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INTRODUCTION

La tuberculose (TB) appelée autrefois également « phtisie » est une maladie contagieuse,
due & Mycobacterium tuberculosis, plus connu sous le nom de bacille de Koch (bK)
(Shaechter, 1999). Cet agent infectieux est transmis par voie aérienne, via des gouttelettes
contaminées par la bactérie en suspension dans I’air provenant des malades. La tuberculose
pulmonaire est la forme la plus fréquente (70-80%) et la plus répandue (OMS, 2009).

Le diagnostic de la forme pulmonaire se fait par la mise en évidence de bacilles acido-
alcoolo-résistants (BAAR) dans les crachats ou secrétions bronchiques aspirées lors des
examens endoscopiques, les cultures n’étant pas toujours disponibles en routine dans certains
pays. Ce diagnostic est d’autant plus aisé que les lésions sont excavées et donc trés riches en
bacilles. Cependant ,il arrive souvent que les Iésions soient pauci bacillaire rendant la mise en
évidence des bacilles trés difficile par ’examen direct ou méme par la culture(Avril et al
.,1992).

Le diagnostic de tuberculose pulmonaire a bacilloscopie négative se fera alors a partir de
signes cliniques, radiologiques et éventuellement immunologiques. Ce diagnostic est d’autant
plus difficile que la tuberculose est associée a I’infection VIH, car les lésions radiologiques
sont alors atypiques ; et d'autant plus important que le pronostic vital du patient est en jeu si le
traitement antituberculeux n’est pas institué rapidement» (D. Affolabi, et al ., 2011).

Dans le monde entier, la tuberculose est responsable d’une morbidité et d’une mortalité
importantes .On constate depuis quelques années, une augmentation des cas de tuberculose
dans les pays en voie de développement. Selon I’OMS, chaque année prés de 8,8 millions
d’infection et de 2 million de déces sont enregistrés .D’apreés cette méme organisation pour
I’années 2015, elle est la maladie infectieuse la plus mortelle devant le SIDA (Ajmi et al .,
2010 ;OMS, 2015)

En 1993 L’OMS s’appuyant sur I’expérience acquise par plusieurs pays du monde en vie

de développement (dont 1’Algérie) a défini une nouvelle stratégie du lutte contre la
tuberculose connue sous le nom de « stratégie dots » (directed observed treatment short
course) (PSNRLTMR, 2005).
En 2014, I’ Algérie estime plus 22 ,000 cas de tuberculose dont la plupart extra pulmonaires,
ont été déclarés par le ministere de la santé de la population et de la réforme hospitaliére
(OMS 2014).

Pour la méme année, I’incidence était de 57,2 pour toutes formes confondues de

tuberculose, en 2001 le chiffre était de 60,1 par 100,000 habitants la baisse presque

v
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insignifiante est due a la « persistance d’un niveau relativement élevé » de cas de tuberculose
extra- pulmonaire (OMS 2014).

Avec ces chiffres, I'Algérie se place en incidence « moyenne » sur le plan mondial quant a
la propagation de cette infection a fait remarquer M.Ali halassa.

A ces effets, on se propose d’étudier le diagnostic Bacilloscopie dans les infections
tuberculeuses principalement pulmonaires, du fait de leurs contagiosité, chronicité et gravité,
ainsi que leurs épidemiologies. Nous avons fixés pour objectif réaliser une étude pratique au
niveau du secteur sanitaire de Bouira et du laboratoire d’analyses médicales SAYAH portant
sur :

v Le suivre le diagnostic de la tuberculose pulmonaire par bacilloscopie et culture.

v' L’étude des facteurs de risques associés aux différentes formes de la tuberculose

pulmonaire a été également abordée chez les patients suivis.

\
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- Les mycobactéries

| .1 -Les caracteres généraux du genre Mycobacterium

Les mycobactéries sont des bacille acido-alcoolo-résistant, aérobie strict, immobile, non
capsulé, a sporulé, communément dénommé bacille tuberculeux, dont la variété la plus répandue est
représentée par le bacille de type humain, Mycobacterium tuberculosis (Hershey et Ramakrishna,
1977).

Les mycobactéries ont une enveloppe cellulaire rugueuse avec des peptidoglycanes riches en
lipide "un usuelle”, une pathogénicité intracellulaire et une homogénéité génétique. Ceci représente
20 a 45% de I’ensemble de la bactérie, ce qui rend la bactérie peu perméable aux éléments
hydrophiles. Parmi ces lipides, 1’acide mycolique joue un réle important dans 1’acido-alcoolo-

résistance (llboudou, 2009).

Ils sont caractérisés par une croissance lente, Leur temps de génération est de 24 heures a
température optimal 35-37 °C (Hershey et al., 1977).

Le PH des milieux de cultures peut étre compris entre 4,8 et 8 avec un optimum Iégerement

au dessous de la neutralité : 6,72 6,9.

La plupart des especes ne cultivent pas sur milieux usuels et nécessitent des milieux

spécifiques, le plus classique est le milieu Lowenstein Jensen (Nauciel, 2000).

Parfois, on constate des groupements dits en « cordes » ou en « moustaches » rassemblant a

de nombreuses mycobactéries.
1.2-Taxonomie

Domaine: Bactéries
Phylum: Actinobactéries
Classe: Actinobactéries
Famille : Mycobacteriaceae
Ordre : Actinomycetales

Genre : Mycobacterium

v
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Espéces:

v Groupe “tuberculosis: sont responsables de la maladie tuberculeuse humaine.

v/ Groupe "atypiques': sont responsables d’infections opportunistes et qui ne causent pas la
tuberculeuse mais les mycobacterioses.

Groupe “leprae”:_sont responsable de la lépre (Bergey’s manuel., 2007).

I.3-Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis ou le bacille de Koch, souvent abrégé BK est la bactérie responsable
de latuberculose humaine mais capable d’infecter certains espéces animales vivants (Bottela,
2011 ; Bruns et al., 2014). Sa croissance est lente, voir trés lente (2 a 8 semaines) il pénétre dans
I'organisme par les voies respiratoires (Hershey et al., 1977). Elle est découverte par Robert

Koch en 1882 et son génome est séquencé en 1998 (Paul ,2004).

1.3.1-Habitat
L’habitat de Mycobacterium tuberculosis est :
-Les patients atteints de maladies cavitaires sont des réservoirs primaires.

-lls sont des pathogenes obligatoires, des pathogenes facultatifs ou opportunistes ou des

saprophytes vivants libres.
-La plupart d'entre eux se trouvent dans des habitats tels que I'eau ou le sol.
-Dans le corps humain a partir duquel est transmis directement d'une personne a l'autre.

-Les localisations les plus fréquentes sont les séreuses, les ganglions lymphatiques, I’appareil ostéo-

articulaire et I’appareil génito-urinaire (fasquelle, 1974).

1.3. 2-Transmission

Le bacille de koch est un agent pathogéne strictement humain dont la forme pulmonaire assure
principalement la transmission inter — humain — gouttelettes Flugge- & partir des sécrétions bronchiques
drainant les lésions pulmonaires cavitaires. Les autres localisations restent closes et ne participent pas a la

transmission de bacille qu’au stade de fistulisation.

5
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La transmission alimentaire ne concerne que la tuberculose a M. bovis qui est pratiqguement

éradiquée dans les pays ou le cheptel est controlé et le lait pasteurisé ( Bensenouci,1995).
| .3.3-Caractéristiques

1.3.3 .1- caracteres morphologiques

M. tuberculosis est un bacille aérobie strict, immobile, droit ou légérement incurvé, de 2 a

5 um sur 0,3 a2 0,5 um. Ses extrémités sont arrondies (Le Minor et Veron ,1989).

Il ya des techniques spéciales ont été mises au point pour mettre en évidence le caractere
d'acido-alcoolo-résistance, c'est la technique de référence de Ziehl-Neelsen ou les bacilles colorés a
chaud par la fuchsine de Ziehl conservent alors leur coloration rouge sous I'action combinée d'un

acide fort et d'alcool. C'est une coloration qui peut étre faite en 20 min environ (Anderson ,1940).

D'autres colorations ont aussi fait leur apparition : la coloration de Kinyoun et la coloration a

I'auramine.
1.3.3.2-caractéres culturaux

Mycobacterium tuberculosis est un bacille a croissance tres lente (2 a 6 semaines) exigeant
des milieux spéciaux, ne pousse pas sur les milieux de culture ordinaire. Le milieu solide le plus
utilisé est celui de Lowenstein-Jensen ou une de ses multiples variantes .Ce sont des milieux solides
a base d'ceufs, additionnés en proportion variable d'asparagine, de glycérine ou de vert malachite. La
culture est aussi possible en milieu liquide et en systéeme automatisé. Les colonies apparaissent
aprés 2 a 4 semaines et sont blanc-ivoire, rugueuses et adhérentes au milieu. Elles grossissent
lentement pour atteindre 3-4 mm aprés 2-3 mois. Elles ont alors un aspect en chou-fleur (Nauciel,
2000).

1.3.3.3-Caracteres physiologiques

1.3.3.3.1-Caractéres de résistance : ’acido-alcoolo résistance n’est pas une propriété constatant
des mycobactérie au cours de leurs croissance, Ainsi, les formes jeunes de M.tubercolosis ne sont

pas acido-alcoolo résistantes, mais les formes matures le deviennent (Avril et al., 1992) .
1.3.3.3.2-Action des agents physiques et chimiques

2-1-Agents physique : M.tuberculosis est tres sensible a la chaleur, a la lumieres, aux rayons X

et UV. Il résiste au froid a +4°C ,il n’est pas affecté dans sa viabilité. Pendant plusieurs annees a-

B
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70°C, il se conserve indéfiniment.ll résiste également a la dessiccation, L’association dessiccation

refroidissement (lyophilisation) est un excellent moyen de conservation (Le Minor et Veron ,1989).

2-2-Agents chimiques : M.tuberculosis est plus résistant que les bactéries usuelles aux
désinfectants chimiques (H2SO4,NaOH).Cette grande résistance est employée pour sélectionner, par
divers procédés de décontamination, les mycobactéries des autres bactéries dans les produits

pathologiques contaminés (Le Minor et Veron,1990).

La désinfection des expectoration, avec une solution a5% de crésol saponifié, de I’eau de javel,
ou encore de I’iode, peut nécessiter 2 a Sheures.L’alcool est insatisfaisant, parce qu’il coagule le

mucus autour des bacilles tuberculeux (Frobischer et Fuerst,1976).

Une suspension de Mycobacterium tuberculosis est stérilisée en 5 minutes par 1’alcool a 90°
degré (Le Minor et VVeron ,1989).

1.3.3.4-Caractéres biochimiques

M.tuberculosis est aérobie strict. Il est catalase positive, nitrate positif. Au cours de sa
croissance il synthétise une quantité importante d'acide nicotinique ou niacine qui peut étre mise en
évidence par une épreuve biochimique, le test de KONNO ou niacine-test. La positivité de cette
épreuve est spécifique de M.tuberculosis (Ait khaled et al ., 1999).

1.3.4-les autre Mycobactéries du complexe tuberculosis

4. 1-Mycopacterium bovis
Bacille tuberculeux, strictement parasite des bovins et éventuellement de I’homme et de quelques

animaux notamment le chat, le chien et la chévre.
4.1-Mycobactérium africanum :

Mycobacterium africanum est une espéce de Mycobacterium qui se rencontre le plus souvent dans les
pays d'Afrique de I'Ouest. Les symptdmes de l'infection ressemblent a ceux de M. tuberculosis. Il est

membre du complexe Mycobacterium tuberculosis.

-
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I1. La tuberculose pulmonaire
I1. 1-Définition

Le terme de tuberculose (phtisie) désigne une maladie contagieuse, Elle peut se développer
rapidement apres le 1° contact avec le microbe. Elle peut aussi apparaitre plusieurs années plus
tard (Shaechter, 1999).

il existe :

v" latuberculose pulmonaire
v" la tuberculose extra-pulmonaire

v’ la tuberculose miliaire

Dans le cas de la tuberculose pulmonaire. Elle résulte de la présentation du bacille du complexe

tuberculosis qui en est soit :
-Mycobactérium tuberculosis hominis .
-Mycopactérium tuberculosis bovis.
-Mycopactéraium tuberculosis africanum.

(Grosset et Boisvert, 982) .

11.2-Historique

Au début du X1X¢ siécle, LAENNEC individualise la tuberculose. En 1865, VILLEMIN montre qu'il
s'agit d'une maladie inoculable a lI'animal et transmissible d'un animal a l'autre (Marchal,1993). Robert
KOCH découvre et cultive en 1882 le bacille responsable (Shaechter, 1999). Entre 1908 a 1920,
CALMETTE et GUERIN préparent le B.C.G., la premiére vaccination ayant lieu en 1921. WAKSMAN
découvre en 1944 la streptomycine, premier antibiotique actif sur M.tuberculosis. En 1952 arrive I'isoniazide
et, en 1967, la rifampicine. Malgré ces découvertes, la tuberculose est encore un des plus grands fléaux de
I'numanité qui entraine en I'an 2000 prés de de10 millions de nouveaux cas et plus de trois millions de morts
chaque année dans le monde. L'épidémiologie et la gravité de la maladie sont aggravées par I'épidémie de
SIDA (Ajmi et al., 2010 ; OMS,2015).

)
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11.3-épidemiologie

L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) a estimé pour I'année 2015 & 10,4 millions le nombre de
nouveaux cas de tuberculose, soit 142 cas pour 100 000 habitants. L’OMS estime que ’incidence de la
tuberculose a baissé en moyenne d’environ 1,4 % par an depuis 2000. L’ Asie concentrait 61 % des nouveaux
cas, I’Afrique 26 %. C’est en Afrique que les taux d’incidence estimés sont les plus élevés, en raison
notamment de 1’impact de la prévalence importante de I’infection a VIH. Parmi les 10,4 millions de cas
incidents en 2015, ’OMS estime que 11 % sont infectés par le VIH, ce qui est le cas principalement en
Afrique et notamment dans certains pays d’Afrique australe ou la prévalence de I’infection par le VIH peut
dépasser les 50%. Le nombre de décés dus a la tuberculose est estimé dans le monde a 1,4 millions chez les

personnes VIH négatives et a 390 000 chez des personnes ayant une infection a VIH (OMS,2015) .

11.4-physiopathologie

La compréhension de la physiopathologie et la réponse immunitaire contre le Mycobacterium
tuberculosis a un niveau moléculaire repose préalablement sur 1’intégration du mécanisme infectant
de la maladie.

Emis par une source d'infection, le plus souvent un tuberculeux pulmonaire, dans les
gouttelettes de FLUGGE, M.tuberculosis est inhalé et atteint I'alvéole pulmonaire. La maladie
résulte de la multiplication du bacille et de ses interactions avec I'néte infecté (immunité a
médiation cellulaire, activation des lymphocytes T et des macrophages). M.tuberculosis ne produit
pas de toxine. (O.Neyrolles, A-C .VVolatron 2008)

11.4.1-les facteurs favorisants de développement de la tuberculose (Khaiati ,1983)

e Les facteurs de risque de contamination

- La source de contamination : essentiellement les malades qui toussent et crachent
(TPM+).

- L’étroitesse du contact avec la source de contamination.
- L’age : les enfants sont plus a risque (0-5 ans).
- La durée de I’exposition.

- L’intensité de la toux.
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- Les facteurs liés a I’environnement (exiguité des locaux, manque d’aération).
- La quantité des microbes.
- Les infections récentes.
- La perte ou diminution de la défense naturelle.
e Les facteurs favorisant la survenue d’une tuberculose
v Au niveau de la communauté :
- Pauvreté.
- Promiscuité.
- Habitat sombre et non aéré.
- Dépistage tardif des malades (qui ont déja contaminé leur entourage).
- Insuffisance d’informations sur la tuberculose.

v" Au niveau de I’individu :

Infection a VIH/SIDA.

Pauvreté.

Malnutrition.

Alcoolisme.

- Tabac.
Diabéte.

Stress.

11.5- Diagnostic
11.5.2.Diagnostique bactériologique

5.2.1-Prélévement
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En cas de suspicion de tuberculose pulmonaire, il est conseillé de recueillir les crachats émis
spontanément apres un effort de toux, de préférence le matin au réveil, dans des flacons stériles, a
large embouchure afin d'éviter les contaminations des bords extérieurs. La présence de bacilles dans
les secrétions respiratoires étant discontinue, les prélevements sont généralement répétés trois jours

de suite.

> Recueil

Les crachats doivent étre recueillis en plein air ou dans une piece largement ventilée réservée

a cet effet, le plus loin possible d'autres personnes.

e Une personne entrainée doit expliquer au malade comment tousser pour ramener une
expectoration qui vient du plus profond des poumons.

e Cette personne doit ouvrir le crachoir, se placer derriére le malade et lui demander de cracher
en rapprochant ses lévres du crachoir.

e Controler la qualité et la quantité de crachat collecté (2 a 3 ml de crachat contenant des
particules solides).

e Fermer le crachoir de fagon étanche.

e Se laver les mains a I'eau et au savon avant de donner au malade un nouveau crachoir qu'il
doit rapporter avec son prélevement le lendemain au centre.

e S'assurer que le malade a compris comment il doit recueillir ses crachats le lendemain matin

et comment bien fermer le crachoir.

» Conservation et transport des crachats

Si les crachats ne sont pas examinés sur place, ils doivent étre envoyés a un laboratoire. Le
transport doit avoir lieu tous les jours ou au moins 1 ou 2 fois par semaine. Pour la conservation et
le transport, des boites spéciales pouvant contenir 10 a 20 crachoirs sont utilisé (Régis Goursaud ,
2012).

11.5.3-Diagnostic directe

Le diagnostic de certitude de la tuberculose repose sur la mise en évidence de Mycobacterium
tuberculosis dans les prélevements pathologiques: crachats et tubages gastriques pour la
tuberculose pulmonaire ; urines, liquides de ponction des séreuses, etc... pour les autres

localisations tuberculeuses.
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L'examen microscopique des frottis colorés par la méthode de ZIEHL-NEELSEN permet de
mettre en evidence des bacilles acido-alcoolo-résistants (B.A.A.R.). Lorsqu'il est positif il permet

un diagnostic de forte présomption de tuberculose (Avril et al., 1992).

e La culture permet l'identification biochimique et I'antibiogramme des bacilles isolés. Elle
seule permet le diagnostic de certitude de la tuberculose. Etant donné la lenteur de
multiplication du bacille de la tuberculose et la pousse rapide des autres germes sur le milieu
de LOEWENSTEIN-JENSEN, les produits pathologiques contenant une flore associée
doivent étre décontaminés avant d'étre ensemencés. La décontamination se fait par des
antiseptiques (soude ou acide) auxquels le bacille de la tuberculose est moins sensible que
les autres germes (Nauciel, 2000).

e Une sonde a ADN correspondant a une sequence ribonucléotidique spécifique (ARN
ribosomal) du complexe tuberculosis est aujourd'hui disponible. Elle permet d'identifier en
quelques heures les bacilles de la tuberculose isolés en culture.

e L'amplification génique « PCR » qui devait théoriquement permettre de détecter dans un
produit pathologique quelques bacilles en quelques heures seulement est pour I'instant plut6t

décevante (Delacourt et al.1995).
11.5.4. Diagnostic indirect

e L'intradermo-réaction(IDR) a 10 unités de tuberculine injectées par voie intradermique sous
le volume de 0,1 ml, lue a la 72° heure, permet uniquement de savoir si le sujet a ou non déja
été infecté soit d'une maniere spontanée (primo-infection par M.tuberculosis), soit d'une
maniere artificielle (vaccination par le B.C.G.).

e Il n'y a pas actuellement de sérodiagnostic fiable de la tuberculose.(Harries ,1996, Nauciel,
2000).

I11. Traitement de la tuberculose pulmonaire
I11.1- Traitement curatif

Le traitement curatif de la tuberculose repose presque uniquement sur I'administration
quotidienne pendant 6 mois d'une association antibiotique [ 2 mois d'isoniazide (INH) + rifampicine
(RIF ) + pyrazinamide (PZA) et éthambutol (ETB) suivi de 4 mois (INH) + (RIF) 1.
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L'association d'antibiotiques est indispensable pour éviter la sélection de mutants résistants et la

prolongation du traitement pendant 6 mois pour éviter les rechutes (PLACT, 2011).
11.2-Traitement préventif

Le traitement préventif repose sur la vaccination B.C.G. (souche de M.bovis ayant perdu sa
virulence par repiquages successifs) qui donne 80 % de protection et chimio prophylaxie par
I'isoniazide de certains groupes de sujets infectés (nourrissons, adolescents, immunodéprimes)
(PLACT, 2011).




CHAPITRE 11 :

MATERIEL ET
METHODES



Chapitre 11 Mateériels et Méthodes

Matériel et Méthodes

I.  Cadre de I’étude et objectifs

Cette ¢tude a été réalisée au niveau du laboratoire d’analyse médicale SAYEH de
bouira, durant une période de 4 mois, allant de janvier jusqu’a avril 2017. Elle a pour
objectif de suivre le diagnostique de la tuberculose pulmonaire par bacilloscopie et culture et
I’étude des facteurs de risques associe aux différents formes de la tuberculose pulmonaire a

été également abordée chez les patients suivis.

Il.  Prélévements

»  Crachats ou expectorations : prélevés le matin chez un sujet qui sera préablement rincé
la bouche a I’eau, a la suite d’un effort de toux. Un volume minimum de 02 ml est
nécessaire .les prélevements seront si possible répétés trois jours de suite.

»  Tubage gastrique : pratique chez les personnes agées et les enfants qui produisent peu
ou pas d’expectoration (3] de suite).

»  Prélévements réalisées sous fibroscopie: par aspiration bronchique, par brossage

endo-bronchique, liquide de lavage broncho-alvéolaire.

I11.  Examen microscopique (Bacilloscopie)

Cet examen a pour but la mise en évidence du bacille tuberculeux en microscopie
optique, dans un frottis a partir d’un prélévement de crachat ,pour ce qui est des autres
prélévements, comme tubage gastrique aspiration bronchique , sont d’abord centrifugée a

3000 tour /mn pendant 20 minute.

I11.1 .Réalisation du frottis : il est confectionné en suivant le protocole défini par le

programme national de lutte contre la tuberculose.

> ldentification des lames

o Prendre une lame neuve et graver avec le diamant marqueur, le numéro
d’identification du crachat sur une extrémité de la lame en utilisant la liste
d’accompagnement des échantillons.

o Préparer ainsi une lame pour chaque échantillon (pas plus de 10 a 12 crachats a la

fois).




Chapitre 11 Mateériels et Méthodes

> Préparation des frottis

o On Prendre chaque lame par la partie ou est grave le numéro, la poser a cheval sur un
support lame la partie gravée tournée vers soi.

o On Prendre le crachoir correspondant au numéro de la lame, I’ouvrir et poser le
crachoir a droite du support de lames et poser a cété son couvercle.

o On Passe I’anse métallique a la flamme en le portant au rouge et la laisser refroidir.

o On Préleve une parcelle de crachat en choisissant si possible une parcelle purulente.

o On Fait un frottis aussi fin que possible de 2cm a 1cm sur la lame.

o On Place la lame sur le séchoir.

o On Flambe I’anse métallique pour la stériliser avant de prendre un autre crachoir.

o On Prépare les autres lames de la méme facon.

> Séchage et Fixation

o On Laisse sécher les frottis a I’air pendant au moins 15 minutes (15 a 30min). Ne pas
utiliser la flamme pour sécher le frottis.

o On Prendre avec une pince chaque lame par sa partie gravée, frottis tourné vers le
haut.

o On Passe la lame 3 fois (en 3 a 5 secondes) a travers la flamme du bec bunsen ou de la
lampe a alcool.

o On Replace la lame sur le séchoir propre.

IV.  Coloration par la technique de ZIEHL NEELSEN

Le principe de cette coloration est basé sur 1’utilisation des propriétés pariétales
spécifiques de la paroi de mycobactérium tuberculosis, qui retient la coloration par la fuchine
malgré I’action combinée de ’acide et de I’alcool .les bactéries apparaissent alors comme
batonnets rouges sur fond bleu connues par le nom de bacille acido-alcollo-résistants
(BAAR).

> Coloration
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On Place les lames sur le porte-lame, frottis tournés vers le haut, bords séparés.

On Couvrir les lames avec de la fuchsine phéniquée de Ziehl. La fuchsine doit étre
filtrée au travers d’un filtre en papier placé dans un entonnoir au-dessus des lames.

On Chauffé sous les lames, trés doucement, jusqu’a émission de vapeur avec un
tampon monté a I’extrémité d’une baguette métallique et imbibé d’alcool a briler. En
aucun cas le colorant ne doit bouillir ou se dessécher sur la lame.

On les Laisse agir le colorant chaud pendant 3 minutes.

On les répété deux fois le chauffage du colorant.

Décoloration

On le rince chaque lame séparément a I’eau du robinet jusqu’a ce que le colorant libre
soit entrainé.

On Replace toutes les lames sur le porte-lame et couvrir chague lame séparément avec
de I’acide.

On le laisse agir 3 minutes.

On le Lave a I’eau.

On le Couvrir avec I’alcool a 70 degrés.

On le laisse agir 5 minutes.

On rince a nouveau a I’eau.

On le décolore une seconde fois avec 1’acide jusqu’a ce que toute coloration ait
pratiquement disparu.

On rince a nouveau a 1’eau chaque lame séparément.

Contre-coloration

On replace les lames décolorées sur le porte-lame et recouvrir les frottis avec du bleu
de méthyléne a 0,3% pendant 1 minute.

On rince chaque lame a I’eau et laisser sécher a I’air libre.

La décoloration des frottis peut étre obtenue en utilisant uniquement de I’acide

sulfurique a 25% a plusieurs reprises jusqu’a obtenir une décoloration totale du frottis
(Guide de la tuberculose, UICTMR).




Chapitre 11 Mateériels et Méthodes

V.  Observation microscopique et lecture du frottis
La lame est observée au microscope a 1’objectif a immersion. Cette lecture se fait
systématiquement champ par champ en allant de la périphérie vers le centre du frottis, en
commencant par son coin supérieur gauche (lecture en créneau). Tous les BAAR sont
comptés sur 20 a 300 champs microscopiques selon la richesse du frottis.
L’interprétation des résultats est donnée en fonction du nombre de BAAR observés,
selon les recommandations du programme national de lutte contre la tuberculose, comme le

montre le tableau ci-dessous.

Tableau | : tableau représentatif des resultats de la Bacilloscopie.

BAAR observes par nom | Résultats Interprétation
champs microscopiques

0 bacille sur 300champs. Négatif Frottis négatif
149 bacilles sur 300 | Noter le nombre exact Frottis douteux
champs

10a99bacilles sur 100 | + Frottis positif
champs

1a 10bacilles par champs | ++ Frottis positif
>a10 bacilles par champs | +++ Frottis positif

VI.  Culture sur gélose Lwenstein-Jensen

Vue le caractére poly microbien des prélévements, qui proviennent généralement de
cavités ouvertes, une étape de décontamination est indispensable pour la mise en culture a

partir d’échantillons de crachats.

La décontamination des produits pathologiques est obtenue par divers procédés , la plus
couramment utilisée est basé sur I’emploie de la soude et d’un neutralisant . pour cela, on

procéde comme suite :

> Deux (2) ml de crachats sont transféres dans un tube a centrifugé stérile et bouché a

Vis.
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Puis, un volume de 2 ml de NaOH a4 % ainsi que 3 gouttes de bleu de Bromothymol
a 0,2 % sont ajoutés au tube précédent.

Le mélange est agite, pendant 15 minutes dans un agitateur puis porté 30 minutes a
I’étuve.

Une centrifugation & 300 tour /min pendant 15-20 min est réalisée, et le culot est
récupéré a I’aide d’une pipette Pasteur .

3-4 tubes de gélose de Lowenstein- Jensen sont ensemencé par une pipette Pasteur en
stries & partir du culot récupéré. Les tubes sont en suite incubes & 37°C , les bouchons
légérement fermés .

Au bout de 48 heures, les tubes sont controlés et complétement fermés , puis
examinés une fois par semaine . généralement les colonies commencent a apparaitre
aprés 18 a 21 jours d’incubation, elles sont de couleur creme-beige, seches a surface

rugueuse, en forme chou-fleur , mais il faut laisser la culture jusqu’aux 72°™ jours .

\J
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Résultats et discussion

Durant la période allant de Janvier 2017 a Avril 2017, tous les patients admis pour le diagnostic de la

tuberculose pulmonaire au niveau du laboratoire d’analyses médicales SAYEH de Brouira, ont été inclus

dans I’étude.

Parmi les objectifs fixés dans ce travail, en premier lieu, Suivre le diagnostic de la tuberculose

pulmonaire par bacilloscopie et culture. L’étude des facteurs de risque associés aux différentes formes de

la tuberculose pulmonaire a été également abordée chez les patients suivis.

I.Diagnostic de la tuberculose pulmonaire

Sur un total de 320 patients diagnostiqués, 170 étaient de sexe masculin, et 135 de sexe féminin. L’age

de ces patients varie de 3 ans a 98 ans, dont 15 enfants de moins de 15 ans.

Les patients inclus proviennent de différentes structures sanitaires, ont été adressés au SAYAH par

différents centres de soins externes et médecins privés. Le tableau suivant regroupe 1’ensemble des cas

testés par bacilloscopie et par culture pendant 4 mois au niveau du SAYAH

Tableau Il : Les cas de la tuberculose testés.

Bacilloscopie Culture
Préléevements Positif Négatif Positif Négatif Totale
Homme 90 80 15 25 170
Femme 57 78 11 22 135
Enfants 4 11 0 7 15
Totale 151 169 26 54 320
320 80

.3
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I.1.Résultats d’examen microscopique

Au total, 151 des patients inclus ont été diagnostiqués positifs pour la tuberculose pulmonaire
proviennent des résultats de la Bacilloscopie en fonction du nombre de BAAR observés, ce qui donne un

taux de 47,19%. La repartition des résultats est donnée dans le graphe suivant.

60,00%
50,00%
2
S 40,00%
=
z
=3
£ 30,00%
£
=
€ 2000%
=
D
<
=
O 10,00%
0,00% e
Janvier Féverier Mars Avril Totale
M Positif ™ Négatif

Figure 01 : Tuberculose pulmonaire a frottis positif par Bacilloscopie.

1.2.Résultats de la recherche du Mycopacterium par culture

Sur 80 prélevements a Bacilloscopie négatifs, 26 ont aboutis a une culture positive sur gélose
Lowenstein-Jensen, ce qui donne un taux de 32,5%, et le graphe suivant représente la répartition des
résultats.

E
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Figure 02 : Tuberculose pulmonaire a frottis négatif et culture positive.
Discussion :

Au cours de cette étude , 177 étaient diagnostiqués positifs pour la tuberculose
pulmonaire, ce qui donne un taux de 55,31% . Sur ce total ,151 proviennent des résultats de
la Bacilloscopie en fonction du nombre de BAAR observés avec un taux de 47.19% , et 26
proviennent des résultats de la recherche des mycobactéries par culture sur gélose
Lowenstein- Jensen aprés avoir fait une culture sur 80 prélévements négatives, avec un taux
de 32.5% .

Les résultats obtenu dans cette étude démontre, I’'importance et la nécessité du diagnostic
par bacilloscopie et dans la détermination de la contamination de 1’échantillon par
M.tuberculosis et nous n’a pas besoin des tests complémentaire comme culture  pour
confirmer si le prélévement est positif ou pas. Comme déclaré par Mitchison, « I’examen de
frottis de plusieurs échantillons pour chaque patient est presque aussi efficient que les
examens par culture dans les polycliniques des pays en développement ». (D. Affolabi, et al,
.2011).

24
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Il Répartition des tuberculeux selon I’unité de santé

11.1.Réparrtition des tuberculeux selon le sexe

Sur les 170 patients de sexe masculin, 90 ont été diagnostiqués positifs pour la tuberculose, aprés mise
en évidence du bacille de Koch par examen direct, et 15 résultent de culture sur gélose. Chez le sexe

féminin, 57 cas sur les 135 patients ont été enregistres par bacilloscopie, et 11 par culture.
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Figure 03 : Répartition des cas dépistés durant la période d’étude selon le sexe.
11.2.Répartition des tuberculeux selon I’age

Parmi 15 enfants de moins de 15 ans, nous avons diagnostiqué 04 cas positifs par I’examen
de Bacilloscopie, tandis que pour la culture nous n’avons enregistré aucun cas. Cependant, les sujets agés

de 16 a 65 ans étaient les plus touchés, avec 34.38% de la population générale. Dans la derniére tranche

5
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d’age, 37 cas diagnostiqués, ce qui représente 24.50% de tous les patients. La tranche d’age la plus

touchée par la tuberculose est celle de patients agés entre 16 ans a 65, avec un taux de 51.16 %.

70,00% 67,199
60,00%
50,00%
40,00%
0

3 0
30,00% -
20,00% 16
10,00% 4,699

0,00%

cay dépistés en fonetion d'ages%

0-15 ans 16-65 ans Plus de 65 ans

m Diagnostic+ = Diagnostic-

Figure 04 : Distribution des cas dépistés en fonction des tranches d’aAge durant la période

d’étude.

11.3.Répartition des tuberculeux en fonction de maladies associes

Le nombre des patients suivis ave une ou plusieurs maladies associées est de 190 , ce chiffre
refléte un taux de 59.38%, contre 130 cas qui ne présente aucune pathologie sous —jacente(68.42%).la
répartition de ces maladies est donnée dans la figure suivante.

Parmi les 190 patients souffrant de ces maladies , les diabétiques représentent environ 47.37%.

Les maladies du systéme et la cardiopathie représentent ,respectivement ,14.21% et 12.63% des cas.

E
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Figure 05 :Répartition des patients suivis durant la période d’étude selon leurs états.

Discussion

Nous avons constaté dans cette étude que la tuberculose touche plus les hommes avec une
légere prévalence de (57.6%) des cas par apport a (42.31%) des cas de sexe fiminin, ce qui corrobore
avec les résultats d’autres travaux, comme ceux d’Enarson et al. 1989).Cette vulnérabilité des
homme enver ce pathogéne peut étre expliqué par I’ exposition au facteure de risque telles que 1’alcoolisme ,
tabagisme, consomation de drogue et la promiscuité ( Holmes et al .,1998 ; Benhabyles et al., 2006 ;
Thorson, 2007 ;Adnaoui et al ., 2008 ;Touré et al.,2010 ;Abdallah et al.,2011 ; Antoineet al. IThadadane
et al . ,(2015).

L’ age des patients diagnostiqués durant cette période a été un facteur important dans la
sensibilité a I’infection par le bacille de Koch .Ainsi ,il a été constaté que les enfants de moins de 15
ans étaient les moins touchés par cette bactérie .Cela est du a une meilleure prise en charge par les
moyens de prévention telle que la vaccination par le BCG ainsi que les plans nationaux de lutte
contre la tuberculose.

Ces résultats ont montré que les sujets &gés de 16 a 65 ans étaient les plus touchés , avec 34,37% de
la population générale . ils ont confirmé par plusieurs études précédentes. Ce constat est lié a une forte
activité chez ces patients (fonctionnaires, étudiants ...etc.), entrainant un contact plus fréquent
avec des cas de tuberculeux. Nos résultats concordent avec les travaux de plusieurs auteurs, qui
ont rapporté des proportions élevées de tuberculeux dans cette catégorie de population (Amrane
etal ., 1993 ; Gagniére et al.,2011 ;Che et al .,2011 ; Kalappan et al ., 2006) .

E
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Chez les patients agés de 66 ans ou plus, 11,67 % ont été diagnostiqués positifs. Ces sujets
représentent un groupe vulnérable et a risque a toutes les infections. Ce qui s’explique par
I’affaiblissement du systéme immunitaire et les différentes maladies chronique associées. Ces
résultats sont compatibles avec ceux d’autres auteurs qui confirment que le risque d’infection
augmente avec 1’age (Yacoub et al. ,2009 ;Fettal et al., 2009 ; Tour¢ et al.,2010 ; Elkard et al .,
1991) .

D’aprés les résultats obtenus, concernant la répartition des patients diagnostiqués en
fonction de I’organisation 1’ayant demandé, plus de la moitié provenait du secteur privé. Ceci peut
étre expliqué par le fait que les patients consultent en premier temps chez des médecins externes

aux structures de soins (Barchiche et al., 2009)

Parmi les 320 des patients dans cette étude nous avons 190 des patients suivis a une ou
plusieurs maladies associées , ce chiffre refléte un taux de 59.38%, contre 130 cas qui ne présente aucune
pathologie sous —jacente(68.42%). Parmi les 190 patients soufrant de ces maladies , les diabétiques
représentent environ 47.37%. Les maladies du systéme et la cardiopathie représentent ,respectivement
,14.21% et 12.63% des cas. Cependant , le diabéte reste un facteur de risque important dans le

dévloppement d’une tuberculose active (Parvanehbaghaei et al.,2014).
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CONCLUSION

Au cours de cette étude au niveau du laboratoire d’analyse médical SAYAH de
bouira .Les résultats obtenu ont révélé que les résultats obtenus par bacilloscopie sont fiables
dans la détermination de la contamination de 1’échantillon et que nous n’avons pas besoin de
culture pour déterminer le diagnostic. Donc, la bacilloscopie est déterminante a elle seule

dans le diagnostic de la tuberculose pulmonaire, sans des tests complémentaire.

Les résultats pour les cas dépistés ont révélé que les sujets de sexe masculin sont plus
touchés par la tuberculose. Cette vulnérabilité de ’homme, comparée a la femme, n’est pas
significative .Cependant, les patients ages de 16 a 65 ans étaient les plus touchés et ceci est
bien étudie.

Sur les 320 des patients dans cette étude nous avons 190 des patients suivis a une
ou plusieurs maladies associées, par contre 130 cas qui ne présente aucune pathologie . Parmi
les 190 patients soufrant de ces maladies ,90 sont des diabétiques. 65 des maladies du systéme
et 24 des cardiopathie . Cependant , le diabéte reste un facteur de risque important dans le

dévloppement d’une tuberculose active commme nous 1’avons constaté dans cettte etude .

Cependant, une suite de ces travaux est indispensable afin d’avoir une idée complet

et généralisée sur cette maladie. 1l serait important :

» Augmenter I’échantillonnage
» Proceder au culture des cas positif

» Confirmer par culture automatisé
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Annexe N°I.

1- La fuchsine de ziehl

Fuchsine basique .........coooviiiiiiiii e, 10mg
Alcool @05 . 100ml
Phénol aqueuX .......ccoviiviiiiiii e 55ml
Eau distillée ........cooiiiii .1000ml

2- Le bleu de méthyléne

Bleude méthylene ..o 20mg
Phénol aqueux ........coiviiiiiii 22ml
AlCool a95° ... 100ml
Eaudistillée ........cooviniii 1000ml

3- Le milieu de culture lowenstein-Jensen

Composition :

Bufs @NtIeTS ...uveieie e 625cm>
ASPATAZING ..ottt 2,25¢g
Fécule de pommedeterre ...........oooviiiiiniiniinininnnn, 18,75g
GLyCerol ... 7.,5¢cm
Citrate de magnésium ..............cooevviiiiiiniiiiineninenn, 0,375¢g
Vert malachite ... 0,25¢
Sulfate de magnésium ..............oceiiiiiiiiiiiiiii i, 0,15¢
Dihydrogénophosphate de potassium .......................... 1,59

Bau distillée ... 1000ml
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Annexe N°Il. Constitution des différents milieux de culture
Les milieux de culture

La pomme de terre glycérinée et biliée : Milieu a priori peu riche mais, permettant la culture.
1 /Milieux solide a I’ceuf coagulé

e Milieude L.J

-lons minéraux (phosphate de (2.4g), sulfate mg (0.24g), citrate mg (0.69))

-Asparagine 3.69.

-Glyceérol 0.75%=12g.

-Fécule de pomme de terre 0.49.

-Vert de malachite 30g (0.02% agent inhibiteur de nombreuses bact2ries).

-(Euf entiére qui assurent le durcissement et apportent des nutriments nombreuses 1640g.

Remarque :-Ce milieu est solidifié Pr coagulation a 85°C pendant 50 mn.

- Eau distillée 1000ml.

e Milieu de coletsos

-lons minéraux.
-Asparagine. —-Pyruvate.
-Glycérol. + -Glutamate.
-Fécule de pomme de terre - -Cendres d’anthracites.
-Vert de malachite. - Micronutriments minéraux(titan,etc.).
-(Euf entiers. — Oddéine (collageéne de I’0s).
Il'y a 3 types de milieux coletsos :
Mc +4% de gélatine Mc + 20% de gélatine Milieu coletsos additionné de

(Bactérie aérobie). (Bactérie micro-aérophile). Pulpe d’organe de singe.
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2 | Milieux solide gélosé (Middlebrouk et Cohn,) :
-Milieux synthétiques transparents , tres couteux.
-lons minéraux.
-Glucose.
- Fraction de sérum d’albumine bovine.
-Acide aminé.
-Pyruvate
-Catalase.
Ces milieux sont additionnés de 10% de co2 dans sacs de plastiques ( pour conserver
I’humidité)
3/ Milieu liguides( synthétique) :

.Milieu de sauton :

-Sels minéraux.

- Asparagine

- Glycérine.

Milieux de youmans : Dérive de sauton avec addition de : 10% sérum de beeuf .

e Bouillon de Dubos :

-Sel minéraux.

-L’hydrolysat de caséine.

-Glucose.

-Fraction de sérum d’albumine bivine.

-Tween 80 :agent mouillant
Remarque :
Il n’existe aucun dérivé de milieu de Dubos (Avril, 1992).
Annexe N°l11 . Traitements des prélévements :( Méthode sans centrifugation) :

La partie la plus purulente du crachat est placés dans un mortier ou tout récipient stérile
permettant une bonne homogénéisation des crachats.

-Ajouter une quantité égale a la soude a 6% et 2 a 3 gouttes d’indicateur de Ph.

- Assurer une bonne homogéisation soit par broyage ou par agitation ( ballon a bille).

- Le tout est ensuite mis a 1’étuve a 37°C pendant 50.A la sortie de I’étuve ,le mélange
est immédiatement neutralisé par la solution d’acide (HCL ou H2HO4 0 15%)).

- Prélever une goutte et ensemencer des tubes contenant le milieux de culture (Yala,

2011).



Annexe N°IV.

Tableau N°03 : Avantage et inconvenients de la méthode de diagnostic de la

tuberculose :( Yala, 2001).

Annexes

Avantage

Inconvénient

Technique de Ziehl Neelsen (ZN)
-Cout peut élevé.

-Entretien facile.

-Matériel robuste.

-Personnel technique facile a former.
-Reésultats immédiats.

-permet de dépister 60 a 80% des cas

M+(dans les cas contagieux).

- Temps de lecture long (10 & 15 pour une
lame négative).

-Nombre de lames liées en une journée de
travail limite plus de 15 lames.

-Fatigabilité rapide du microscopiste.
-Sensibilité moindre que la culture et que la
fluorescence surtout en ce qui concerne les

prélévements paucibacillaires.

Annexe N°V. Interprétation des résultats obtenus par I’exemen

direct et la culture.

» Examen directe positif et culture positive :Le diagnostic de la tuberculose est a peu

prés certain surtout si le contexte clinique s’ accorde. En cas de non concordance , il
faut se méfier d’ une émergence du prélévement ou au laboratoire.

Examen directe négatif et culture positive : 1l s’agit d’un cas fréquemmeent du a un
dépistage précoce de I’affection a un stade paucibacillaire. Ils doivent a Ia
multiplication des mises en culture car souvent ce ne sont que deux ou trois culturees 6
a 7 prélévements qui pousseront et viendront confirmés la TB.

Examen direct positive et culture négative :cette situation est beaucoup plus
exceptionnelle et carrerspond soit a I’émergence déja , mais a partir des 1ésions trés
anciennes .Soit a des prélevements d’étre cultivés.

Examen direct négative et culture négative :le diagnostic de tuberculose ne peut écarté
.En fonction du contexte clinique , il faut savoir envisager d’autres examen , repéter

les rechrches, instituer une simple surveillance.
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Annexe V1. Regles a observer au laboratoire traitant les mycobactéries.

Le personnel du laboratoire ayant a traiter les prélevements devra étre en bonne santé,
vacciné (BCG est obligatoire jusqu’a 25 ans si I’examen directe est négative),étre suivi
réguliérement ,suivi lors d’examens cliniques. Les femmes enceintes doivent éviter de
travailler dans ce service.

De facon générale, au laboratoire les mesures suivantes doivent étre observees :

-Stérilisation de 1’aire par utilisation de lampes germicides en dehors des heures de travail.
-Nécessite de travailler sous hotte a pression négative ou flux laminaire verticale, a filtre
controlé et a ventilation convenable.
-L’air de la piéce doit étre renouvelé de 6 a 12 fois /heures.
-Utilisation d’antiseptiques ( phénol 5% formol 5% ,glutaraldehyde 2% , les ammoniums)
-Tubes a centrifuger doivent étre & fermeture hermétique et a usage unique.
-Les pipettes sont a manipuler a la poire.
-Pour stériliser les oses et fils métalique, il faut utiliser un bec incinérateur ou a défaut,
plonger I’instrument dans un flacon contenant du sable surmonté d’alcool a 90° avant le
flambage.

Lorsqu’il y a une infectionberculeuse a la suite d’une contamination au laboratoire,celle-

ci doit étre immédiatement déclarée comme maladie professionnelle ( Yala, 2001).

Annexe VII. Le diagnostic indirect La culture par la méthode classique

La culture d’un produit pathologique suspect de contenir des bacilles est le moyen le plus
rigoureux de faire le diagnostic de la tuberculose. La spécificité de cet examen est beaucoup
plus élevée, puisque chaque bacille vivant donne une colonie aprés mise en culture. Le co(t
de I’équipement et de fonctionnement de la culture est beaucoup plus élevé que celui de la
microscopie, et nécessite la formation de laborantins de niveau supeérieur.

» Méthode

1- Décontamination des prélévements

La plupart des produits pathologiques, a I’exception de ceux qui viennent de
Iésions fermées (séreuses, articulations, prélévements lors d’interventions chirurgicales), sont
contaminés par d’autres bactéries. Pour détruire ces bactéries qui peuvent contaminer le

milieu de culture, il est nécessaire de décontaminer le
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prélevement avec des antiseptiques basiques qui tuent les bactéries contaminantes beaucoup
plus vite que les mycobactéries. Cette décontamination permet aussi d’homogénéiser le
produit pathologique.

2- Centrifugation et neutralisation

Les produits pathologiques sont ensuite centrifuges, le liquide surnageant éliminé et le culot
est ramené a pH neutre par un acide faible.

3- Ensemencement

Le culot de centrifugation est ensemencé dans au moins deux tubes contenant un
milieu de culture spécifique, généralement le milieu de Loewenstein-Jensen
(milieu solide enrichi a 1’oeuf). Dans le cas de Iésions fermées (ou lors d’interventions
chirurgicales), le prélevement doit se faire avec la plus grande asepsie et étre ensemencé
directement sur le milieu de culture sans décontamination.
4- Mise a I’étuve

Les tubes ensemencés sont placés dans une étuve a 37°C pendant 4 a 12 semaines, les
mycobactéries tuberculeuses poussant tres lentement (temps de doublement moyen de 13 a 20
heures) donneront des colonies visibles a I’oeil nu aprés au moins 3 semaines d’incubation.

» Lecture
Lorsqu’une culture a poussé, on voit a I’oeil nu a la surface du milieu de culture de grosses
colonies en « choux fleur », arrondies, de couleur creme-beige, a surface séche et rugueuse,
bien individualisées ou en nappes selon la richesse du
prélevement en bacilles .

» ldentification
Lorsque les colonies apparaissent, elles doivent étre identifiées par des critéres
selon leur aspect macroscopique (colonies rugueuses) et par leur réponse a des
tests biochimiques : les colonies de M. tuberculosis ont une activité catalasique
thermolabile (positive a 22°C, détruite par la chaleur a 68°C), une activité nitrate
réductase, et elles accumulent I’acide nicotinique ou niacine qui peut étre révelé
par le niacine-test. Dans les autres cas il s’agit d’une autre mycobactérie qu’il

faudra identifier (M. bovis, BCG ou mycobactéries atypiques).

- Critéres d’identification des mycobacteries
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MYCOBACTERI | ASPECT | NIACIN | NITRAT | CATALAS | CATALAS

ES DES E E E E
COLONI 22° 68°
ES

Tuberculeuses R + + + -

Bovis S - - + -

BCG R - - + +

Atypiques % % v + +

R =rugueux ; S = lisses (smooth en anglais) ;V = variable.

> Expression des résultats
Le nombre de colonies présentes dans les tubes de culture est en relation directe
avec la richesse en bacilles des Iésions. C’est pourquoi les colonies sont comptées et les
résultats donnés en nombre de colonies par tubes, sauf si leur nombre est si élevé qu’elles sont
confluentes (dans ce cas le résultat sera : colonies confluentes incomptables). Comme pour la

microscopie un code de lecture peut étre adopté :

NOMBRE DE COLONIES CODE DE LECTURE
Moins de 10 colonies +

10 a 100 colonies ++

Plus de 100 colonies +++

Incomptable Incomptable

Les indications de la culture sont limitées aux tuberculoses pauvres en bacilles qui ne sont pas
diagnostiquées facilement par la microscopie : tuberculoses
pulmonaires a frottis négatifs et tuberculoses extra-pulmonaires.
» Reésultats comparés de la microscopie et de la culture
Lorsque I’on fait un seul prélévement d’expectoration a des malades présentant
une tuberculose pulmonaire, 66% sont positifs en microscopie directe aprés
coloration de Ziehl-Neelsen, alors que 93% sont positifs a la culture. Mais les

résultats obtenus en microscopie s’améliore en augmentant le nombre
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d’échantillons examinés.

NOMBRE FROTTIS POSITIFS CULTURE POSITIVE
D’ECHANTILLONS ZIEHL %

1 66 93

2 76 97

3 84 99

4 85 100

* d’aprés RH Andrews et S Radkakrishna. Tubercle 1950 ; 40 : 155-162.

% Autres methodes de culture
Deux méthodes beaucoup plus délicates et plus colteuses sont utilisées dans
certains laboratoires pour pallier la lenteur de croissance du bacille de Koch.
» Laculture sur milieu gélosé (milieu de Middlebrook) : les cultures sont
examinées a la loupe binoculaire apres 3 a 4 semaines (au lieu de 4 a 6 par la
méthode classique).
» Laculture sur milieu liquide : les cultures sur des milieux liquides, soit
radioactif (Systéme Bactec), soit non radioactif (MGIT) permettent de détecter
les bacilles en 8 & 14 jours.
% Meéthode de génétique moléculaire ou PCR
Pour détecter M. tuberculosis on peut obtenir en quelques heures une multitude
de séquences nucléotidiques, copies d’un seul exemplaire d’une séquence cible du bacille par
une technique d’amplification génomique. On utilise ensuite des sondes spécifiques qui
permettent d’identifier les différentes mycobactéries. Cette technique est appelée la « réaction
polymérase en chaine » ou PCR.
Elle permet de détecter et d’identifier en 24 a 48 heures la présence de M.
tuberculosis dans un produit pathologique. Elle est cependant de faible sensibilité par rapport
a la culture (en moyenne 80%), et sa spécificite est de 97% a 98%. Cette technique délicate,

nécessitant un équipement sophistiqué et trés colteux, est réservée aux travaux de recherche.




Résumé

Cette étude consista a suivre le diagnostic de la tuberculose pulmonaire par bacilloscopie et culture
et ’étude des facteurs de risques associe aux déférents formes de la tuberculose pulmonaire a été
également abordée chez les patients adressés au SAYEH par différents centres de soin externes et médecines
privés. 320 patients diagnostique ont été testés par bacilloscopie et par culture pendant 4 mois au niveau
du SAYAH, en utilisant la coloration de Ziehl Neelsen (ZN) qui permet de metre en évidence le nombre
des BAAR a I’aide d’un microscope pour identifie si 1’échantillon positive ou pas, et une culture sur L.J
pour cultiver les BK isolés a partir des crachats, et une analyse statistique a été réalisé afin de déterminer
les facteurs de risque.

Au cours de cette eétude , 177 étaient diagnostiqués positifs pour la tuberculose pulmonaire, ce qui
donne un taux de 55,31% , sur ce total ,151 proviennent des résultats de la Bacilloscopie en fonction du
nombre de BAAR observés avec un taux de 47.19% , et 26 proviennent des résultats de la recherche des
mycobactéries par culture sur gélose Lowenstein- Jensen apres avoir fait une culture sur 80 prélévements
a frottis négatifs , avec un taux de 32.5% .

Les résultats obtenus dans cette étude ont révélé que bacilloscopie est déterminante a elle seule
dans la diagnostic de la tuberculose pulmonaire, sans tests complémentaire.
Mots clés : la tuberculose pulmonaire, BK, bacilloscopie, Ziehl Nielsen (ZN), culture sur Lowenstein-
Jensen(L.J).

Abstract

This study follow le diagnostic of pulmonary tuberculosis by the direct smear examination, culture
and the study of risk factors associated with the various forms of pulmonary tuberculosis was also
addressed in patients referred to laboratory SAYAH by different external care centers and private
medicine. 320 patients were diagnosed by smear and culture for 4 months at the SAY AH laboratory using
ziehl Neelsen staining, which allows the number of BAAR to be plotted with a microscope to identify
sample or not whether the positive, and LJ culture to grow BKs isolated from sputum, and statistical
analysis was performed to determine risk factors.

In this study, 177 were diagnosed positive for pulmonary tuberculosis which gives a rate 55, 31%,
151 from the results of the smear as a function of the number of BAAR observed with a rate 47, 19%, and
26 originate from the results of the research of mycobacteria by culture on Lowenstein- Jensen after having
grown out of 80 samples with negative smear with a rate 32, 5%.

The results obtained in this study revealed that smear examination alone is determinant in the
diagnosis of pulmonary tuberculosis without any additional tests.

Key words: pulmonary tuberculosis, Bk, smear, Ziehl Nielsen (ZN), culture, Lowenstein- Jensen.



