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1. Introduction 
Les mycobactéries constituent un large groupe taxonomique distribué dans divers 

environnements aquatiques et terrestres. La plupart sont des saprophytes mais certaines 
espèces sont des pathogènes capables d’infecter les humains et les animaux . Ainsi le 
complexe Mycobacterium tuberculosis ( M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, , M. microti 
and M. canetti) et M. Leprae, sont les agents respectifs de la tuberculose et de la lèpre. A côté 
des ces pathogènes à l’impact significatif sur la santé humaine, les mycobactéries non-
tuberculeuses (MNT) également appelées mycobactéries atypiques, ou mycobactéries 
environnementales pathogéniques (PEM) ou mycobactéries autres que tuberculeuses 
(MOTT), ont reçu moins d’attention. Cependant les MNT peuvent également être la cause 
fréquente d’infections localisées (peau, ganglions lymphatiques, os, poumons, tissus mous) ou 
disséminées dans tout le corps (Dailloux et al. 1999). Bien que les industriels de l’eau soient 
peu familiers avec ces pathogènes, de nombreux cas montrent que l’eau joue un rôle 
significatif dans la transmission des MNT (Wallace et al. 1998).  L’importance des infections 
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par les MNT et en particulier par le complexe Mycobacterium avium (MAC) a été reconnue 
avec la découverte d’infections disséminées chez les personnes immunodéprimées, en 
particulier chez les patients atteints du SIDA. Désormais, l’Organisation Mondiale de la Santé 
les reconnaît comme pathogènes émergents. (Pedley et al., 2004). Or les routes de transmission, 
les sources et les réservoirs de MNT dans l’environnement sont encore mal élucidés. Par ailleurs ces 
bactéries à la paroi épaisse et riche en lipides sont particulièrement résistantes aux traitements de 
désinfections classiques et ont tendance à former des biofilms. Il est donc extrêmement important de 
comprendre les conditions écologiques qui contribuent à la prolifération et la persistance des MNT 
dans les milieux aquatiques (Bland et al. 2005). Nous devons également développer et préciser les 
méthodologies utilisées pour détecter les MNT dans l’environnement, pour étudier leur diversité et 
leur phylogénie, pour identifier des marqueurs de virulence et pour mettre en place des stratégies de 
désinfection efficaces (Falkinham, 2004). 

 

2. Les mycobactéries non-tuberculeuses 
Les MNT sont de petits bacilles aérobies assez longs et fins, asporulés et acapsulés ( 

Figure 1. A). Elles appartiennent au groupe des actinobactéries, bactéries à Gram 
positif, avec un pourcentage en bases nucléiques G+C (guanidine et cytosine) élevé ( 

Figure 1.B). Chez les mycobactéries il est compris entre 61 et 71 %. Leur paroi 
présente une structure particulière, riche en acides mycoliques (cires) qui leur confère une 
résistance à l'action combinée d'acide dilué et d'alcool (acido-alcoolo-résistants) (Ziza et 
Desplaces, 2006). Cette paroi explique la grande résistance MNT aux macrophages, aux UV 
et au chlore. Leur temps de génération est extrêmement long, ils nécessitent donc quelques 
semaines à plusieurs mois de mise en culture pour les isoler de l’environnement (Stinear et al. 
2004).  

 
 
A.    B. 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1. A Mycobacterium sp.observés en microscopie électronique (NIH, Clifton E. Barry). B. 

Comparaison phylogénétique des séquences du gène de l’ARNr 16S de bactéries à Gram positif. 
L’arbre montre les relations plutôt que les distances (Ahmad et al. 1999) 

 
 

Les MNT sont largement distribuées dans les sols, sédiments, eau douce et estuaires. 
Les densités rapportées dans les environnements aquatiques naturels et artificiels varient de 1 
à 105 UFC.l-1 (Tableau 1). Cette grand variabilité provient à la fois des difficultés techniques à 
isoler les mycobactéries et des variations de densité en fonction de la région et des 
caractéristiques de l’échantillon.  

Leur ubiquité est due à leur capacité à exploiter des niches écologiques inoccupées par 
d’autres microorganismes (Falkinham et al. 2004). Les mycobactéries sont capables d’utiliser 
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une variété d’hydrocarbones y compris les hydrocarbones aromatiques et polycycliques 
saturés ou insaturés présent dans les environnements contaminés (Niva et al. 2006). 

Bland et al (2005) ont montré que les conditions extrêmes comme les écosystèmes 
acides ou les eaux alcalines du Rio Grande favorisent les MNT. Les densités de M. avium sont 
plus élevées dans les eaux peu oxygénées et riches en matière organique (Falkinham et al. 
2004). 

 
Tableau 1. Densités (UFC.l-1) de mycobactéries dans divers environnements aquatiques 

(liste non exhaustive) 

Mycobactéries Echantillon Pays 103 UFC.l-1 Référence 
Mycobactéries Eau naturelle Finlande 0,97-5.8 Torkko et al. 2001 
Mycobactéries Brook waters Finlande 0,01-2.2 Ilvanianen et al. 1993 
MAC Spa piscines Australie 1-43 Lumb et al.  2004 
MNT Réseau d’eau potable synthèse 0,001-3.5 Vaerewijck et al. 2005 
Mycobactéries Nappe phréatique et eau 

traitée 
France 1-500 Le Dantec et al. 2002 

Mycobactéries Réseau d’eau potable Finlande 0,001-1 Torvinen et al. 2004 
MNT Réseau d’eau potable USA  0,002-1 Hilborn 2006 

 
La capacité des MNT à croître à de faible niveau d’oxygène (microaérophilie) et la 

stimulation de leur croissance par les acides humiques et fulviques peut expliquer leur 
présence dans les sols humides et sédiments (Falkinham et al. 2004, Pickup et al. 2005). Les 
mycobactéries sont robustes et peuvent survivre des années dans les dépôts sédimentaires 
(Pickup et al. 2005). L’hydrophobicité de leur paroi cellulaire confère aux mycobactérie la 
capacité à produire et à vivre en biofilm dans les environnements aquatiques (Falkinham et al. 
2004). Cette hydrophobicité contribue à la concentration des MNT dans les aérosols et aux 
interfaces air/eau ou les MNT trouvent des conditions riches en matière organique et sans 
compétiteurs.  

2.1. Diversité 
Mycobactéries non-tuberculeuses est un terme collectif désignant les espèces du genre 

Mycobacterium qui n’appartiennent pas au complexe Mycobacterium tuberculosis. Ce terme 
recouvre donc un groupe hétérogène d’espèces présentant une grande diversité. Le nombre 
d’espèces MNT identifiées et cataloguées est passé de 50 en 1997 à 125 en 2007 grâce à 
l’amélioration des techniques d’isolement et d’identification (Griffith et al. 2007). La Figure 2 
donne un aperçu de la relation phylogénétique entre certaines de ces espèces. Sur la centaine 
d’espèces de mycobactéries identifiées, le nombre d’espèces pathogéniques pour les humains 
est passé de 21 en 2002 à 60 en 2004 (Mäkinen et al. 2002, Heifets 2004). Cette augmentation 
rapide est liée d’une part à l’amélioration des techniques d’isolement et d’identification, mais 
aussi à l’augmentation du nombre de cas d’infection par les MNT. Il est fort à parier que 
d’autres espèces pathogéniques et non-pathogéniques vont être découvertes dans les années à 
venir alors que plus d’attention est portée aux MNT dans les échantillons cliniques et dans les 
échantillons de l’environnement (Nichols et al. 2004). En effet une proportion significative de 
MNT isolées de l’environnement n’appartient pas à des espèces mycobactériennes décrites 
(Pickup et al. 2005). 

Des surveillances ont montré une grande hétérogénéité parmi les isolats cliniques et 
environnementaux au niveau spécifique et sub-spécifique. Ainsi plusieurs espèces peuvent 
être isolées d’un même échantillon d’eau naturelle (Niva et al. 2006, Bland 2005). Les 
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espèces mycobactériennes trouvées dans les environnements aquatiques ne sont pas seulement 
pathogéniques, mais aussi des espèces saprophytiques (Vaerewijck et al 2005). Ainsi M. 
gordonae, M. flavescens M. fortuitum, M. chelonae, M. bohemicum, M. malmoense, M. 
intracellulare, M. terrae et M. xenopi ont été isolées d’échantillon d’eau naturelle et d’eau 
récréationnelles (Dailloux et al). Or chez l’homme 95% des infections sont liées à M. avium, 
M. kansasii, M. xenopi, M. chelonae, M. scrofulaceum et M. marinum (Ziza et Desplaces 
2006). 

 

Figure 2. Relation phylogénétique entre les séquences du gène hsp65 de mycobactéries 
non tuberculeuses. L’arbre est construit avec la méthode neighbor-joining. La robustesse des 
branchements a été testée sur 100 réitérations  par la méthode Bootstraps, seules les valeurs 

supérieures à 50% sont représentées (Ferdinand et al. 2004).  

 
Il est clair que la taxonomie des MNT est encore en développement alors que de 

nouvelles souches sont isolées des patients et de l’environnement. Or le besoin d’identifier 
correctement les MNT devient important pour comprendre l’épidémiologie des maladies. Par 
ailleurs les traitements appliqués aux patients demande un diagnostic fiable basé sur 
l’identification précise des pathogènes car la sensibilité aux antibiotiques, et donc les 
traitements, varient selon les espèces mycobactériennes.  

 

2.2. Impact sur la santé humaine 
Le groupe des MNT se différencie des mycobactéries responsables de la tuberculose 

par l’absence de pouvoir pathogène spécifique. Dans le cas des mycobactérioses, maladies 
provoquées par les MNT, la maladie humaine est toujours acquise de l’environnement sans 
transmission interhumaine au contraire de la lèpre et de la tuberculose. Depuis quelques 
années l’Organisation Mondiale de la Santé reconnaît les MNT comme des pathogènes 
émergents. En effet dans les pays industrialisés, la fréquence des MNT tend à augmenter alors 
que celle de la tuberculose semble diminuer toutes proportions gardées (Figure 3).  
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Figure 3. Nombre de cas de tuberculose et de mycobactérioses non-tuberculeuses au 
CHU de Nancy entre 1985 et 1995. Pendant cette période les méthodes de détection et le 

nombre total d'échantillons sont restés identiques (adapté de Dailloux et al 1999) 

 
Cette augmentation est constatée alors que la vulnérabilité de la population devient 

plus importante, liée au vieillissement de la population, à l’utilisation accrue de 
thérapeutiques immunosuppressives et à l’apparition de l’épidémie du SIDA (Ziza et 
Desplaces 2006). Des changements récents de comportements et de vulnérabilité des humains 
sont donc en grande partie responsable de l’émergence des MNT. Ainsi les bains de pieds 
dans des instituts de beauté, et la pratique du piercing ont été à l’origine d’infections par des 
MNT (Pedley et al. 2004). Ces deux exemples illustrent comment différents usages de l’eau 
résultant d’un changement de mode de vie peuvent présenter l’opportunité pour un pathogène 
de devenir émergent (Pedley et al., 2004).  

Les maladies liées aux  MNT ont été vues dans la plupart des pays industrialisés avec 
un taux d’incidence de 1 à 2 cas pour 100 000 personnes. Le complexe M. avium, M. kansasii, 
M. xenopi et M. chelonae sont responsables de la majorité des infections dans les pays 
développés (Horsburgh 1996) alors que M . ulcerans est responsable de maladies ulcérantes 
endémiques dans les pays tropicaux et subtropicaux (Pedley et al. 2004). Une étude 
internationale de surveillance a montré qu’entre 1976 et 1996 le nombre de souches de MNT 
isolées d’échantillons cliniques était en augmentation. La distribution des espèces 
couramment isolées est en changement constant dans la plupart des pays étudiés et de 
nouvelles espèces émergent (Martin-Casabona et al. 2004). Actuellement M. avium-
intracellulare devient responsable de plus de 80% des mycobactérioses du SIDA alors que M. 
kansasii et M. xenopi infectent primordialement les sujets exemptes de SIDA (Ziza et 
Desplaces 2006). La MNT la plus pathogène est M. kansasii capable de provoquer une 
maladie chez les individus en bonne santé quand l’inoculum est élevé. Les autres MNT 
deviendront pathogènes dans trois circonstances : introduction accidentelle ou nosocomiale, 
lésions préexistantes pulmonaires, immunodépression (Ziza et Desplaces 2006). 

Les manifestations cliniques les plus courantes sont les infections pulmonaires, des 
ganglions lymphatiques, de la peau et des tissus mous, ainsi que les infections disséminées 
(Vaerewijck et al. 2005). Les voies supérieures, le tractus digestif et la peau sont les tissus les 
plus souvent colonisés. Les infections sont des affections chroniques caractérisées par 
l’établissement de granulomes tissulaires. L’infection est due à la persistance du pathogène 
qui n’est pas éliminé par les défenses de l’hôte, à la virulence de la bactérie et à la taille de 
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l’inoculum (Ziza et Desplaces 2006). Il est possible que la susceptibilité individuelle à 
l’infection puisse avoir une composantte génétique.  

Les infections des tissus mous incluent les abcès post-traumatiques, l’ulcère de Buruli 
(causé par M. ulcerans or M. shinshuense) et les infections cutanées à M. marinum qui 
affectent les aquariophiles, les professions en contact avec les poissons et le public des 
piscines (Aubry et al. 2002). L’infection des ganglions lymphatiques peut être causée par 
différentes espèces dont le complexe M. avium et atteint souvent les enfants de moins de 5 
ans. L’incidence de cette infection a particulièrement augmentée dans les pays qui ont arrêté 
la vaccination obligatoire par le BCG (ex. Suède). En France la décision d’arrêter cette 
vaccination, prise en juillet 2007, fait craindre une augmentation de ces infections dans les 
années à venir et nécessite de mieux développer la prévention contre les MNT. Les infections 
pulmonaires causées par le complexe M. avium sont vues le plus souvent chez les personnes 
avec une pathologie broncho-pulmonaire, les personnes atteintes du SIDA ou de cancers. 
Enfin, les infections généralisées surviennent chez les malades immunodéprimés, non 
seulement par une maladie d’immunodéficience comme les patients atteints du SIDA 
(l’incidence dans le SIDA a plutôt diminué dans les pays développés avec l’introduction de la 
thérapie antiretrovirus), mais aussi chez les malades qui doivent recevoir un traitement 
immunosuppresseur en cas de greffes, cancers et autres pathologies chroniques.  

Le traitement des mycobactérioses est souvent long et difficile, car ces bactéries sont 
naturellement résistantes à la plupart des antibiotiques et développent des résistances aux 
rares antibiotiques auxquelles elles sont sensibles. On a le plus souvent tendance à utiliser les 
macrolides et les quinolones qui sont généralement actives contre les mycobactéries (Cambau 
et Jarlier 1996, Ziza et al. 2006).  

2.3. Sources et réservoirs 
Les MNT peuvent infecter les humains et les animaux par différentes voies 

d’exposition qui incluent l’ingestion, l’inhalation et l’exposition par contact ou post-
traumatique. Dans la plupart des cas l’eau a été impliquée comme route possible de 
transmission. En effet les MNT sont isolées de l’eau potable, des systèmes de distribution 
d’eau chaude, des machines à glace, des fontaines, les piscines et des aquariums (Pedley et al. 
2004). Elles sont également isolées parfois en grand nombre dans les écosystèmes aquatiques 
comme les étangs, lacs, rivières et marais  (Falkinham 2004). Les humains sont donc 
couramment exposés à ces bactéries par contact avec l’eau.  

La Figure 4 représente les voies de transmissions à l’homme, les sources et les 
réservoirs potentiels. Les poissons et mollusques pas ou peu cuits et les produits laitiers sont 
considérés comme des voies importantes de contamination. En effet les animaux filtreurs 
(poissons et mollusques) concentrent les MNT présents dans les sédiments ou l’eau et les 
rejettent dans l’environnement ou les transmettent à leurs prédateurs (Heckert et al. 2001, 
Portaels et al. 2001, Marsollier et al. 2002). 

L’eau traitée est également une source importante et les réseaux de distribution d’eau 
potable et d’eau chaude constituent des réservoirs les plus proches de l’homme dans les pays 
industrialisés à prédominance urbaine. En effet la résistance des MNT aux UV et aux 
traitements chimiques comme la chloration facilite la colonisation des réseaux de distribution 
d’eau potable (Stinear et al. 2004). Dans les eaux traitées, ces bactéries oligotrophes peuvent 
former des biofilms en absence de compétiteurs. Une étude a montré que  72% des 
échantillons collectés dans un système de distribution d’eau potable à Paris présentaient 1 à 
500 CFU.ml-1 (Le Dantec et al. 2002). Ces biofilms constituent un réservoir qui contamine 
l’eau du robinet destinée à la consommation et l’usage domestique. Les  aérosols contaminés 
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crées par les douches chaudes constituent également une source importante de MNT (ex. 
épidémie Seine Saint Denis à M. kansasii, Lortholary et al. 1999). Selon la législation 
européenne (98/83/CE) l’eau destinée à la consommation humaine ne devrait contenir aucun 
pathogène à des densités pouvant affecter la santé humaine. Cependant ces normes ne 
prennent pas en compte les pathogènes émergents tels que les MNT. 

Les MNT colonisant les réseaux de distribution, proviennent des eaux de surface et 
souterraines utilisées pour le captage par les usines de traitement. Parce que ces eaux sont les 
milieux de vie naturels des MNT, les sédiments des rivières et l’interface air/eau peuvent 
constituer des réservoirs. Ces milieux aquatiques reçoivent diverses pollutions diffuses et 
ponctuelles, incluant les rejets des systèmes séparatifs et de systèmes unitaires des eaux de 
pluie et des eaux usées (CIWEM/IWA 2000, Ellis 1991). Ainsi les rejets de temps de pluie 
constituent une source majeure de MNT dans les eaux urbaines utilisées pour la production 
d’eau potable ou pour les activités de récréation. Pickup et al. (2005) ont rapporté que la 
présence de MNT dans les rivières est fortement influencée par les rejets de temps de pluie et 
corrélée avec l’augmentation des indicateurs fécaux. De plus les pluies drainent le bassin 
versant, lessivant des sols naturellement colonisés par les MNT ou contaminés par l’épandage 
de lisier ou de boues activées. L’homme peut alors se contaminer par contact avec une eau 
contaminée ou par inhalation d’aérosols que ce soit dans les activités de récréation ou dans 
des activités de lavage.  
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Figure 4. Sources et réservoirs environnementaux de MNT et voies d'expositions de 

l'homme (inspiré de Pickup et al. 2006) 

 
Les animaux sauvages contribuent aussi à la persistance de MNT dans 

l’environnement et aux cycles de réinfection (Pickup et al. 2005). Les mammifères, oiseaux, 
poissons, invertébrés et protozoaires peuvent servir d’hôtes et de vecteurs (Vaerewijck et al. 
2005). Certaines MNT ont été montrées comme vivant à l’intérieur d’amibes et de ciliés. 
Cette association avec les protozoaires peut constituer une stratégie de survie pour les MNT et 
peut augmenter leur virulence (Cirillo et al. 1997). M. marinum est un pathogène avéré des 
poisons qui peut aussi infecter les humains par la peau abrasée (Aubry et al. 2002, Ucko and 
Colorni 2005). Les espèces du complexe M. avium peuvent infecter divers mammifères et 
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oiseaux et constituent une cause significative de maladies chez l’homme (Falkinham et al 
2004). Bien que soupçonnée d’exister, la transmission de l’animal vers l’homme n’est pas 
avérée.  

Cette Figure 4 est un modèle théorique, cependant on connaît très mal les réservoirs et 
sources de MNT dans l’environnement. Une connaissance accrue de la diversité et de la 
quantité des MNT dans divers réservoirs environnementaux devrait aider à lier les cas 
cliniques et leurs sources (Falkinham et al. 2004). Actuellement il existe peu d’études 
quantitative sur la présence des différentes espèces de MNT dans les environnement 
aquatiques. Ceci est notamment lié au manque de techniques de quantifications adaptées à 
l’environnement 

 

3. Méthodes de recherche de mycobactérie dans les eaux  
Il existe de nombreuses méthodes décrites pour détecter les MNT dans les échantillons 

cliniques, la plupart ne sont pas adaptées pour les échantillons de l’environnement. De plus 
une grande majorité n’est pas quantitative car le milieu médical base son diagnostic sur la 
présence du pathogène sans souci de le dénombrer. La recherche épidémiologique des sources 
et réservoirs dans l’environnement (sol, aérosols et eau) nécessite donc le développement de 
méthodes quantitatives. La quantification des microorganismes peut soit se faire de manière 
indirect en cultivant les organismes sur milieu liquide ou solide, soit de manière directe en 
comptant les cellules ou en quantifiant un biomarqueur (ADN ou lipides) sans passer par une 
étape de culture (Atlas et Bartha 1997). Malheureusement il n’y a aucun protocole standard et 
la plupart des techniques sous-estiment le nombre de MNT dans les échantillons. 
Traditionnellement les mycobactéries sont quantifiées en milieu de culture solide. Cependant 
les cultures prennent du temps (quelques semaines à 2 mois d’incubation) et sont trop 
sélectives (-1 à 10% comparé aux comptages directes). L’utilisation récente de techniques 
directes chimiques ou moléculaires améliore la vitesse et la précision des diagnostiques 
(Stinear et al. 2004). Récemment ont vu se développer la PCR en temps réel, les techniques 
d’hybridation et les nanocapteurs. 

3.1. Méthodes indirectes 
La culture des microorganismes peut se faire en milieu liquide ou solide. La plupart 

des techniques décrites utilisent les milieux solides. Si la concentration en MNT dans 
l’échantillon est supposée faible (ex. eau traitée) l’échantillon devra être concentré. Ensuite 
une technique de décontamination doit être utilisée pour se débarrasser des microorganismes 
compétiteurs qui croissent plus rapidement que les mycobactéries (Stinear et al. 2004). En 
effet il n’existe pas de milieu sélectif pour les mycobactéries.  

L’étape de concentration peut se faire par filtration (porosité 0.45 µm) ou par 
centrifugation de l’échantillon de volumes variants entre 25 et 1000 ml. Elle se fait soit en 
amont, soit en aval de la décontamination. La décontamination est réalisée par l’emploi 
d’acides, de bases ou de détergents. Cette technique se base sur la résistance relative des 
mycobactéries aux traitements chimiques du fait de leur paroi riche en lipides et acides 
mycoliques. Différentes combinaisons de méthodes de concentration et de décontaminations 
avec différents milieux de culture ont été proposées sans arriver à un consensus sur la 
meilleure méthode (Tableau 2). Cependant il semble que le traitement au détergent chlorure 
de cetylpyrididium (CPC) stimule la croissance de nombreuses MNT avec des contaminations 
faibles en bactéries interférentes (Stinear et al. 2004). L’efficacité des décontaminants dépend 
de leur concentration et du temps de contact et dépend des espèces de MNT (Hunter et al. 
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2001). Un enrichissement de l’échantillon en MNT a été testé en utilisant des billes 
paramagnétiques (IMS) couvertes d’anticorps anti-mycobactéries (Li et al. 1996). Il existe 
aussi une méthode utilisant un milieu liquide 7H9 modifié (MGIT, BBL Microbiology 
systems) qui contient une molécule fluorescente sensible à l’oxygène, ce qui permet une 
culture en automate. 

Ces méthodes de cultures ont des avantages et des inconvénients. Les étapes de 
concentration et de décontamination entraînent souvent la perte de mycobactéries cultivables, 
et les milieux de culture sont toujours relativement sélectifs car iIs ne mettent pas en évidence 
certains organismes non cultivables (Atlas et Bartha 1997). Ainsi Pickup et al. (2005) ont noté 
que plusieurs espèces de MNT dans la rivière Tall (GB) ne peuvent pas être récupérées par 
culture. De fait la plupart des études de surveillance donne des données biaisées quant au 
nombre de MNT présentes dans l’eau. De plus les méthodes de cultures ne permettent pas de 
dénombrer les organismes viables mais non cultivables. Autre inconvénient majeur, les 
mycobactéries sont généralement des bactéries à croissance lente dont la culture peut prendre 
1 semaine à plusieurs mois. Néanmoins, les cultures restent nécessaires pour décrire les 
espèces et pour mieux comprendre leur physiologie et leur génétique, ainsi que pour tester 
leur sensibilité aux antibiotiques.  

 

Tableau 2. Méthodes utilisées pour isoler les mycobactéries de l'environnement (adapté 
de Stinear et al. 2004) 

Concentration Décontamination Milieu de culture Référence 

Centrifugation CPC 0.005% 30 min 7H10 à 37°C Falkinham et al. 2001 

Filtration SDS/NaOH Lowenstein-Jensen à 37°C Le Dantec et al. 2002 

Filtration CPC 0.005% 15 min BACTEC et Lowenstein-
Jensen, à 37°C 

Peters et al. 1995 

centrifugation aucune Tsukamura minimal+Tween 
80+cycloheximide, à 37°C  

Von Reyn et al. 1993 

centrifugation CPC 0.04% 30 min 7H10+cycloheximide à 37°C, 
10% CO2

Covert et al. 1999 

centrifugation CPC 0.04% 30 min 7H10+cycloheximide à 30°C, 
5% CO2

Leoni et al. 1999 

Filtration NaOH+cycloheximide+vert 
de malachite 

Milieu œuf à 30°C Neumann et al. 1997 

Filtration CPC 0.05% 30 min Lowenstein-Jensen à 30°C Neumann et al. 1997 

Centrifugation  3% SDS+4%NaOH, 2% 
cetrimide 

Lowenstein-Jensen à 30 et 
37°C 

Parashar et al.2004 

Filtration + billes 
de verre 

1M NaOH, 5% acide 
oxalique 

Milieu oeuf + glycerol+ 
pyruvate + cycloheximide pH 
5.5 à 30°C 

Ilvanainen et al. 1993 

Filtration + billes 
de verre 

2 M H2SO4 + cycloheximide Milieu oeuf + glycerol+ 
pyruvate + cycloheximide pH 
5.5 à 30°C 

Ilvanainen et al. 1993 

Centrifugation, 
IMS, 

CPC 0.005% 30 min Brown & Buckle à 30°C Stinear et al. 2000 
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3.2. Méthodes directes 
Les méthodes directes de quantification s’affranchissent de l’étape de culture. On peut 

soit compter les cellules au microscope à épifluorescence ou au cytomètre de flux après 
hybridation des sondes nucléiques ou immunomarquage, soit quantifier l’ADN en PCR temps 
réel ou sur micropuces à ADN. Ces méthodes offrent l’avantage de prendre en compte les 
bactéries viables non-cultivables (Stinear et al. 2004). Néanmoins elles peuvent surestimer les 
quantités de MNT car elles ne permettent pas de distinguer les cellules mortes des vivantes. 
Cependant les méthodes sont limitées par la difficulté à lyser ou perméabiliser les parois 
cellulaires des mycobactéries et par la spécificité des anticorps ou des sondes et des amorces 
nucléiques.  

 

Hybridation et immunomarquage 
Le marquage spécifique des cellules par une sonde nucléique ou des anticorps couplés 

à un marqueur fluorescent permet de visualiser sélectivement les MNT. L’hybridation in situ 
de sondes nucléiques spécifiques du genre Mycobacterium nécessite la pénétration de la 
cellule. L’efficacité de la technique dépendra donc de la perméabilisation de la paroi 
mycobactérienne qui est particulièrement hydrophobe et résistante. La perméabilisation de la 
membrane par hydrolyse à l’HCl et déshydratation à l’alcool est moyennement efficace 
comparée à l’action combinée de lysozyme et de triton X-100 (Cimino et al. 2006). Les 
sondes utilisées pour l’hybridation in situ sont constituées d’oligonucléotides dont l’ossature 
sucre-phosphate est remplacée par des unités répétées de N-(2-aminoethyl) glycine (PNA ou 
peptide nucleic acids). Plus hydrophobes ces sondes pénètrent plus facilement la paroi des 
mycobactéries (Lehtola et al. 2006). Après hybridation les cellules de MNT sont comptées à 
l’aide d’un microscope à épifluorescence ou d’un cytomètre de flux (Hongmanee et al. 2001). 
Une alternative à l’hybridation in situ de sondes nucléique est le marquage fluorescent des 
cellules par des anticorps anti-mycobactéries (Chang et al. 2005), les cellules sont ensuite 
comptées au microscope ou en cytométrie de flux.  

L’utilisation de sondes nucléiques spécifiques peut aussi se faire sur de l’ADN ou 
ARN extraits de l’échantillon par lyse cellulaire. La aussi la quantification dépendra de 
l’efficacité de l’étape de lyse, soit par des techniques physiques (sonication, chocs 
thermiques), chimiques (NaCl, détergents) ou enzymatiques (lysozyme, protéinase ou 
achromopeptidase). L’hybridation d’extraits nucléiques avec des sondes spécifiques peut se 
faire en microplaques (Nieman et al 2006) ou sur des puces à ADN (Tobler et al. 2006, 
Fukushima et al. 2003). 

 

PCR en temps réel 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique qui sert à amplifier l’ADN ou 

l’ARN au cours de plusieurs cycles de températures de dénaturation, d’hybridation et 
d’élongation. Cette réaction est catalysée par la Taq polymérase (enzyme supportant des 
températures élevées). Cette enzyme copie les simples brins d’ADN en brins complémentaires 
en débutant la polymérisation des nucléotides à partir d’une amorce. Pour amplifier un 
fragment de gène d’une taille définie, on utilise une amorce sens et une amorce anti-sens qui 
se fixent chacune sur un des brins complémentaires. 

La technique de PCR en temps réel consiste à mesurer à chaque cycle d’amplification, 
la quantité d’ADN d’amplifiée grâce à un marqueur fluorescent. L’obtention de la cinétique 
complète de la réaction de polymérisation permet d’obtenir une estimation de la quantité 
initiale d’ADN. Les données de fluorescence sont transformées en logarithme afin de 
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linéariser la phase exponentielle d’amplification en fonction du nombre de cycles. Ce segment 
est modélisé par l’équation : 

 log[ADN]=a(nombre de cycle)+b 

La pente a est dérivée de l’efficacité de PCR, b correspond à la quantité d’ADN au 
cycle 0, on obtient ainsi la quantité d’ADN initiale.  

Plusieurs techniques de PCR temps réel sont commercialisées : SYBR Green, 
molecular beacon et TaqMan. Ces techniques utilisent des sondes fluorescentes. La sonde 
SYBR Green s’hybride à l’ADN en double brin et émet une fluorescence lorsqu’elle est 
excitée. Cependant le manque de spécificité de cette sonde rend cette méthode moins 
intéressante que les deux autres techniques. Celles-ci utilisent une sonde spécifique qui 
s’hybride entre les deux amorces. La sonde porte un fluorophore à haute énergie (reporter) et 
un fluorophore à faible énergie (quencher) chacun à une extrémité de la sonde. Quand les 
deux fluorophores sont proches, aucune fluorescence n’est émise (Fluorescent Resonant 
Energy Transfer). La sonde TaqMan est courte, lorsqu’elle est intacte les deux fluorophores 
sont proches et aucune fluorescence n’est émise. Au cours de la PCR l’activité exonuclease de 
la Taq polymérase clive la sonde qui se trouve sur son chemin, entraînant ainsi la séparation 
des deux fluorophores, une lumière est alors émise (Figure 5).  

     

Figure 5. Principe de la sonde Taqman, R représente le reporter, Q le quencher, Taq 
représent l’ADN polymerase (K. Bouchard course material) 

 

Dans le cas de la technique molecular beacon la sonde est plus longue et on utilise une 
polymerase sans activité exonucléase, la sonde fluorescente est seulement déplacée par la 
polymérase mais pas détruite. Elle se replie alors sur elle-même et n’émet plus de 
fluorescence car dans cette conformation les deux fluorophores sont proches.  

Les tests PCR de MNT décrits dans la littérature sont basés sur l’amplification de 
fragments d’ADN des gènes ARNr 16S, IS6110, hsp65, gyrB, rpoB et la région intergénique 
entre les gènes de l’ARN16S et l’ARN23S (Stinear et al. 2004). Quelques protocoles de PCR 
en temps réel ont été développées avec les gènes ARNr 16S et hsp65  pour quantifier 
spécifiquement le complexe M. avium, et d’autres moins spécifiques pour quantifier les MNT 
ou le genre Mycobacterium (Shrestha et al. 2003, Tobler et al 2006, Nieminen et al. 2006). 

 

4. Action 2007 

4.1. Objectifs 
Toutes les méthodes ont été initialement développées pour les échantillons cliniques et 

sont peu adaptées pour les échantillons de l’environnement. Dans le cadre de cette année 
2007, nous avons donc cherché à mettre au point deux méthodes de quantification de 
mycobactéries dans l’eau : l’une indirecte par culture sur milieu solide et l’autre directe par 
PCR en temps réel.  
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Pour la méthode de culture, nous avons développé un protocole de concentration par 
filtration, semblable à ce qui est référencé pour la recherche quantitative de légionelles. En se 
basant sur la littérature et l’expérience du CNRMYC, nous avons aussi comparé plusieurs 
méthodes de décontamination. 

Pour la quantification par PCR en temps réel, nous nous sommes basés sur la 
publication de Tobler et al. (2006) qui utilise le gène de la protéine de choc thermique hsp65, 
les amorces sens et antisens et une sonde Taqman étant décrites comme spécifiques du genre 
Mycobacterium. Le gène hsp65 est une cible utile pour la détection et l’identification des 
mycobactéries car il présente plus de polymorphisme que le gène de l’ARNr 16S tout en ayant 
des zones conservées (Devallois et al. 1997). Il permet donc une détection au niveau du genre 
et de l’espèce. Nous avons cherché à optimiser la méthode de lyse des cellules, puis sur 
l’ADN extrait nous avons testé l’efficacité et la spécificité du protocole de Tobler et al. 
(2006). 

4.2. Matériel et méthodes 
Souches bactériennes 
Les tests de la méthode de quantification par culture sur milieu solide et de la méthode 

de quantification par PCR en temps réel ont été réalisés sur des souches bactériennes du 
CNRMYC et du Crecep. Pour la culture, les souches suivantes ont été utilisées : 
Mycobacterium chelonae, M. gordonae, M. avium, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp.. 
Pour la PCR ont été ajoutées les souches suivantes :Aeromonas, Campylobacter, Aeromonas 
media,  Escherichia coli, Helicobacter pylori,  Campylobacter jejuni,  Campylobacter coli et 
Microcystis sp. 

Les densités sont rapportées en Unité Formant Colonie (UFC) par litre. Pour chacune 
des souches de mycobactéries, des échantillons d’eau distillée stérile ont été contaminés avec 
102 à 108 UFC.l-1 de la souche. Pour tester l’efficacité de la méthode de décontamination, 
des suspensions de mycobactéries étaient contaminées avec 104 UFC.l-1 de P. aeruginosa et 
Bacillus sp.. 

 

Dénombrement en milieu solide 

Les dénombrements ont été réalisés en concentrant 300 ml d’eau contaminée par 
filtration sur membrane de polycarbonate (0.45 µm de porosité, 45 mm de diamètre). La 
membrane était soniquée 10 min dans un bain à ultrasons en présence de 5 ml d’eau distillée 
stérile. Afin d’améliorer le détachement des mycobactéries de la membrane, le flaconnage 
(verre ou plastique), le temps de sonication (0 à 15 min) et l’ajout de détergents (SDS 0.2%, 
SDS 0.4%, Tween 80 à 1%) ont été testés en duplicata pour différentes densités de M. 
chelonae, MNT à croissance rapide et peu exigeante. 

Ensuite, pour décontaminer les échantillons d’eau, plusieurs méthodes ont été testées 
sur différentes densités de M. chelonae : CPC 0.05% pendant 30 min, traitement à l’H2SO4 
pendant 15 min suivi ou non d’une neutralisation à la soude (4%, 15% ou 30%), et traitement 
au SDS 3% + NaOH 1% pendant 30 min suivi d’une neutralisation avec H2SO4.  

Les tests ont été réalisés sur des suspensions avec différentes concentrations de M. 
Chelonae. Pour chaque suspension traitée, cinq aliquots de 0.2 ml étaient ensemencés sur 
milieu agar tryptone soja et incubé à 30°C. 
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Les deux meilleures méthodes ont ensuite été comparées sur M. gordonae et M. avium 
pour évaluer leur efficacité en fonction de l’espèce. Pour chaque échantillon testé, cinq 
aliquots de 0.2 ml étaient ensemencés sur milieu agar 7H10 et incubé à 30°C 

 

PCR en temps réel 
Les extractions d’ADN ont été réalisées en utilisant les kits Qiagen Genomic DNA 

Extraction kit. Ces extractions ont été réalisées sur M. chelonae, M. gordonae et M. avium. 
Sur des colonies isolées, plusieurs protocoles ont été testés, mettant en œuvre différents temps 
de lyse par le lysozyme et la proteinase K, afin de trouver le plus performant pour l’extraction 
d’ADN de mycobactéries. Des protocoles ont également testés sur des échantillons d’eau 
distillée artificiellement contaminés par différentes concentrations des trois espèces. Après 
filtration de 100 ml d’eau sur membrane en polycarbonate (0.45 µm) les membranes ont été 
digérées par pendant 1h à 37°C et purifiée sur kit Qiagen Genomic DNA Extraction. 

 

A partir de l’ADN extrait nous avons réalisé des PCR en temps réel sur un ABI 7500 
(Applied Biosystems).en utilisant le protocole et les amorces et sonde de Tobler et al. (2006)  

- amorce sens : 5’-TAGGTCGGGACGGTGAG-3’  

- amorce antisens : 5’-TGCGAAGTGATTCCTCC-3’ 

- sonde 5’FAM-CGTCCGTCGCGGGCRCTGMRC-BHQ-3’  

Le gène ciblé par ces amorces est le gène codant la protéine de choc thermique hsp 65. 
La spécificité des amorces et de la sonde a été testé sur Aeromonas, Campylobacter, 
Aeromonas media,  Escherichia coli, Helicobacter pylori,  Campylobacter jejuni,  
Campylobacter coli et Microcystis sp. 

 

4.3. Résultats et discussion 
Dénombrement en milieu solide 

Notre premier résultat est la constatation que l’étape de filtration entraînait une perte 
considérable (de 95.1±5.6%) du nombre d’UFC de mycobactéries. Ceci a remis en cause les 
résultats quantitatifs présentés dans la littérature qui probablement ont sous-estimé la présence 
de mycobactéries dans l’eau. Ceci a aussi renforcé notre objectif de développer en parallèle de 
la culture une méthode directe basée sur l’ADN. 

Cette perte n’est pas due à la porosité des filtres (pas de cellules dans les filtrats) mais 
aux caractéristiques de la paroi des mycobactéries qui leur confère leur capacité à s’attacher 
aux surfaces hydrophobes (Alavi et al. 2007). En effet une mise en culture solide et liquide 
des filtres soniqués 10 min a montré que M. chelonae reste attachée au filtre même après la 
sonication. Le temps de sonication des membranes a eu un effet significatif sur le nombre de 
colonies de  M. chelonae cultivant ensuite sur milieu trypticase-soja (ANOVA, F3,5= 9,15 ; p= 
0.029). Le test de Tukey montre qu’après 5 et 10 min le nombre d’UFC est significativement 
plus élevé qu’après 15 min. Il n’y a pas de différence significative entre O, 5 et 10 min, mais à 
10 min les densités sont plus élevées et les dénombrements sont moins variables (Figure 6).  
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Figure 6. Effet du temps de sonication des membranes sur le nombre d'UFC de M. 
chelonae cultivant sur milieu Trypticase-soja 

 
Nous avons tenté d’optimiser la récupération des cellules à partir des membranes en 

testant le choix du flaconnage pour effectuer la sonication et l’ajout d’un traitement par un 
détergent. On constate une interaction entre le traitement et le flaconnage (Figure 7). En 
flacon de verre il n’y pas de différence significative entre les traitement même si les 
traitements SDS 0.2% et 0.4% semblent plus efficaces que le tween (Anova, F2,5=3.98, 
p=0.143). En flacon plastique c’est le Tween 80 à 1% qui permet de détacher 
significativement plus de bactéries de la membrane (Anova et test de Tukey, F2,5=33.68, 
p=0.009). L’utilisation de détergent améliore donc sensiblement la récupération des cellules, 
mais ne permet toutefois pas une récupération complète. Certains auteurs s’affranchissent de 
ce problème en posant le filtre directement sur le milieu de culture (Hilborn et al. 2006). Dans 
notre expérience, la culture du filtre ne permet un dénombrement que dans le cas où les 
quantités de mycobactéries sont faibles, soit < 100 L. La centrifugation de l’échantillon 
(Parashar et al. 2004) pourrait être testée mais on sait que les mycobactéries, du fait des 
propriétés de leur paroi décrites ci-dessus, adhérent aux parois des tubes de centrifugation. 
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Figure 7. Comparaison entre les différents traitements pour détacher les cellules des 
filtres 
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Concernant la décontamination, les comparaisons des méthodes que nous avons 
sélectionnées montrent que la flore interférente est totalement inhibées par les différents 
traitements ( 

 

Tableau 3). Par contre les décontaminants ont aussi un effet négatif sur la croissance 
des mycobactéries. Le traitement au CPC 0.05% occasionne 75% de perte de colonies alors 
que l’acide entraîne une perte de 97% des colonies (Tableau 3). Les traitements au NaOH sont 
les plus agressifs pour les mycobactéries avec des pertes de 99,8 à 100% (Tableau 3).  

 
Tableau 3. Comparaison du pourcentage de perte des UFC de M. chelonae en fonction 

du traitement de décontamination après sonication de 10 min 

Décontamination % de perte 

 M. chelonae P. aeruginosa Bacillus sp. 

CPC 0.05%- 30min 74.8±14.2 100.0±0.0 100.0±0.0 

H2SO4 4% - 15 min 97.5±2.3 100.0±0.0 100.0±0.0 

H2SO4 4% - 15 min + NaOH 4% 99.9±0.1 Nd Nd 

H2SO4 4% - 15 min + NaOH 15% 99.5±1.6 100.0±0.0 100.0±0.0 

H2SO4 4% - 15 min + NaOH 30% 99.9±0.1 100.0±0.0 Nd 

SDS 3% + NaOH 1% + H2SO4 100.0±0.0 Nd Nd 

 

En effet ces traitements peuvent convertir une portion de cellules dans un état viable 
mais non-cultivable (Stinear et al. 2007). Nos résultats sont un peu contradictoires avec la 
littérature. En effet Kamala et al. (1994) ont trouvé que le traitement avec 3% de SDS 
combiné à 1% de NaOH  est le plus effectif pour isoler des mycobactéries des échantillons 
d’eau. Cependant le but de ces auteurs n’est pas forcément de quantifier mais seulement de se 
débarrasser de la flore interférente pour isoler des MNT sans se soucier du % de récupération. 
De plus Parashar et al. (2004) ont aussi remarqué la variation de l’efficacité des méthodes de 
décontamination en fonction de la provenance des échantillons. En effet il est connu que les 
espèces mycobactériennes n’ont pas la même résistance aux différentes procédures de 
décontamination (Parashar et al. 2004). 

Ceci est confirmé par nos résultats sur M. chelonae, M. gordonae et M. avium après 
filtration sur membrane en polycarbonate, 10 min d’ultrasons en présence de SDS 0.4%, et 
traitement au CPC 0.05% ou à l’acide sulfurique 4% (Figure 8). Les deux méthodes 
n’occasionnent pas la même perte de MNT selon les espèces (Figure 8). Même si le traitement 
à l’acide est répétable pour M. gordonae (manova, variance inter-échantillons significative, 
F1,4=25.34, p=0.001 ; variance intra-échantillon F1,4=1.45, p=0.074), la méthode n’est pas 
encore satisfaisante car elle varie trop d’une espèce à l’autre et entraîne trop de perte de 
cellules. Ces résultats montrent la difficulté à établir un protocole répétable de quantification 
par culture sur milieu solide.  

 

15 



0

20

40

60

80

100

M. chelonae M. gordonae M. avium

%
 d

e 
pe

rte
 d

'U
FC

acide sulfurique CPC

 

Figure 8. Pourcentage de perte d'UFC occasionné par les traitements à l'acide 
sulfurique et au CPC sur différentes espèces de MNT 

 

 
PCR en temps réel 
Malgré l’utilisation de lysozyme et de protéinase K, peu d’ADN a pu être récupéré des 

colonies et le temps d’incubation a eu un effet peu significatif sur la lyse. De plus plusieurs 
échantillons étaient dégradés. Tell et al. (2006) en comparant plusieurs méthodes d’extraction 
d’ADN de mycobactéries ont trouvé que l’action des billes de verre combiné à la lyse 
enzymatique donnait de meilleurs résultats que la lyse enzymatique seule ou combinée à des 
chocs thermiques.  

Nous avons cependant pu amplifier avec succès le gène hsp65. Les trois espèces de 
mycobactéries testées répondaient bien au couple sonde/amorces. Les efficacités de PCR 
étaient comprises entre 90 et 100% pour les trois espèces de MNT (Figure 9). La limite de 
quantification de cette méthode était de 10 copies d’ADN. Cependant due à la faible efficacité 
de la méthode d’extraction, seuls 0.3 à 5% des mycobactéries ensemencées étaient détectées. 
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Figure 9. Efficacité de la PCR en temps réel en fonction des espèces MNT 

 
 

La spécificité de la méthode a également été testée. Selon Tobler et al (2006), ce 
couple amorces/sondes permet l’amplification chez au moins 34 espèces différentes de 
mycobactéries excepté M. celatum, M. heckeshornense et M. leprae. Par contre ils n’indiquent 
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pas si leurs amorces amplifient des bactéries autres que les mycobactéries. Les ADN de 
différentes espèces bactériennes, possiblement rencontrées dans les eaux, ont été extraits et 
testés : Aeromonas media,  Escherichia coli, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni,  
Campylobacter coli et Microcystis sp.. Cette PCR a révélé une amplification de l’ADN de 
Aeromonas media et Helicobacter pylori : les amorces ne sont donc pas complètement 
spécifiques du genre Mycobacterium.  

Afin d’améliorer la spécificité des amorces, la stringence des conditions PCR a été 
augmentée en élevant la température d’hybridation, sans succès. Une amplification 
aspécifique est toujours visible sur les ADN d’Aeromonas media et Helicobacter pylori 
(Figure 10). Ces amorces ne sont donc pas adéquates pour la détection de MNT dans les 
environnements aquatiques ou de nombreuses espèces de différents groupes bactériens 
coexistent (Atlas et Bartha 1997). 

 
Figure 10. Amplification du gène hsp65 à différentes température d'hybridation. L: 

marqueur de taille, 1: M . chelonae, 2: M. gordonae, 3: M. avium, 4: A. media, 5 : C. pylori et 
T : témoin négatif 

 

5. Conclusion 
L’importance grandissante des infections aux MNT pose de nouveaux défis quant à 

leur détection dans les environnements aquatiques afin d’établir les sources et les réservoirs 
environnementaux. Ce besoin devient notable alors que changent nos usages de l’eau et notre 
vulnérabilité à ces pathogènes résistants aux traitements de décontamination et à de nombreux 
antibiotiques. La possibilité de contrôler ces pathogènes aux travers de normes, de stratégies 
de gestion de la qualité de l’eau et d’information sur les risques liés à certains usages de l’eau 
devient donc évidente. Malheureusement notre connaissance des mycobactéries non-
tuberculeuses est encore limitée par le manque de méthodes de quantification fiable. Nous 
avons ainsi montré que des méthodes décrites ne sont pas forcément satisfaisantes et que nous 
devons poursuivre notre étude en 2008.  
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6. Perspectives 
Pour l’année 2008, nous allons améliorer et finaliser la méthode de comptage sur 

milieu solide, en affinant la décontamination et en testant d’autres méthodes de concentration 
des échantillons (filtration sur des membranes de nature différente et centrifugation). Pour la 
PCR en temps réel, nous allons optimiser le rendement d’extraction d’ADN en comparant des 
méthodes de lyse cellulaires (chocs froids-chaud, détergents, enzymes lytiques) combinées au 
kit d’extraction d’ADN du sol. Un travail d’inventaire des amorces spécifiques des 
mycobactéries dans la littérature est en cours. Les couples d’amorces les plus prometteurs 
seront retenus et adaptés à une méthode de PCR en temps réel pour le genre Mycobacterium 
et pour quelques espèces ciblées.   

Enfin en 2008, deux campagnes d’échantillonnage en temps de pluie se feront en 
collaboration avec  les actions « bactéries fécales » et «interaction matière organique-
métaux ». L’échantillonnage se fera dans l’axe de la Seine, entre Clichy et l’amont d’Achères 
à la sortie d’un système unitaire (collaboration avec le SIAAP) et à la sortie d’un système 
pluvial séparatif, le site restant encore a déterminer. Les échantillons seront conservés pour 
quantifier les MNT par PCR en temps réel. Une partie des échantillons sera également 
ensemencée sur milieu solide afin de confirmer les résultats de la PCR en temps réel, d’isoler 
des MTN et d’évaluer le degré et la nature de la contamination par les bactéries autres que les 
mycobactéries. 
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