L. Fournier Le Ray, A. Frenoy, F. Morel, A. Chauffour, A. Aubry. In vivo fluctuation assay: a new tool for
evaluation of antituberculous drugs. 32nd European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, Lisboa,
Portugal, 2022.

4. R. Van der Laan, M. Obradovic, S. Bouee, C. Nevoret, N. Veziris. Risk factors for non-tuberculous mycobacterial
pulmonary disease in France based on health claims database analysis.9t International Workshop on Lung Health,
Milan, Italie, 2022.

5. C Sola, G Senelle, M R Sahal, K La, T Billard-Pomares, J Marin, A Bridier-Nahmias, C Guyeux, G Refrégier, E
Carbonnelle, E Cambau. The growing chaos of tuberculosis population genomics at the era of 'Big Data' sorting out the
wheat from the chaff. 42th European society of mycobacteriology (ESM) 2022, Bologne, 26-29 Juin 2022.
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6. M. Rabiu Sahal, K. La, G. Senelle, G. Refrégier, C. Guyeux, E. Cambau, C. Sola. Preliminary Results on the Whole
Genome-Sequencing characterization and phylogenetics of Mycobacterium africanum in Nigeria. 42th European society
of mycobacteriology (ESM) 2022, Bologne, 26-29 juin 2022.

6.2.5 Organisation congrés nationaux
1. Jérdbme Robert : 2022, membre du comité d’organisation de la journée nationale d’information et d'échanges sur la
tuberculose (Santé publique France, Ministere des Solidarités et de la Santé, CNR des Mycobactéries).

6.2.6  Chapitre d'ouvrage
1. L. Guglielmetti, B. Horsburgh. Chapter on “Clinical Trials on Pulmonary TB”. Pulmonary Tuberculosis and its Prevention,

Springer, 2022.

2. J.Robert. Surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques. In « Référentiel en microbiologie médicale. REMIC »
7eme édition 2022.

3. A Aubry, A. Carricajo, P. Lanotte. Mycobacterium tuberculosis et autres mycobactéries. In « Référentiel en microbiologie
médicale. REMIC » 7éme édition 2022
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7 Coopération avec les laboratoires de santé animale, de
sécurité sanitaire des aliments, environnementaux

Nous avons une coopération avec EAU de Paris et 'AFNOR pour la préparation d'une norme de détection des
mycobactéries non tuberculeuses dans I'eau. Du fait de I'épidémie COvid-19 les travaux avaient été arrétés. lls ont repris
en 2022 pour une finalisation de la norme en 2023 ou 2024.

En 2022, nous n'avons pas eu besoin de solliciter le LNR (Dr Maria Laura Boschiroli) et réciproquement.
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8 Programme d’activité pour les années suivantes

Ce programme remis aux autorités sanitaires est disponible sur demande :
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ANNEXE 1 : MISSIONS & ORGANISATION DU CNR

- 1A - MISSIONS DU CNR ET DE SES EVENTUELS LABORATOIRES ASSOCIES
Ses missions spécifiques sont définies par Santé publique France (voir site de Santé publique France) lors de
I'appel d'offre 2023-2027 et sont groupées en 4 thématiques.

1. Expertise :

o

en développant et en évaluant les nouvelles techniques de diagnostic de la maladie et de
linfection tuberculeuse ainsi que le diagnostic des infections a mycobactéries atypiques et a
mycobactéries dites rares ;

en développant I'analyse génomique des souches ;

en développant une collection de souches ;

en identifiant les souches de mycobactéries du complexe tuberculosis et les autres espéces de
mycobactéries adressées par les laboratoires ;

en étudiant la sensibilité des souches mono, multi et ultra résistantes, y compris vis-a-vis des anti-
infectieux non utilisés usuellement, en développant les techniques adaptées, notamment les
méthodes moléculaires de diagnostic rapide ;

en contribuant a I'étude des mécanismes de résistance aux antituberculeux ;

en participant au contréle de qualité des tests de sensibilité aux antituberculeux pratiqués par les
laboratoires de biologie médicale

en assurant un appui méthodologique au diagnostic aux biologistes confrontés a des souches
résistantes et un appui thérapeutique aux cliniciens/centre de lutte antituberculeuse pour
I'établissement de protocoles de traitement/prophylaxie intégrant les infections tuberculeuses et
adaptés aux souches en cause dans la maladie.

2. Conseil :

o

en contribuant a 'expertise pluridisciplinaire pour la prise en charge des infections a mycobactéries
non tuberculeuses le nécessitant

3. Contribution a la surveillance épidémiologique, en lien avec I'agence nationale de santé publique :

@)
@)

o

en contribuant a la surveillance de la méningite tuberculeuse, des mycobactérioses et de la lepre ;
en contribuant a l'investigation des cas groupés ou d'épidémies en réalisant I'identification, le
typage moléculaire et I'étude de la sensibilité aux anti-infectieux des souches de mycobactéries;
en contribuant a la surveillance de la résistance primaire et secondaire aux antituberculeux et de la
résistance multiple de M. tuberculosis, en s'appuyant sur les réseaux existants et en veillant a leur
représentativité ;

en contribuant a la surveillance des issues de traitement des cas de tuberculose a bacille multi-
résistant et a 'amélioration sur la description du suivi des patients ;

en contribuant & I'évolution des outils et dispositifs de surveillance de la tuberculose (infection et
maladie);

en participant avec I'agence nationale de santé publique aux systémes de surveillance européens
et internationaux.

4. Contribution a Ialerte :

o

en signalant a 'agence nationale de santé publique tout événement inhabituel : augmentation
inhabituelle de cas ou modification de leurs caractéristiques ; apparition de cas groupés ;

modification des formes cliniques (répartition, modification de leur expression clinique, formes
inhabituelles), modification des profils de résistance ; apparition de souches inhabituelles ; etc.
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- 1B - ORGANISATION DU CNR ET DE SES EVENTUELS LABORATOIRES
ASSOCIES

Centre National de Référence des Mycobactéries
et de la Résistance aux Antituberculeux

Directeur
Jérome ROBERT

BACTERIOLOGIE Isabelle BONNET
(tuberculose,
MNT, l&pre, @ Faiza MOUGARI
buruli)

Nicolas VEZIRIS (SR REUNIONS DE
CONCERTATION
Emmanuelle CAMBAU PLURI-

DISCIPLINAIRE
Emmanuelle CAMBAU -RCP-

Jérome ROBERT @
Lorenzo GUGLIELMETTI SURVEILLANCE Cadre
EPIDEMIOLOGIQUE] Techniciens
Emmanuelle CAMBAU ALERTE Secrétaires

Florence MOREL

Nicolas VEZIRIS @) @
- CHIMIOTHERAPIE BIOLOGIE .

Nicolas VEZIRIS EXPERIMENTALE ll MOLECULAIRE
@ Faiza MOUGARI
Pour chaque activité, seules les personnes contact sont

Alexandra AUBRY
P st 0N
Equipes de P
recherche
listées, chaque membre participant a différentes activités

@ Site APHP.Sorbonne-Universite @ ﬂ:g QZ:LTrg':::;ci .
L toi t
aboratoire Coordonnateur Responsable E. CAMBAU

Responsable J. ROBERT

https://cnrmyrma.fr

a - Equipe de APHP.Sorbonne Université — Laboratoire coordonnateur
Directeur du CNR - Jérome ROBERT (APHP et Sorbonne Université)
Biologistes

- Alexandra AUBRY, PUPH adjointe (APHP et Sorbonne Université)

- Nicolas VEZIRIS, PUPH (APHP et Sorbonne Université)

- Isabelle BONNET, PHC (Santé publique France et APHP)

- Laurence DRIEUX, PH (APHP)

- Florence MOREL, AHU puis Assistante spécialiste (APHP et Sorbonne Université)

- Wiem BEN DHAOU, Praticien attachée (APHP)

- Lorenzo GUGLIELMETTI, Praticien attaché (Santé publique France)
Cadre de Laboratoire

- Nathalie BACON (APHP)
Ingénieure de recherche

- Aurélie CHAUFFOUR (fond associatif)
Techniciens de Laboratoire

- Jade CAO VAN TUAT (APHP)

- Clément DENYS (APHP)

- Emanuel MAURER (APHP)

- Gérald MILLOT (APHP)

- Sophie ROUSSEL (APHP)

- Sabrina GOUMGHAR (Santé publique France)

- Doriane GONVALVES (Santé publique France)
Secrétaire de Laboratoire

- Sophia HENANE (APHP)

Equipe de Recherche : Inserm, Sorbonne Université — EDIRA, émergence et propagation des multirésistances aux
antibiotiques

Directrice : Alexandra AUBRY, PUPH adjointe

Site internet : https://cimiparis.fr/equipes/aubry-alexandra/
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b - Equipe de Bichat — Laboratoire associé
Directeur du laboratoire associé — Emmanuelle CAMBAU (APHP et Université Paris)
Biologistes
- Faiza MOUGARI, PH (APHP)
- Zeina AWAD, Praticien attachée (APHP)
- Christophe SOLA, PU Université de Paris Saclay
Techniciens de Laboratoire
- Odile VISSOUARN (APHP)
- Célia SICARD (APHP)
Secrétariat : Isabelle DUPRIEZ

-1C - LOCAUX ET EQUIPEMENTS

a- Locaux

Laboratoire coordonnateur (APHP. Sorbonne Université)

La partie technique du CNR-MyRMA est sur le site de I'hopital de la Pitié-Salpétriere, dans le Laboratoire de
Bactériologie-Hygiéne, qui a une superficie totale de 1000 m?,

Les activités se déroulent :

- dans le laboratoire de sécurité L3 (150 m?) consacré & la mycobactériologie, & la manipulation des bactéries de
classe 3 (salmonelles, brucelles...) et aux alertes infectieuses majeures.

-dans les pigces adjacentes (100 m?) consacrées aux manipulations des bactéries inactivées (coloration,
microscopie fluorescente) et aux techniques de biologie moléculaire (amplification génique, sondes moléculaires,
)

- dans le secteur tertiaire pour la gestion informatique des réseaux partenaires

Les animaleries utilisées pour les expériences de chimiothérapie expérimentale, ainsi que les activités de recherche,

sont situées dans les locaux universitaires de I'équipe de recherche EDIRA participant aux activités de recherche du

CNR-MyRMA, aux 5° et 7°™® étage de la Faculté de Médecine Sorbonne Université, site Pitié, située sur le méme

campus.

Laboratoire associé (Site Bichat)
Le service de mycobactériologie spécialisée et de référence, est situé a I'Hopital Bichat, situé dans la tour principale,
et a une superficie totale de 380 m2.

Les activités du CNR se déroulent :

- dans le laboratoire de sécurité biologique de niveau L3, (superficie de 51m2 (78 m? avec locaux annexes) - dans
des piéces (pieces NSB2 (surface totale 79,4m?) consacrées aux manipulations sur mycobactéries tuberculeuses
et Iépreuses inactivés dont la microscopie) les techniques de biologie moléculaire (amplification génique, sondes
moléculaires, électrophorése, séquencgage) et les tests IGRA.

- 2 bureaux médicaux (30 m2)

- des pieces partagées avec le CNR du paludisme : chambre froide, réserve, balances, pre- et post-PCR, toilettes,
bureau du cadre

b- Principaux équipements

Laboratoire coordonnateur (Site Pitié-Salpétriére)

Laboratoire de sécurité L3 et ses annexes :

- Equipements pour le traitement des prélévements médicaux, cultures en milieux solides et liquides,
- Equipements pour antibiogrammes en milieu solide et liquide,

- Equipements pour I'identification phénotypique classique,

- Equipement pour I'extraction d’acides nucléiques (cf. ci-dessous),
- 5 postes de sécurité microbiologique (PSM de type 1),

- 12 incubateurs,

- 3 congélateurs (-20°C / -40°C / -80°C),

- 5 réfrigérateurs

- 1 chambre froide

- 1 combiné (+5/-20°C)
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- 3 automates de culture en milieu liquide (Automates BD BACTEC™ MGIT™960),

- 3 modules de suivi et d'analyse de la sensibilité des isolats aux antituberculeux de 1ere et seconde ligne (TB eXiST
BD),

- 1 autoclave double entrée Matachana,

- 1 autoclave vertical Lequeusx,

- 2 microscopes a fluorescence, lampe LED, 1 microscope classique,

- 1 spectrophotométre (Ultrospec10, Dutscher),

- 1 hotte chimique pour la coloration,

- 1 colorateur de lames RAL Stainer,

- 1 coagulateur pour la préparation des milieux de Loewenstein-Jensen,

- 2 centrifugeuses,

- 3 bains a sec chauffants.

Biologie moléculaire :

- 3 amplificateurs d’ADN classiques pour PCR (Veriti, GeneAmp PCR system 9700 ; GeneAmp PCR system 2700,
Primus 25),,

- 2 amplificateurs automatisés de PCR « temps réel » (ABI PRISM 7000),

- 1 centrifugeuse,

- 2 blocs d’hybridation manuel TwinCubator pour les bandelettes Hain,

- 1 imageur Biorad Chemidoc-XRS pour 'analyse des gels d’électrophorése sous UV et des membranes
d’hybridation en chimioluminocence,

- 1 systéme de filtration sur plaques pour la purification des PCR,

- 1 bain a sec chauffant,

- 1 plateforme ELITe InGenius

- 1plateforme Genelead, Diagenode et kit Deeplex, Genoscreen

- 1 plateforme genXpert, Cepheid

- 1 logiciel d'assemblage et d'analyse des données de séquengage WGS (BioNumerics-7).

- 1 logiciel d'assemblage et d'analyse des données de séquences WGS SeqScape 2004.
Autres équipements :

- 2 Spectrométres de masse de type MALDI-TOF (Microflex et Sirius, Bruker),

Equipements accessibles sur la plate-forme génomique de la Pitié-Salpétriére

- Microdosage des acides nucléiques sur spectrophotometre Nanodrop,

- PCR temps réel haute capacité MX4000 et MX3005,

- Bioanalyseur 2100 Agilent pour analyse des acides nucléiques sur puce,

- Plateforme de génotypage de SNP & haut débit « ILLUMINA » (puces BeadChips),

- Scanner pour lecture des lames microarrays hybridées avec sondes Cy3/Cy5,

- Spectrometres microplaques 384,

- Spectrometre de masse MALDI-TOF,

- Spectrometre de masse NanoLC-ESI-MS/MS,

- Robot de fractionnement Freedom EVO150 (Tecan).

- Séquenceur haut débit pour le séquengage de lectures longues, PromethlON-24

Animalerie A2 (capacité totale : 1000 souris) :

- Isolateurs rigides et souples, ]
- Armoires ventilées, - 2 postes de sécurité microbiologique pour les dissections et cultures, - Etuves,
- 1 broyeur d’organe GentleMacs (Miltenyi)

- Autoclave pour destruction des déchets,

- Accés a I'animalerie A3 de la faculté de médecine (capacité totale d’environ 2000 souris) Sorbonne Université.

Laboratoire associé (Site Bichat)

Laboratoire de sécurité L3

- Equipement pour le traitement des échantillons médicaux,
- 4 postes de sécurité microbiologique,

- 3 incubateurs (30 et 37°C) pour milieux solides et liquides
- 3 automates de culture en milieu liquide (MGIT960TB®, Becton-Dickinson) - Equipement complet de
mycobactériologie médicale classique (réactifs de décontamination, centrifugeuses, ),
- Matériel et équipement pour identification rapide phénotypique,

- Equipement et automate pour antibiogramme en milieu liquide MGIT,
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- 1 module de suivi et d'analyse de la sensibilité des isolats aux antituberculeux de 1ere et seconde ligne (TB eXiST
BD),

- 1 Systéme de lecture de microplaques Sensititre,

- 1 autoclave double entrée,

- 3 colorateurs pour auramine et Ziehl, et 3 microscopes a fluorescence et 2 microscopes optique classiques (situés
dans une piéce attenante au P3),

- 1 lecteur de densité microscopique par marquage total et de viabilité (QUANTOM).

Biologie Moléculaire

- 1 extracteur automatique d’acide nucléique (Arrow NORDIAG),

- 1 spectrophotométre pour la quantification des acides nucléiques (Heliosy Thermos),

- 1 spectrophotometre UV-Visible NanoDrop 1000,

- 3 amplificateurs d’ADN classiques pour PCR,

- 1 amplificateur automatisé pour PCR « en temps réel » (Cepheid 4 modules),

- 1 amplificateurs pour PCR « en temps réel » (QS3, ThermoFisher),

- 1 automate d’hybridation GT-Blot 20 pour les bandelettes Hain Biocentric,

- 1 systéme d’hybridation manuelle TwinCubator,

- Matériel d’électrophorése en gel d’agarose

- 1 équipement d'électrophoréese pour génotypage par champ pulsé (Pharmacia LKB Gene Navigator),

- 1 imageur (GelDoc XR Biorad) pour I'analyse des gels d’électrophorése sous UV,

- 1 automate pour électrophorése capillaire d’ADN (Agilent),

- Acceés a un séquenceur MiniSeq (lllumina) en partage avec I'équipe de recherche IAME (batiment de la faculté de
médecine sur le méme campus), et a deux séquenceurs MiSeq et NextSeq (lllumina) sur la plateforme de génétique
de I'hépital Bichat,

- Accés a un séquenceur capillaire Applied Biosystem pour le séquengage Sanger sur la plateforme de génétique de
I'hépital Bichat, méme béatiment).

Autres équipements

- 1 Spectrométre de masse de type MALDI-TOF (Microflex Sirius, Bruker, 2021), en partage avec le service de
myco-parasitologie de I'hdpital Bichat,

- 2 Automates d'immuno-analyse pour les tests IGRA (Quantiféron® Gold in Tube, Qiagen) : Dynex DS2 (Qiagen), et
Liason XL (Diasorin). Un automate VIDAS 3 va étre installé en 2022.

-1D - COLLECTIONS DE MATERIEL BIOLOGIQUE

a- Description des souches

Nous mettons a disposition des laboratoires, des souches de M. tuberculosis sensibles et résistantes aux
antituberculeux de premiére ligne, ainsi que des souches de mycobactéries non tuberculeuses et de M. leprae.

Pour M. tuberculosis, et pour répondre aux besoins dans ce domaine et dans I'objectif d’aider a rationaliser les tests
de sensibilité aux antibiotiques, mais aussi avec le souci d'éviter les échanges de souches de TBMDR qui sont
hautement dangereuses, nous avons préparé des souches monorésistantes (a 'isoniazide, haut et bas niveau de
résistance, a la rifampicine, a la streptomycine et a I'éthambutol). Pour cela, des mutants résistants ont été sélectionnés
in vitro lorsque des souches d’origine clinique n’étaient pas disponibles.

De maniére identique, des souches de mycobactéries non tuberculeuses sont disponibles.

Nous avons choisi de mettre d’abord des souches de M. abscessus et ses subspecies ainsi que des mutants in vitro
bien caractérisés, car c'est I'espéce la plus difficile a identifier et de plus en plus fréquente dans les infections a
MNT.

Chaque souche de cette collection a été caractérisée phénotypiquement et génotypiquement - lignée, profil de
sensibilité génotypique et phénotypique (méthode des proportions, PCR-séquences, WGS) (Tableau 6).

Enfin, le CNR-MyRMA conserve I'ensemble des souches adressées pour expertise pour une durée de 10 ans
(environ 10.000 souches).
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Tableau 6. Description des souches disponibles au CNR pour contréle de qualité avec leurs noms et caractéristiques génétiques et

phénotypiques
Souche de Génotype Phénotype de résistance en milieu de Lowenstein-
M. tuberculosis Jensen
Isoniazide bas niveau inhA -15¢->t 100% résistance isoniazide 0,2 mg/l, sensible 1mg/|
Isoniazide haut niveau KatG S315T 100% résistance isoniazide 1 mg/l, sensible 10 mg/I
Rifampicine RpoB S531L 100% résistance rifampicine 40 mg/l
Streptomycine Rpsl L43A 100% résistance streptomycine 4 mg/l
Souche de mycobactéries | Génotype Phénotype de résistance en microdillution
non tuberculeuses
Mutant in vitro de
M. abscessus
Mb28.2 erm41 bolletii, rrl CMI de la clarithromycine (mg/L) J14 >512 mg/L
a2058¢c
Mm51 Ww,_ ml CMI de la clarithromycine (mg/L) J14 >256 mg/L
a t
T416 Eem41abscesus T28 rrl CMI de la clarithromycine (mg/mL) J14 >512 mg/L
a2059g

b- Conditions de stockage

Chacun des deux laboratoires du CNR assure le stockage des souches regues dans le cadre de ses activités de CNR.
Le stockage de I'ensemble des souches regues est organisé sous forme de souchier dont le fichier de tragabilité est
stocké sur un dossier partagé NAS situé sur le réseau de chacun des sites et bénéficiant de ce fait d'une sauvegarde
et de mesures de confidentialité. Les souches sont conservées dans en milieu liquide 7H9 glycérolé dans un
congélateur a -80°C.

Les Iépromes regus pour recherche de M. leprae sont conservés a -80°C aprés préparation dans du tampon de Hanks.
Les sérums pour test IGRA-TB sont conservés a -20°C.
Parallélement a la conservation des souches, le CNR est équipé d’'un congélateur -40°C pour la conservation des

ADN extraits des souches pour lesquelles une analyse de biologie moléculaire a été réalisée.

c¢- Conditions de mise a disposition des collections

Les souches stockées sont a la disposition de tous les laboratoires et envoyées sur demande argumentée et sous
réserve de I'autorisation du laboratoire envoyeur.

L’accés aux souches de M. tuberculosis résistantes aux antituberculeux sera réservé aux laboratoires de
mycobactériologie du territoire frangais possédant un local de sécurité biologique de niveau 3 (P3) et réalisant des
tests de sensibilité. L'accés aux souches résistantes aux antituberculeux de 2éme ligne sera réservé aux laboratoires
réalisant des tests de sensibilité de 2eme ligne.

L’envoi de souches de M. tuberculosis XDR fait 'objet d’'une réglementation particuliere en 2022 et n'est possible qu'a
des laboratoires détenteurs d’une autorisation MOT.

L'acces aux souches de MNT est fait sur demande selon un projet et sous réserve de l'autorisation du laboratoire
envoyeur. Des souches de M. tuberculosis ont déja été mises a la disposition des laboratoires de microbiologie du
groupe Azay-mycobactéries pour ceux qui voulaient organiser des contrdles de qualité internes.

Chacun des deux laboratoires du CNR assure le stockage des souches regues dans le cadre de ses activités de CNR.
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Le laboratoire associé a intégré le CRB de Lariboisiere en 2019 (Directeur Pr Philippe Manivet, Biobank
Lariboisiére/Saint Louis - Centre de Ressources Biologiques ; biobank-lariboisiere.fr).

- 1E - DEMARCHE QUALITE DU LABORATOIRE

Le CNR-MyRMA participe chaque année a des contréles de qualité externe (CQE) européens :

- (a) prélevements et souches pour examen microscopique, culture, identification, tests de sensibilité, amplification
génique et détection moléculaire de la résistance pour M. tuberculosis complex et pour les mycobactéries non
tuberculeuses (MNT). Ce CQE est organisé par la société Instand (Dlsseldorf, Allemagne) dans le cadre du réseau
européen des CNR de tuberculose et mycobactéries ERLN-TB (ECDC). Il a été suivi par les 2 laboratoires du CNR
comme depuis 10 ans ;

- (b) suspension d"ADN de M. tuberculosis et fichier fastq (a la fois séquengage génomique de souches cliniques
depuis 2017 et fichiers fastq synthétiques depuis 2020) pour le séquengage complet du génome, analyse des
lignées, du clustering et du resistotype. CQE organisé par le RIVM (Bilthoven, Pays- Bas) dans le cadre du « Global
Network for the Molecular Surveillance of Tuberculosis ».

- (c) prélévements de sérums pour le diagnostic d'infection tuberculeuse par tests IGRA (6*/an) : UK NEQAS
Interferon Gamma Release Assays (IGRA).

Les deux laboratoires du CNR-MyRMA sont également accrédités COFRAC (cf chapitre 1)
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ANNEXE 2 : CAPACITES TECHNIQUES DU CNR

Rappelez ici les informations suivantes (pour la plupart déja disponibles dans votre dossier de candidature) en les
mettant si nécessaire 4 jour :

- 2A - LISTE DES TECHNIQUES DE REFERENCE

a- TECHNIQUES PHENOTYPIQUES

Diagnostic

- Microscopie (Auramine, Ziehl),

- Cultures en milieux solides et liquides,

- Test IGRA par Quantiféron Gold Plus 4 tubes (Qiagen) fait sur Liaison XL (Diasorin) et sur Dynex DS2 (giagen),
test VIDATB IGRA en 2022.

Identification

- Techniques phénotypiques classiques (caractéres culturaux, morphologiques et biochimiques), -
Immunochromatographie (AgMPT64®, Eurobio),

- Spectrométrie de masse MALDI-TOF (Bruker MBT biotyper Sirius), comprenant les modules MBT Explorer
(acquisition de nouveaux spectres), MBT Mycobacteria Suite VD base de 178 espéces de mycobactéries et 952
spectres), MBT Subtyping Module (distinction des especes principales au sein du complexe M. avium).

Evaluation de la sensibilité aux anti-infectieux

Techniques pour les activités d’expertise

- Antibiogrammes par la méthode des proportions pour M. tuberculosis complex, utilisant des milieux LJ
commercialisés pour les antibiotiques de 1ére ligne (isoniazide, rifampicine, éthambutol et streptomycine) et des
milieux LJ et 7H11 préparés et contrdlés par le CNR-MyRMA pour tester la sensibilité aux antibiotiques de 2nde
ligne (kanamycine, amikacine, capréomycine, fluoroquinolones, thioamides, cyclosérine, PAS, linézolide,
bédaquiline, clofazimine, délamanide, et prétomanide).

- Antibiogrammes en milieu liquide (MGIT) pour M. tuberculosis complex pour les antibiotiques de 1ére ligne
(isoniazide, rifampicine, éthambutol, streptomycine et pyrazinamide) et de seconde ligne (ofloxacine, moxifloxacine,
ethionamide, linezolide, amikacine, capréomycine, PAS) - Détermination des CMI en milieu liquide MGIT avec
utilisation du logiciel TB eXiST des antituberculeux de 1ére et 2nde ligne vis-a-vis de M. tuberculosis

- Détermination en milieu solide des CMI des antituberculeux de 1ére et 2nde ligne vis-a-vis de M. tuberculosis, et
des antibiotiques vis-a-vis des mycobactéries non tuberculeuses

- Détermination des CMI en milieu liquide sur microplaque (Trek®) pour les mycobactéries non tuberculeuses a
croissance lente et rapide (amikacine, céfoxitine, ciprofloxacine, clarithromycine, doxycycline, éthambutol,
éthionamide, imipéneme, isoniazide, linézolide, minocycline, moxifloxacine, rifabutine, rifampicine, streptomycine,
tigécycline, tobramycine, triméthoprime-sulfaméthoxazole)

- Détermination des CMI des antituberculeux par la méthode de référence EUCAST

- Pour M. leprae : détermination in vivo de la sensibilité aux antibiotiques par inoculation dans le coussinet plantaire
de la souris (Swiss et Nude) et observation de la croissance bactérienne chez les animaux traités avec les
antibiotiques, par comparaison avec des animaux témoins non traités. Le résultat est disponible apres 8 a 12 mois.
Techniques pour I'évaluation de I'activité de nouveaux antibiotiques

- Méthodes in vitro : CMI selon la méthode de référence EUCAST en milieu liquide en microdilution et la méthode de
référence CLSI en milieu solide, étude de la bactériostase, bactéricidie, inhibition des fonctions enzymatiques de
I'ADN gyrase (IC50) pour les fluoroquinolones, étude des combinaisons d"antibiotiques (synergie, addition,
antagonisme ...),

- Méthodes in vivo : modeles de chimiothérapie expérimentale chez la souris pour M. tuberculosis, M. leprae, M.
ulcerans, M. avium, M. abscessus.

b- TECHNIQUES GENOTYPIQUES

Les techniques génotypiques utilisées sont listées dans les tableaux ci-dessous pour l'identification, les tests de
sensibilité aux antimycobactériens (mutations impliquées dans la résistance acquise) et le génotypage (phylogénie et
empreintes digitales génomiques).




CNR MyRMA - Rapport d’activité 2023- Année d’exercice 2022

Tableau 7. Techniques génotypiques utilisées pour l'identification des mycobactéries

Mycobactéries

Techniques commercialisées

PCR et Séquengage

M. tuberculosis complex

Espéces au sein du complexe
tuberculosis

Mycobactéries non tuberculeuses
"courantes”

Mycobactéries non tuberculeuses
"rares"
Toutes

Cepheid Xpert MTB/RIF

MDR/MTB ELITe MGB kit (sur ELITe InGenius)

Génotype MTB-DRplus
Génotype MTB-DRsl

Génotype MTBC
MIRU-VNTR 24 loci
Génotype C
Genotype NTM-DR
Génotype AS

Deeplex Myc-TB (identifie une centaine

rpoB, hsp65 ARNr 16S

d’espéces, par hsp65) atpE

ITS

M. abscessus complex
erm(41)

M. ulcerans 152404

M. leprae Genotype Leprae-DR RLEP

Tableau 8. Détection de mutations déterminant la résistance acquise aux antimycobactériens
Mycobactéries Techniques Séquengage (génome Antibiotiques
commercialisées complet et/ou Sanger)

M. tuberculosis complex Xpert MTB/RIF rifampicine

MTB-DRplus* rifampicine, isoniazide, éthionamide
MTB-DRsI* amikacine, kanamycine, capréomycine,
éthambutol, fluoroquinolones

Deeplex Myc-TB®

Rifampicine, isoniazide, éthambutol,
pyrazinamide, streptomycine,
fluoroquinolones, linézolide,
bédaquiline, clofazimine, éthionamide,
kanamycine, capréomycine, amikacine

M.abscessus

rpoB katG rifampicine isoniazide
inhA isoniazide, éthionamide
pncA, panD, clpC1 pyrazinamide

ethA, ethR et intergen.

ethR-ethA,mshA éthionamide

rrs, eis, tlyA amikacine, kanamycine, capréomycine,
streptomycine

rpsL,gid streptomycine

embA, embB, embC-A éthambutol

rrl, rplC linezolide

atpE bédaquiline

Rv0678, pepQ, Rv1979c¢
alr, ddIA, cycA fgd1, fbiA,
fbiB, fbiC, fbiD, ddn

erm(41), rrl, rrs

bédaquiline, clofazimine cyclosérine
délamanide, prétomanide
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Myc. non tuberculeuses NTM-DR* rrl, rrs macrolides, aminosides macrolides

M. leprae Leprae-DR* rifampicine, fluoroquinolones, dapsone

Deeplex Myc LEP rpoB, folP1, gyrA, gyrB
* Gamme Genotype, Hain Lifescience

Liste des techniques disponibles pour le typage, y compris séquengage génomique
Génotypage (phylogénie et empreintes digitales génomiques)

Tableau 9. Techniques disponibles pour le génotypage des mycobactéries

Mycobactéries Techniques Techniques
M. tuberculosis complex MIRU-VNTR 24 loci

MIRU 4 loci hypervariables si souche Beijing

Spoligotypage Deeplex Myc-TB®

Mycobactéries non tuberculeuses WGS

M.leprae Deeplex Myc-LEP
SNP 14676, 1642875, 2935685 et

17 VNTR

Séquencage génome entier (WGS)
Pour le séquengage génome entier, la technique ILLUMINA paired-end, distance en nombre de SNPs, est utilisée
pour toutes les espéeces de mycobactéries.

- 2B - LISTE DES TECHNIQUES RECOMMANDEES PAR LE CNR

Le CNR-MyRMA a mis a disposition des collegues sur son site internet des logigrammes qui résument la démarche
diagnostique microbiologique pour la prise en charge des prélevements pour suspicion d’infection @ mycobactéries.

;’ = 2| Suspicion de résistance a la rifampicine chez Mycobacterium tuberculosis complex
4 A o
E. Culture positive
Z - ]
3 +

\ Repiquage |

Examen microscopique | [ milieu solide et liquide
\ S
Culture

Test MDR/MTB ELITe MGB® GenoType MTBDRplus
RIF INH RIF INH

e T - bilité RIF et INH s g

(pas de mutation)

* ¥
résistance INH et
sensibilité RIF
Confirmation + v 1 B
R

résistance RIF (+/- INH) IF INH EMB PZA SM

l

GenoType DEEPLEX® Myc-TB (amplicons NGS)
MTBDRslv2 RIF INH EMB PZA SM Antibiogramme phénotypique 2
FQ, KAN, AMK, CAP FQLNZ BDQ CFZ KAN AMK CAP ETH FQLNZ 8D
CYS DLM KAN AMK CAP ETH PAS

Séquencage du génome complet
RIF INH EMB PZA SM
FQ LNZ BDQ CFZ CYS DLM PTM KAN AMK CAP ETH PAS

Légende et abréviations :

[ Analyses génotypiques ] [ Analyses phénotypiques J

BAAR : bacilles acido alcoolo rési NGS : Next i i é haut débit); RIF: ri icine; INH @ i EMB : PZA: M FQ: LNZ
ide; BDQ : iline; CFZ : imine; CYS : ine; DLM : PTM : pi ide; KAN : AMK ikacine; CAP : ETH

Les molécules de 2"* ligne appartenant au groupe A de la classification de 'OMS sont soulignées.

*Les des iques de biologie i sur sont ir sur BAAR négatif & I'examen microscopique.

Figure 5. Logigramme pour le diagnostic microbiologique en cas de suspicion de résistance a la rifampicine chez Mycobacterium tuberculosis
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Suspicion de résistance autre que rifampicine/intolérance aux antituberculeux chez M. tuberculosis complex

Culture positive
milieu solide ou liquide
Repiquage
milieu solide et liquide

l Suspicion résistance PZA isolée ] | Suspicion mono-résistance INH | lé aux antituberculeux de 1% ligne
i (en fonction du schéma thérapeutique alternatif)
Séquencage Sanger pncA DEEPLEX® Myc-TB (amplicons NGS) )
RIF INH EMB PZA SM GenoType MTBDRslv2
N ion de rési FQLNZ BDQ CFZ KAN AMK CAP ETH FQ, KAN, AMK, CAP
. el ion de rési
@ | Pas de de e | pour INH

Antibiogramme phénotypique
Antibiogramme méthode des proportions (milieu solide)
PZA sensible phénotypique PZA Pas de mutation RIF INH EMB PZA SM
milieu MGIT de résistance pour INH EQ LNZ BDQ CYS DLM KAN AMK CAP ETH PAS
Séquencage du génome complet
Séquencage du PZA résistant RIF INH EMB PZA SM
FQ LNZ BDQ CFZ CYS DLM PTM KAN AMK CAP ETH PAS
Légende et abréviations :
[ Analyses génotypiaues | [ analyses ] Analyses Analyses
BAAR : bacilles NGS : Next haut débit); RIF: ri INH : i EMB : PZA : SM: FQ: LNZ:
inézolide; BDQ : iline; CFZ : imine; CYS : ine; DLM : i : ide; KAN : ine; AMK : amikacine; CAP : cap ine; ETH : éthionami
Les de 2 ligne au groupe Ade la de I'OMS sont soulignées.

Figure 6. Logigramme pour le diagnostic microbiologique en cas de suspicion de résistance autre que la rifampicine chez Mycobacterium
tuberculosis

INDICATIONS
suspicion de cas groupés de tuberculose
suspicion contamination inter-échantillon
suspicion de rechute
souche MDR

Culture positive
milieu solide ou liquide

Extraction ADN Repiquage
milieu solide et liquide

Selon les situations
(notamment caractére +/- urgent de la comparaison)

n Spoligotypage " £ q
(| MILYA MIRU-VNTR 24 loci ] DEEPLEX® Myc-TB (amplicons NGS) R rbrs dedsl;n'/s B erence)

e ——a ) e -

NGS : Next Generation Sequencing (séquengage haut débit); MLVA : Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis; MIRU : Mycobacterial Interspersed Repetitive Units; VNTR : Variable number tandem repeat Analysis

Figure 7. Logigramme pour le typage moléculaire pour comparaison de souches de Mycobacterium tuberculosis
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Mycobactéries non tuberculeuses : identification et diagnostic de la résistance aux antimycobactériens

Culture positive
milieu solide ou liquide

Extraction ADN Repiquage
milieu solide et liquide

/ \
MNT a croissance rapide MNT a croissance lente
(site Bichat) (site Sorbonne Université)

IDENTIFICATION* IDENTIFICATION*

| Tests de SENSIBILITE aux antimycobactériens** ‘

MALDI-TOF MS
GenoType NTM

(si complexe MAC)

GenoType CMv2/AS ou MALDI-TOF MS GenoType CMv2/AS ou
GenoType NTM
GenoType NTM 1 BT e clonae ou GenoType NTM

(si M. chelonae ou M. abscessus) (si complexe MAC)

M. abscessus)

!

‘ Si échec identification/espéce rare/discordance | Antibi 1 : | Si échec identification/espéce rare/discordance ‘
1 cmi par microdilution en plaque l
RAPMYCO ou SLOWMYCO
Séquencage Sanger hsp65 +/- rpoB +/- ITS +/- ARNr16s +/- CMI manuelle Séquengage Sanger hsp65 +/- rpoB +/- ITS +/- ARNr16s
Whole genome sequencing Whole genome sequencing

Légende et abréviations :

Analyses génotypiques Analyses i Analyses i Analyse:

MNT : Mycobactérie Non Tuberculeuse - *Réalisé au CNR uniquement si les critéres ATS sont réunis - **Réalisé au CNR uniquement si les critéres ATS sont réunis et en fonction des recommandations du CA-SFM

Figure 8. Logigramme pour identification et diagnostic de la résistance aux antimycobactériens chez les mycobactéries non tuberculeuses

Infections a mycobactéries non tuberculeuses : investigation des épidémies et des cas liés aux soins

Préla . "
Pr d'envir

1ah . 4

services cliniq es, équif
d’hygiéne, instances sanitaires (eSIN)

(eau, dispositif médical, produit de
santé...)

Mise en cultures spécifiques Culture positive Mise en cultures spécifiques
(milieux liquides et solides) milieu sohde ou liquide (milieux liquides et solides)

MNT a croissance rapide

Collaboration avec ’
( cas index / cas secondaire) ‘

[ Prélévement clinique ]

MNT a croissance lente

Tests de SENSIBILITE aux antimycobactériens |~

Cf logigramme : Mycobactéries non tuberculeuses
: identification et diagnostic de la résistance aux
antimycobactériens

1
1
i
1
(si M. chel G’;'WWPQ NLMavmm complex) [ Séquengage Sanger hsp65 +/- J :
: - - 1
+/- GenoType CMv2/AS rpoB +/- ITS +/- ARNr16s :
S , 7’ 4 1
S| MEME ESPECE => COMPARAISON DES SOUCHES |. —————————————— !
I
Whole genome sequencing |
Légende et abréviations :
[ Analyse génotypiques ] [ Analyses J Analyses — — — —» Analyses optionnelles

Figure 9. Logigramme pour l'investigation des épidémies et des cas liés aux soins lors d’infections a mycobactéries non tuberculeuses
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Suspicion de lepre

Bio:ssie:utar;ée Lame: frottis de suc dermique (lobe d’oreille ou
(punch 3, 4 ou 6mm) Iésion cutanée

Broyage et suspension dans 2 ml J

tampon de Hanks
Extraction ADN

Examen microscopique
Ziehl-Neelsen

Examen microscopique
Ziehl-Neelsen

Positif
QPCRRLEP entriplicat | (25 baar ou globi
Positif [ négatif ] /lame)
(2 5 baar ou
globi /lame)

| Si positif = lépre

|
GenoType lepraeDR
Dap (folP1, Rifampicine (rpoB),
Oﬂox.acme (g.y rA) Lépre possible si forme
+ PCR-Sanger si mutations détectées paucibacillaire ou
2 tuberculoide ou
EEPLEX® Myc-LEP (amplicons NGS) neurologique pure
Etudes épidémiologiques
Confirmation résistance
Légende et abréviations :
Analyses génotypiques ] [ Analyses J Analyses

Figure 10. Logigramme pour le diagnostic microbiologique en cas de suspicion de lepre

- 2C — DETAILS DU FONCTIONNEMENT DES RCP

Fréguence N dossiers Raison de la Experts réquliers Nouveautés 2022
réunions | réunion demande d’avis hors CNR
Tuberculose 2/mois 5a10 » TBMDR (cas ou contacts) <+ Sanatorium (M. Jachym) < Stratégie anti-MDR
»  Autres résistances »  Pédiatres (G. Thouvenin) basée sur les nouveaux
»  Toxicité antituberculeux *  Immunologiste (A. antituberculeux
» Aggravations paradoxales Bourgarit) * Ajustement posologique
clofazimine
Mycobactéries 1/mois 10a15 » Infections respiratoires et  *  Pneumologues (C. * Augmentation des
Non extra-respiratoires 8 MNT Andrejak, FX. Blanc) demandes d'infection
Tuberculeuses  Infectiologues (L. extra pulmonaire type
Bernard IAS
+  Dermatologue (M. * Diminution
Jachiet) mucoviscidose
Lépre 1/mois 4a5 o Diagnostic, réactions »  Dermatologues (M. * Augmentation des
|épreuses, suspicion de Jachiet, A. Mahé) demandes
rechute +  Chirurgien leprologue * Quvert aussi aux DROM
(MY Grawvin) + (Guyane, Martinique,
neurologue (T Nelle Calédonie
Maisonobe) Réunion)
 Infectiologues (G.
Monsel)




