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Introduction

Les bactéries pathogenes constituent une menace majeure pour la santé humaine, que

ce soit de maniére naturelle ou liée aux activités humaines ( Daffé et al., 1987).

La Tuberculose (TB) humaine est une maladie qui a été reconnue depuis la haute
Antiquité (Cosivi et al., 1995). Elle représente un véritable fléau avec prés de neuf millions
de nouveaux cas chaque année dans le monde. Plus de 80% de 1’ensemble des patients atteints

de tuberculose vivent en Afrique subsaharienne ou en Asie (Ajmi et al., 2010).

Il s’agit d’une maladie contagieuse. Selon I’OMS, chaque année pres de 8,8 millions
d’infections et de 2 millions de déces sont enregistrés. D’apres cette méme organisation pour
I’année de 2015, elle est la maladie infectieuse la plus mortelle devant le SIDA (Poulet, 1994;
Ajmi etal., 2010 ; OMS, 2015).

Selon I’Union Internationale de Lutte Contre la Tuberculose et les Maladies
Respiratoires (U.I.C.T.M.R), «la tuberculose est une maladie infectieuse provoquée dans la
plus part des cas par un bacille appelé Mycobacterium tuberculosis » (Diarra, 2009).
L’atteinte pulmonaire est la plus fréquente des localisations et représente la source habituelle
de transmission; cependant, le bacille peut atteindre d'autres organes, provoquant ainsi la

tuberculose extra-pulmonaire (Aubry, 2014).

Néanmoins, la compréhension de I’épidémiologie de la tuberculose et les actions de
son control et traitement deviennent actuellement complexes, essentiellement apres
émergence de bacilles tuberculeux résistants aux antibiotiques.

L’Algérie est classée dans la catégorie des pays a moyenne incidence pour la
tuberculose, cependant, rares sont les travaux sur I’épidémiologie de cette maladie (PNLCT,
2011). A cet effet, nous avons entamé cette étude dans le but d’apporter quelques éléments de
réponses aux questions suivantes :

e Que sait-on sur I’incidence et I’épidémiologie des infections par M. tuberculosis chez
la population de Bouira ?
e Existent-ils des facteurs de risques spécifiques favorisant 1’émergence de ces

infections ?

Pour atteindre ces objectifs, nous avons adopté la démarche expérimentale qui consiste

e Isoler, cultiver et identifier les souches de M. tuberculosis de différents prélevements,

o Vérifier I’implication probable, des quelques facteurs de risque.

Page 1
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Les bactéries pathogenes constituent une menace majeure pour la santé humaine, que
ce soit de maniére naturelle ou liée aux activités humaines ( Daffé et al., 1987).

Selon I’Union Internationale de Lutte Contre la Tuberculose et les Maladies
Respiratoires (U.1.C.T.M.R), «la tuberculose est une maladie infectieuse provoquée dans la
plus part des cas par un bacille appelé Mycobacterium tuberculosis » (Diarra, 2009).
L’atteinte pulmonaire est la plus fréquente des localisations et représente la source habituelle
de transmission; cependant, le bacille peut atteindre d'autres organes, provoquant ainsi la
tuberculose extra-pulmonaire (Aubry, 2014).

La Tuberculose (TB) humaine est une maladie qui a été reconnue depuis la haute
Antiquité (Cosivi et al., 1995). Elle représente un véritable fléau avec pres de neuf millions de
nouveaux cas chaque année dans le monde. Plus de 80% de I’ensemble des patients atteints de
tuberculose vivent en Afrique subsaharienne ou en Asie (Ajmi et al., 2010). Elle est
responsable chaque année du plus grand nombre de décés dans le monde, plus que le
paludisme, le choléra, la diphtérie...et tant d’autres maladies infectieuses réunies (Poulet,
1994).

I -Les mycobactéries
I-1.Généralités

Les mycobactéries sont des bacilles immobiles non sporulés, aérobies strictes,
rectilignes ou incurvés, de 0,2 a 0,6 um de large et de 1 a 10 um de long tuberculeux sont
rectilignes ou légérement incurvés, aérobies ou microaérophiles, non sporulant et posséde
une capsule (Harshey et al., 1977, Goodfellow, 1984).

Les mycobactéries sont caractérisées également par une paroi trés particuliere (riche
en lipides) au sein du monde bactérien ce qui leurs conferent, entre autres, la capacité
d’échappement au systéme immunitaire, des propriétés tinctoriales spécifiques et une
résistance a de nombreux antibiotiques. C’est un germe résistant au froid, a la dessiccation,
humidité, lyophilisation, aux antiseptiques et aux détergents , a I’acide et aux bases fortes. De
fait, cette propriété est utilisée pour leur coloration : la coloration Ziehl-Neelsen, coloration a
la fuchsine phéniquée avec une étape de décoloration a I’acide et ’alcool, et seules les
mycobactéries résistent a cette décoloration. Ce sont donc des bacilles dits Acido-Alcoolo
Résistants ou BAAR (Shinnick, 1994). Cependant, elles sont sensibles a la chaleur, lumiere,
rayon X et UV (Meyssonnier, 2012).

Par leurs aspects cliniques et épidémiologiques, les infections dues a des

mycobactéries sont divisées en trois grandes entités: la lepre causée par Mycobacterium
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leprae, la tuberculose dont les agents étiologiques sont les bacilles tuberculeux (M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum) et les mycobactérioses provoquées par les
mycobactéries commensales dites « atypiques » ( Denis et al., 2011).
I-2. Classification des mycobactéries

Les mycobactéries sont actuellement classées selon le Bergey’s manual of systematic
bacteriology (2007):
Domaine : Bacteria
Classe : Actinobacteria
Ordre : Actinomycetales
Famille : Mycobacteriaceae
Genre : Mycobacterium
Especes :
Complexe M. tuberculosis (Mycobactéries tuberculeuses): M. tuberculosis, M.africanum,
M.bovis.
Mycobactéries atypiques (Mycobactéries non tuberculeuses): M.avium-intracellulare,
M.marinum, M. xenopi, M.kansasii.

Mycobactéries non cultivables: M.leprae, M.lepramurium

1.3. Caractéristiques de Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis, dénommé bacille de Koch, est 1’agent responsable de la
tuberculose. C’est un important pathogéne pour I’homme, infectant un tiers de la population
mondiale (Botella, 2011 ; Bruns et al., 2014). Mycobacterium tuberculosis est capable
d’infecter certaines espéces animales vivant a ses cotés (chat, chien) (Flandrois, 1997).

Toutes les mycobactéries, capables de causer cette maladie sont regroupées sous la
dénomination « Complexe Mycobacterium tuberculosis » (Koeck et al., 2005). D’aprés
Younoussou, (2010), le poumon offre les conditions idéales de multiplication aux bacilles :
température a 37°C, obscurité et richesse en oxygene.
I-3-1. Caractéres morphologiques

M. tuberculosis se présente sous la forme d’un batonnet fin, d’une longueur de 2 a
5um sur 0,2 a 0,3um de large (Figure n° 1 A). 1l est immobile, et se présente en petits amas ou
sous forme isolée, aérobie. Il résiste bien au froid et a la dessiccation et peut demeurer vivant
plusieurs jours dans des produits contaminés tels que des produits d’expectoration.
(Flandrois, 1997).
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I-3-2. Caractéres culturaux

Les mycobactéries se caractérisent par une croissance lente avec un temps de
génération de 12 a 24h (Harshey et Ramakrishnan, 1977).

M. tuberculosis ne pousse pas sur les milieux usuels et nécessite des milieux tres
enrichis. Le plus employeé est un milieu a I'oeuf, dit milieu Lowenstein-Jensen, sur lequel les
colonies sont de teinte créme-beige, séches, a surface rugueuse, en forme chou-fleur (Figure
n°1B). L’apparition des colonies n’est observable qu’a partir du 21leme jour en moyenne
(Hmdad , 2007).

2,

Figure n°1 : M. tuberculosis par microscopie électronique a balayage, aprés coloration de
Ziehl-Neelsen (A), Colonies M. tuberculosis sur gélose Lowenstein-Jensen (B).

M. tuberculosis est producteur d’une catalase, nitrate réductase, peroxydase et d’une
uréase. Au cours de sa croissance il synthétise une quantité importante d'acide nicotinique
(niacine), qui peut étre mis en évidence par 1’épreuve biochimique dite test de KONNO
(niacine-test) (Ait Khaled et al., 1999).

La température optimale de croissance est de 35 — 37°C(Nadia et al., 1999). Les
variations de pH supportées sont faibles, elles sont comprises entre 6 et 8. Le pH optimal est
de 6,7 (Pilet et al., 1979).

I-3-3.caractéres génique

Le génome de M. tuberculosis comprend 4 411 529 paires de bases (pb), contient
environ 4000 genes, et a un contenu tres élevé en guanine + cytosine (GC % : 65,6). Cela
représente la deuxiéme plus grande séquence bactérienne d’un génome actuellement
disponibles (apres celle d'Escherichia coli) (Cole et al.,1998).

1.4. Résistance aux agents physiques et chimiques

Mycobacterium tuberculosis est sensible aux agents physiques comme les

rayonnements ionisants, les UV et la lumiére, il peut survivre également au froid et a la
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dessiccation . Sa sensibilité aux agents chimiques est variable , il résiste a de nombreux
antiseptiques ; aux bases et aux acides dilués (Ramarokoto et al., 1999).

selon Blood et al, (1982), Mycobacterium tuberculosis, résiste a la plupart des
désinfectants usuels, aux alcools et aux acides. Cependant, elles sont généralement sensibles
aux désinfectants chlores, iodés, formolés et crésolés. En effet, le bacille tuberculeux peut étre
détruit par le phénol a 2%, le crésol a 3% pendant 4 heures, alors qu’il est détruit par la
teinture d’iode en 5 minutes.
I-5. Pathogénicité des mycobactéries du complexe M. tuberculosis
Tableau I: Pathogénicité des mycobactéries du complexe M. tuberculosis (Mostowy et al.,
2005).

« Mycobactéries du complexe M. tuberculosis » | Pathogénicité

Mycobacterium tuberculosis ou bacille de Koch Tuberculose humaine la plus fréquente

Mycobacterium bovis Tuberculose humaine (< 1% des cas)
Tuberculose des bovidés
Mycobacterium africanum Tuberculose humaine (< 1% des cas)
Mycobacterium microti Non pathogeéne pour I’homme
Infecte les campagnols, cobayes et

lapins

1.6. Enveloppe de mycobacterium tuberculosis
v' Structure et composition

Les bactéries du genre Mycobacterium répondent positivement a la coloration de Gram
bien que I’architecture de leur paroi cellulaire soit proche de celle des Gram négatifs.

L’enveloppe des mycobactéries est caractérisée par une teneur élevée en lipides : entre
30 et 60% de la masse séche. Parmi ces lipides, les acides mycoliques conférent,aux
mycobactéries une particularité de coloration dénommée acido-alcoolo résistance qui permet
de les différencier de la majorité des autres bactéries lors de la coloration de Ziehl- Neelsen,
coloration a la base du test diagnostic le plus couramment utilisé pour mettre en évidence une
tuberculose ((Anderson, 1940; Minnikin, 1982). Les acides mycoliques également conferent
a la mycobacterie la plupart de ses résistances. lls bloguent notamment la pénétration de
certains composes hydrophiles, lui procurent une protection contre la déshydratation et jouent

un réle conséquent dans la virulence et la modulation des réponses immunitaires de 1’hote

5
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(Vander et al., 2011 ). Les acides mycoliques sont essentiels a la viabilité des mycobactéries

(Takayama et al., 1972).
Cette enveloppe est composée schématiquement (Figure n°2), en allant du cytoplasme

vers ’extérieur, de trois (03) couches :
/

; capsule
S (lipolyosidigue ?)
P‘\

;g;; m couche externe A
ﬁ {phospholipides - protéines)

o ? i
g % % acides mycolifjues paroi
arabinogalactane
-1 [eptidogl ycane Y

) mrﬁmembmne plasmique T
JULLULLL 4

intérieur (cytoplasme)

Figure n°2: Représentation de I’enveloppe de M. tuberculosis (Daffe et al., 1918).

v' Une membrane cytoplasmique qui forme une barriére perméable entourant le
cytoplasme;

v Le squelette pariétal formé du complexe peptidoglycane-arabinogalactane et acides
mycoliques (acides gras a longue chaine);

v Le peptidoglycane est responsable de la rigidité de la paroi et a une particularité de
présenter des liaisons peptidiques interchaines;

v' L’arabinogalactane c¢’est un polysaccharide majeur du squelette pariétal
mycobacterien, les penta-arabinosyles jouent un réle d’épitopes impliqué dans la
reconnaissance antigéne-anticorps;

v Trois types d’acides mycoliques ont été caractérisés dans M. tuberculosis, qui sont
impliqués dans la diminution de la perméabilité membranaire;

v La couche externe joue un r6le important dans la physiologie bactérienne, de plus elle
module la réponse immunitaire et constitue un facteur important de la pathogénicité du
bacille (Daffée, 1996).
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I1. Historique de la tuberculose

La Tuberculose (TB) humaine est une maladie qui a été reconnue depuis la haute
antiquité. Elle a été décrite par Hippocrate sous le nom de «phtisie» et ses lésions ont été
diagnostiquées sur des momies égyptiennes (Cosivi et al., 1995). C’est ainsi que « les caries
vertébrales » du moyen age ont été reconnues comme d’origine tuberculeuse par P. POTT
(1713-1788) (Nguyen et al., 1999).

En 1818, Laennec invente le stéthoscope qui va grandement faciliter le diagnostic de
la tuberculose (OMS,2013). En 1831, Gurlt a mis en évidence des similitudes entre la TB
humaine et bovine (Basset, 1953).

Aristote a soupconné sa nature contagieuse, mais elle ne fut mise en évidence par A.
Villemin qu’en 1865 (OMS, 2013).

En 1873, Hansen découvre que la lepre est causée par un fin bacille (Hansen. 1874).

En 1882, R. KOCH découvre le bacille tuberculeux humain: Mycobacterium
tuberculosis et réussi sa culture sur sérum de boeuf coagulé en 1884. Il mis au point la
tuberculine (Nguyen et al., 1999).

De 1908 a 1920 A. Calmette et C. Guérin ont mis au point le BCG a partir d’une
souche vivante atténuée de bacille tuberculeux bovin et il eu une vaccination a partir de 1921
(OMS, 2013).

En 1944, S.A. WAKSMAN découvre le premier antibiotique actif contre le bacille

tuberculeux: la streptomycine (Grellet et al., 1983).

I1.1. Formes cliniques de la tuberculose
11.1.1. La tuberculose pulmonaire

C'est une infection contagieuse mortelle causée par des bactéries appartenant au
complexe Mycobacterium tuberculosis , principalement 1’espéce Mycobacterium tuberculosis
(bacille de Koch [BK]) mais aussi par M. africanum et M. bovis (El khéchine et al., 2011).
C’est la forme la plus fréquente de la maladie qui concerne plus de 70% des cas de
tuberculose active (Valin et al., 2010). La tuberculose pulmonaire est le résultat soit d’une
surinfection exogene a partir d’un sujet trés contagieux (tuberculose primaire), soit d’une
réinfection tuberculeuse, granulome ou tuberculose pulmonaire insuffisamment traitée ayant

laissé des bacilles vivants (Diallo et al., 2003).
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11.1.2. La tuberculose extra pulmonaire

C’est la localisation du bacille tuberculeux dans un organe autre que le poumon. Elle
est souvent asymptomatique sur le plan général. Le diagnostic est difficile et repose sur des
arguments cliniques, biologiques, radiologiques, histologiques et parfois bactériologiques. Les
manifestations extra pulmonaires les plus connues sont les lymphadénites tuberculeuses, la
pleurésie tuberculeuse, la tuberculose uro-urinaire, ostéo-articulaire, méningite tuberculeuse
et la tuberculose miliaire qui résulte d’une dissémination hématogéne, diffuse des
mycobactéries en un ou plusieurs points de 1’organisme et surtout aux poumons d’éléments

nodulaires de petite taille d'origine tuberculeuse (Heifets et al., 2005).

11.2.Epidémiologie
% Dans le monde

En 1990, 1,7 Milliards de sujets étaient infectés par le bacille de koch soit 1/ 3 de la
population mondiale. En Afrique le risque annuel d’infection est de (1,5 & 2,5%) ainsi plus de
50% des adultes sont infectés par le bacille de koch et risque de développer une tuberculose,
95% des cas surviennent dans les pays en voie de développement ou I’incidence annuelle va
de 120/100 000 Habitants en Amérique Latine a 229 /100 000 habitants en Afrique (Pichard
et al., 2000).

Les populations pauvres et marginalisées des pays en voie de développement sont les
plus touchées: 95 % de I’ensemble des cas et 98% des décés (OMS. 2004-2005). En 1993
I’OMS a inscrit la tuberculose au nombre des urgences mondiales.

La tuberculose est la maladie infectieuse qui provoque le plus grand nombre de déces
dans le monde. 75% des cas se déclarent dans le groupe d’age des 20-49 ans, qui représente
les forces vives de la population. (OMS, 1997).

En 2011, on estimait a 8,7 millions le nombre de nouveaux cas de tuberculose avec
13% coinfectés par le VIH et 1,4 millions de décés (OMS, 2012).

En 2014, le plus grand nombre de nouveaux cas de tuberculose a été enregistré en
Sud-est d'Asie et dans la région du pacifique occidental, qui totalise 58% des nouveaux cas a
I’échelle mondiale. L’Inde et la Chine représentent 40% des cas déclarés en 2011, et I’ Afrique
24%. Le taux d’incidence le plus élevé se retrouve en Afrique subsaharienne (World Health
Organization, 2010; OMS, 2015). En 2010, la tuberculose a provoqué 1,45 million de déces,
dont 350 000 étaient des cas de co-infection M. tuberculosis/VIH. Les patients infectés par le

VIH représentent environ 13% des cas de tuberculose, I’ Afrique comptant pour environ 80%
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de ces cas. Parmi les 5,7 millions de nouveaux cas de tuberculose notifiés en 2010, environ
5% sont des formes résistantes au traitement antituberculeux. Ce taux atteint environ 30% en
Asie du Sud-est, dans le Pacifique occidental (OMS, 2011b).
s En Algérie

Au cours de la période 1962-2010, 1’Algérie, jadis pays a haute prévalence de
tuberculose, a rejoint depuis le début des années 1980 le groupe des pays a prévalence
modérée. On dénombre environ20 000 cas chaque année de tuberculose toutes formes
confondues ou I’incidence annuelle de cette tuberculose se situe entre 20 et 99 cas pour
100000 habitants (Boulahbal et al., 2004). La répartition geographique des cas déclarés de

tuberculose toutes formes confondues selon les wilayas est tres inégale (Figure n°3) .
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Figure n°3: Incidence de la tuberculose toutes formes confondues en 2009 selon les

Wilayas (Ministére de la sante publique, 2011).

En général, dans les territoires ou la population urbaine est majoritaire, on constate une
incidence déclarée plus élevée que celle des territoires ou la population rurale est majoritaire.

L’incidence déclarée est plus élevée dans la région Ouest du pays que dans les autres
régions (Ministére de la sante publique, 2011).
11.2.1 Facteurs sociaux et comportementaux

La plupart des facteurs sociaux influencant I'épidémiologie de la tuberculose sont
associes a la pauvreté. 95% des cas et 98% des déces dus a la tuberculose se concentrent dans
des pays en developpement. Les environnements surpeuplés, tels que les prisons et les foyers

sociaux, facilitent grandement la transmission de la maladie (Lin et al.,, 2007). La
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malnutrition, 1’alcoolisme et le tabagisme sont aussi des facteurs de risque favorisant le
développement d’une tuberculose active (Rehm et al., 2009). Enfin, les difficultés d’accéder
aux services de soins dans ces pays compliquent le contrdle de la maladie (OMS, 2011b).
11.2.2. Facteurs physiologiques et génétiques

Au niveau mondial, il y a deux fois plus d’hommes adultes atteints de tuberculose que
de femmes. Cette disparité aurait des origines hormonales, génétiques et métaboliques
(Neyrolles et al., 2009). L’épidémie de tuberculose est également variable en fonction de
I’age. A I’échelle mondiale, 75 % des cas sont des adultes ayant entre 15 et 59 ans (OMS,
2011a), et la forte incidence de la maladie chez les jeunes enfants semble liée a I’immaturité
de leur systéme immunitaire. Des facteurs génétiques semblent également étre impliqués dans
la sensibilité a la tuberculose. (Baker et al., 2011).
11.2.3. Facteurs liés a une immunosuppression

La coinfection avec le VIH est le facteur le plus influent de 1’épidémie de tuberculose.
La suppression du systeme immunitaire causée par le VIH augmente le risque de réactivation
d’une infection tuberculeuse latente et favorise la progression rapide vers une tuberculose
active (Aaron et al., 2004). D’apres I’OMS, le risque de développer une tuberculose est 27 a
30 fois plus élevé chez les personnes infectées par le VIH que chez les individus séronégatifs
(OMS, 2011).
11.3. Les symptomes clinique

e Les symptdmes sont peu spécifiques : toux chronique, expectorations parfois
teintées de sang, hémoptysie franche, douleurs thoraciques, sudations nocturnes, fiévre,
amaigrissement, fatigue...

e Il est difficile de faire le diagnostic différentiel avec d’autres pathologies en se basant
uniquement sur ces symptomes. D’autres examens sont nécessaires dont, en premiere
instance, la radiographie du thorax.

e Toutefois le diagnostic de tuberculose doit absolument étre évoqué si ces symptdmes

apparaissent ou persistent chez un sujet <«a risque>(JP Van Vooren et al.,2004).

I1.4. Transmission

L’infection tuberculeuse a un réservoir quasi exclusivement humain. Elle se transmet
par voie aérienne directe, principalement interhumaine, par la dispersion de gouttelettes de
salive et de sécrétions bronchiques aérosolisées. Ces sécrétions sont produites en particulier

par la toux des personnes infectées (Figure n°4) (Vincent et al., 2002).

10
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Ces bacilles, une fois inhalés, vont se loger au niveau des alvéoles pulmonaires et

créer la lésion initiale (Faves et al., 1973).

TB germs spread through the air

Figure n°4: Transmission interhumaine des mycobactéries (Nguyen et al., 2006).

I1.5.Diagnostic

Le diagnostic de la tuberculose repose sur la mise en évidence des mycobactéries. La

mise en évidence peut étre directe, par examen microscopique et culture ou indirecte, par la

détection de la présence d’ADN ou d’ARN mycobacterien (techniques d’amplification).
(Zellweger, 2007).
11.5.1-Diagnostic bactériologique

% Examen des frottis d’expectoration: la preuve d’une tuberculose pulmonaire ne peut

L)

étre apportée que par I’examen bactériologique de 1’expectoration pour tout malade
suspect de tuberculose (David et al., 1986).
Le recueil des préeléevements : le recueil se fait au laboratoire ou dans les services
cliniques. On utilise pour cela des crachoirs qui ont une large ouverture, fermant
hermétiqguement avec un couvercle vissé afin d’éviter la dessiccation et les risques de
contamination du personnel par fuite du contenu. Trois échantillons de crachats
doivent étre demandés pour chaque personne suspecte de tuberculose pulmonaire :

e Un échantillon est recueilli sur place le jour de la consultation.

e un deuxiéme échantillon est recueilli le matin au réveil.

e un troisieme échantillon est recueilli sur place au moment ou le crachat

matinal est apporté par le malade au laboratoire.

lorsque le malade tousse, les crachats doivent étre recueillis en plein air, et le plus loin
possible d’autres personnes. Si le recueil n’est pas possible a I’extérieur, il vaut mieux

utiliser une piece isolée, aerée, et ensoleillée.
11



Chapitre | Synthese Bibliographique

» controler la qualité et la quantité de crachats emis : pour le dépistage il faut obtenir un
volume suffisant (3-5ml) de crachats contenant des particules solides ou purulentes et
pas seulement de la salive.

» Fermer le crachoir de fagon étanche et le mettre dans la boite réservée au transport s’il
doit étre envoyé au laboratoire.

» Se laver les mains a I’eau et au savon.

» Donner au malade un crachoir neuf en lui expliquant de recueillir le crachat le matin
au réveil comme il convient de le faire et de le porter au laboratoire le plus tot

possible.

11.5.2-Diagnostic direct: L’examen direct est la technique ayant le meilleur rapport
colt/efficacité en milieu tropical.
% Méthode de coloration de Ziehl-Neelsen

Le bacille est coloré en rouge par la fuchsine et cette coloration résiste a I’acide et a
1’alcool, d’ou le nom de Bacille Acido —Alcoolo- Résistant ou BAAR.

A D’examen au microscope optique du frottis coloré, les bacilles tuberculeux
apparaissent comme de fins batonnets rouges Iégerement incurvés, plus ou moins granuleux,
isolés par paire ou en amas, se détachant nettement du fond bleu de la préparation

La culture est beaucoup plus sensible que 1I’examen microscopique des crachats et
permet I’identification de la mycobactérie isolée. Il peut s’écouler 4 a 8 semaines avant
I’obtention du résultat (Fatoumata Sidibe, 2009).

Comme la microscopie, la culture permet de confirmer le diagnostic de la tuberculose.
Apreés humidification, décontamination et centrifugation, les échantillons sont ensemencés sur
des milieux spécifiques. Le milieu solide a ’ceuf de Lowenstein -Jensen est le milieu de
culture le plus couramment employé en raison de sa grande sensibilité, de son faible prix de
revient et de 1’aspect typique qu’y prennent les colonies de M. tuberculosis (Grosset et al.,
1990).

11.7.3-Diagnostic indirect
% L’intradermo-réaction a la tuberculine (IDR)
L’intradermo-réaction a la tuberculine (IDR) permet de mettre en évidence une
réaction d’hypersensibilité retardée se traduisant par 1’apparition 24 a 72 h aprés une injection

intradermique d’antigénes mycobactériens. L’infiltration des antigénes mycobactériens

12
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localisée de la peau est le témoin de 1’acquisition d’une immunité spécifique contre les
mycobactéries (Meyssonier, 2012).
% Hybridation avec les sondes a ADN
Elle est réalisee a partir des milieux solides ou liquides permettant d’identifier en
quelques heures les bacilles de la tuberculose isolés en culture (Bodonirina, 2012). Cette
méthode repose sur des technique d’hybridation a 1’aide de sondes spécifiques (Martinez et
al., 2005).
s Amplification génique
Elle permet de déceler en 24 heures la présence de Mycobacterium tuberculosis dans
les prélévements d’origine pulmonaire ou extra-pulmonaire en amplifiant des séquences
génomiques spécifiques. Cette méthode a la potentialité d’identifier spécifiquement les
bacilles en quelques heures, directement dans les échantillons cliniques sans gque le préalable

d’une culture bactérienne soit nécessaire ( Bodonirina, 2012).

11.8.Traitement de la tuberculose pulmonaire

« Action curatif

Le traitement antituberculeux est divisé en deux phases. La phase initiale ou intensive,
d’une durée de 2 mois, durant laquelle les médicaments doivent étre pris quotidiennement,
vise a détruire les populations de M. tuberculosis qui se reproduisent rapidement et a prévenir
la survenue d’une résistance médicamenteuse. La phase de continuation, généralement d’une
durée de quatre 4 a 7 mois, vise a éliminer les populations qui se répliquent lentement et a
prévenir une rechute subséquente Tous les médicaments antituberculeux peuvent étre
associés a une éruption cutanée, des nausees et de la fievre. De fagon genérale, plus le régime
thérapeutique comprend de médicaments, plus les effets indésirables sont fréquents.

Quelquefois, les médicaments peuvent agir de fagon synergique (Paul Rivest et al., 2017).

% Action préventif
La vaccination (le bilié de Calmette et Guérin): le BCG est une souche
mycobactérienne qui a perdu sa virulence aprés avoir subi plus de 200 repiquages successifs.
Il peut étre administré des la naissance et, si la souche survit chez le patient, une seule dose
est suffisante pour une protection a long terme. Ainsi, il reste encore a I’heure actuelle 1’un

des vaccins les plus utilisés dans le monde (Barreto et al., 2006; Locht, 2010).
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I. Cadre de I’étude et Objectif de I’étude

Nous avons réalisé notre stage au niveau du laboratoire de biologie médicale SAYEH, a

Bouira. Notre stage a été effectué durant une période de deux moins.
Les objectifs de ce travail portent sur le :

v" Suivre de diagnostic de la tuberculose pulmonaire par bacilloscopie et culture.
v' Etude des facteurs de risques associe aux différents formes de la tuberculose

pulmonaire.

I1. Prélévements

> Crachats ou expectorations

Il s’agit de recueillir les crachats émis spontanément aprés un effort de toux profond,
de préférence le matin au réveil, dans des flacons stériles, a fermeture étanche et a large
ouverture afin d’éviter les contaminations des bords extérieurs, porté une étiquette avec le
nom et le prénom de malade.

Trois échantillons par malade, a un jour d’intervalle, ont été utilisés pour le dépistage.
Le ler échantillon a été recueilli sous la supervision de I’équipe du laboratoire le jour méme
de la consultation. Les deux autres ont été réalisés par les patients eux-mémes les deux jours

suivants en matinée et remis au centre le méme jour.

» Tubage gastrique
Les enfants de moins de 12 ans sont habituellement incapables d’expectorer
volontairement, c’est pourquoi des tubages gastriques pour le recueil des sécrétions

bronchiques dégluties durant la nuit sont nécessaires.

> Prélévements réalisées sous fibroscopie
Par aspiration bronchique, par brossage endo-bronchique, liquide de lavage broncho-
alvéolaire.
Dans les cas de susception de tuberculose extra-pulmonaire, d’autres prélévements
sont realises, comme des prélévements urinaires, liquide pleurale, pus ganglionnaire, liquide
d’ascite et broyat de biopsie (Boulahbal et Yaha, 2010).
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I11. Examen microscopique (Bacilloscopie)

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

3000 tour/mn pendant 20mn.

I11. 1. Réalisation du frottis

> |dentification des lames

®,

« Le frottis se fait obligatoirement sur une lame neuve, préalablement dégraissée et
séchée.

« Le numéro attribué au malade sur le registre du laboratoire doit étre inscrit a une

extrémité de la lame.(figure n°5).

+¢+ Préparer ainsi une lame pour chaque échantillon.

Figure n°5 : Image des frottis avec le numéro de chaque échantillon.

111.2. Réalisation du frottis

Il est confectionné en suivant le protocole défini par le programme national de lutte
contre la tuberculose.

A T’aide d’une anse de platine, une parcelle purulente de crachat est prélevée sous la
hotte microbiologique, puis étalée par un mouvement continu de rotation sur une longueur de
2 cm et une largeur de 1cm en commencant par le milieu de la lame.

La lame est placée sur le porte-lame, frottis tourné vers le haut et séchées a I’air
ambiant environ 30mn. Puis le frottis est fixé par 3 passages au-dessus d’une flamme du bec

benzéne pendant 4 secondes.
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111.3. Coloration par la technique de ZIEHL NEELSEN

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

La technique de référence pour colorer ces mycobactéries est la méthode de Ziehl-
Nielsen, utilisant la fuchsine phéniquée a chaud, suivie d’une décoloration par une solution
d’acide et d’alcool mélangé, et d’une contre coloration au bleu de méthyléne (Guide

technique pour le personnel de santé).

L’examen direct des prélévements en microscopie aprées coloration de Ziehl-Neelsen
permet la découverte de BAAR dans la moitié des cas environ. Cet examen peu codteux et
rapide permet une approximation quantitative du nombre de germes excrétés (en nombre de
BAAR par champ). C'est peut étre le seul moyen de diagnostic dans les pays en voie de

développement ( Cornfield et al.,1997).

> Coloration

La lame du frottis, tournée vers le haut, est placée sur une barre métallique, au dessus
de I’évier. Le frottis est recouvert par une solution de fuchsine phénique filtrée phéniquée a

I’aide d’une seringue (Figure n°6).

Figure n°6: Image de coloration des lames par la fuchsine.

Page 16



Chapitre I1. Materiel et méthodes

La lame est chauffée, par passage au dessous d’une flamme a 1’aide d’un tampon
d’ouate imbibé d’alcool, jusqu’a émission de vapeurs, sans aller jusqu’a 1’ébullition (Figure
n°7).

Figure n°7: Chauffage des lames.

Avec une solution de fuchsine, la lame est recouverte et préchauffée comme
précédemment pendant 3 mn, toute en répétant ce chauffage deux fois toutes les 3 mn. Apres,

I’excés de fuchsine est éliminé par ringage a I’eau abondante (Figure n°8).

Figure n° 8: Ringage des lames.

> Décoloration
En suite, le frottis est décoloré a I’acide sulfurique dilué aux Y%, et laissé pendant 3

minutes. Puis rincé a 1’eau abondante (Figure n°9).

Page 17



Chapitre I1. Materiel et méthodes

Figure n°9: Additionnement de I’acide sulfurique.

Une autre étape de décoloration est réalisée a I’aide de 1’alcool a 90° pendant 5

minutes, puis le frottis est rincé (Figure n°10).

Figure n°10: Additionnement de 1’alcool.
» Contre-coloration
Une contre-coloration par la solution de bleu de méthyléne est effectuée sur le frottis

pendant 3 minute, puis rincé a I’eau distillée (Figure n°11).
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Figure n°11: Additionnement de bleu de méthyléne.

Puis laisser le frottis pour séchage a 1’air ambiant (Figure n°12).

Figure n°12: Séchage des lames a 1’air libre.

111.4. Observation microscopique et lecture du frottis

Les lames sont observées au microscope a I’objectif a immersion (X100). Apres la
mise au point, la lame est examinée champ par champ suivant sa longueur, de gauche a droite.
BAAR sont comptés sur 20 a 300 champs microscopiques selon la richesse du frottis, avant
de déclarer la négativité d’une lame (examen pendant 15 minutes environ). La lecture de la

lame se fait en créneau.
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Les BAAR apparaissent rouge vif ou en rose sur un fond contre-coloré en bleu. lls
sont droits ou légerement incurvés . lls se présentent comme de fins batonnets, isolés ou

groupés en amas et se détachant nettement du fond bleu de la préparation.

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 I1: Tableau représentatif des résultats de la Bacilloscopie. (David et al., 1986).

Nombre de BAAR observes Résultats Interprétations
par nombre de champs

microscopiques

0 Bacilles /300champs Négatif Frottis négatif

1a 9 Bacilles/300 champs Noter le nombre exacte Frottis douteux
10 a 99 Bacilles / 100 champs + Frottis positif
1 a 10 Bacilles /champs ++ Frottis positif

> 4 10 Bacilles /champs +++ Frottis positif

IV. Culture sur gélose Lwenstein-Jensen

La culture est beaucoup plus sensible que I’examen microscopique et permet
I’identification de la mycobactérie isolée, ainsi que la mesure de la sensibilité aux

antibiotiques.

Le milieu solide a I’oeuf de Lowenstein-Jensen est le milieu le plus couramment
employé. Lors de la culture, les colonies du Mycobacterium tuberculosis s’y développent en
moyenne en 21 a 28 jours. Dés I’apparition des colonies constituées, apres vérification
microscopique de BAAR, les cultures sont déclarées positives. Les colonies sont exprimées

quantitativement en nombre de colonies par tube.(Thiber,1987).

Vue le caractére polymicrobien des prélevements, qui proviennent généralement de
cavités ouvertes, une étape de décontamination est indispensable pour la mise en culture a
partir d’échantillons de crachats, tubage gastrique, urines, abcgs...etc. Les prélevements non

contamings, tels que le liquide céphalorachidien, liquide d’exsudats, pus ganglionnaires...etc.,
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sont ensemencés directement a la pipette pasteur, éventuellement dilués dans de 1’eau distillée

(Grosset et al.1990).

La décontamination des produits pathologique est obtenue par divers procédés, la plus

couramment utilisée est basée sur I’emploie de la soude et d’un neutralisant. Pour cela, on

procéde comme suit :

R/
A X4

X/

2 ml de crachats sont transférés (ou autre prélévement polymicrobien) dans un tube a

centrifugé stérile et bouché a vis.

Puis, un volume de 2 ml de NaOH a 4% ainsi que 3 gouttes de bleu de Bromothymol a
0,2% sont ajoutés au tube précédent.

Le mélange est agité, pendant 15 minutes dans un agitateur puis porté 30 minutes a

I’étuve.

Une centrifugation a 300 tour/min pendant 15-20 min est réalisée, et le culot est

récupéré a 1’aide d’une pipette Pasteur.

3 a4 tubes de gélose de Lowenstein-Jensen sont ensemencés avec une pipette Pasteur
en stries a partir du culot récupéré. Les tubes sont en suite incubés a 37°C, les

bouchons légerement fermés.

Au bout de 48 heures, les tubes sont contrflés et complétement fermes, puis
examinés une fois par semaine. Généralement les colonies commencent a apparaitre
apreés 18 a 21 jours d’incubation, elles sont de couleur créme beige, séches, a surface

rugueuse, en forme chou-fleur, mais il faut laisser la culture jusqu’aux 72 éme jours.
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Chapitre I11 Résultats et discussions

Au cours de notre stage réalisé au niveau du laboratoire des analyses meédicales Dr
SAYEH de Bouira et qui a été effectué¢ durant la période allant d’avril jusqu'a mai 2018, tous

les patients admis pour le diagnostic de la tuberculose pulmonaire, ont été inclus dans 1’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.

Le registre du laboratoire comporte : le nom du malade, I’age, le sexe et le résultat de

la bacilloscopie. 1l donne également les informations suivantes :

++ Nombre de sujets suspects examinés.

¢+ Nombre d’examens positif lors du dépistage.
I. Diagnostic de la tuberculose pulmonaire

I. 1- par bacilloscopie

Sur un total de 260 patients diagnostiqués, 145 cas étaient de sexe masculin et 101 de

sexe féminin. L’age de ces patients varie de 4 ans & 81 ans, dont 14 enfants de moins de 16

ans.

Tableau 111 : Les échantillons examinés par bacilloscopie (étude des crachats).
Bacilloscopie Totale

Prélevements Positif Négatif

Homme 80 65 145

Femme 42 59 101

Enfants 05 09 14

Totale 127 133 260

260
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I. 2- par culture

Sur un total de 56 patients diagnostiqués, 25 cas étaient de sexe masculin, et 26 de sexe

féminin, dont 05 enfants de moins de 16 ans.

Les patients inclus proviennent de différentes structures sanitaires, ont été adresses au
laboratoire de Dr SAYEH par différents centres de soins externes et médecins privés. Le
tableau suivant regroupe 1’ensemble des cas testés par culture pendant 2 mois au niveau du

laboratoire des analyses médicales Dr SAY AH.

Tableau IV : Les échantillons examinés par culture.

Prélevements Culture Totale
Positif Négatif
Homme 04 21 25
Femme 02 24 26
Enfants 01 04 05
Totale 07 49 56
56

Il .Résultats d’examen microscopique
Il .1-par bacilloscopie

Au total, 127 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 48.84 %. La répartition des résultats est donnée dans le

figure suivante.
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B Homme

B Femme

[ Enfant

Figure n°13 : Tuberculose pulmonaire a frottis positif par Bacilloscopie.
11 .2.Résultats de la recherche du Mycobactéries par culture

Sur 56 prélévements a Bacilloscopie négatives, 07 cas ont abouti a une culture positive sur
gélose Lowenstein-Jensen, ce qui donne un taux de 12.5%, et la figure ci dessous représente

la répartition des résultats.
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H Homme
H Femme

i Enfant

Figure n°14 : Tuberculose pulmonaire a frottis positif par culture.
I11. Répartition des tuberculeux selon ’unité de santé

I11.1.Répartition des tuberculeux selon le sexe

Sur un total de 127 patients diagnostiqués positif, 80 cas étaient de sexe masculin, et

42 de sexe féminin. Le sexe masculin représente 62.99 % des cas et le sexe féminin présent

33.07 % avec une sex-ratio de 1.90.

M Homme

B Femme

Figure n°15 : Répartition des patients 8 BAAR positif selon le sexe.
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I11.2. Répartition des tuberculeux selon I’age des patients :

Au total, 127 des patients inclus ont été diagnostiqués positifs pour la tuberculose

pulmonaire, la répartition des malades selon 1’age est donnée dans le tableau suivant.

Tableau V: Répartition des malades selon I’age.

Age (ans) Effectif Pourcentage(%o)
Moins de 20 10 7.87
21-45 50 39.37
45-60 39 30.71
60 et plus 28 22.05
TOTALE 127 100

Pourcentage(%o)

moins de 20 [21-45] [45-60[ 60 et plus

L'age (ans)

Figure n°16 : Répartition des malades selon 1’age.
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I11.3.Répartition des tuberculeux en fonction des maladies associées

Sur un total de 127 patients diagnostiqués positif, Le nombre des patients suivis sans

maladies associées est de 40, ce chiffre refléte un taux de 31.49%,

Parmi les 87 patients avec maladies associées, les diabétiques représentent environ
40 .15%. Les maladies du dialyse péritonéale représentent 11.02%, I’hépatite B représentent
3.93% et I’anémié représentent 13 .38% des cas. La répartition de ces maladies est donnée

dans la figure suivante.

4 sans maladies associées

13,38%
_ — — H |es diabétiques
11,02% : e
M dialyses peéritoneale
9 Ve -
A0S% i hépatite B
H anémie

Figure n°17 : Répartition des tuberculeux en fonction de maladies associées.
Discussion générale

Au cours de cette étude, 134 cas étaient diagnostiqués positifs pour la tuberculose
pulmonaire, ce qui donne un taux de 51,53%. Sur ce total ,127 proviennent des résultats de la
Bacilloscopie en fonction du nombre de BAAR observés avec un taux de 48.84% , et 07
proviennent des résultats de la recherche des mycobactéries par culture sur gélose
Lowenstein- Jensen aprés avoir fait une culture sur 56 prélevements négatives, avec un taux
de 12.5%.

En Algérie, la tuberculose demeure encore I’'un des problémes majeurs de santé
publique, avec 50 a 99 cas d’infection, toutes formes confondues, sur 100 000 habitants. Mais
son incidence est moins importante comparant aux autres pays du Maghreb, tel que le Maroc

avec 150 a 299 cas sur 100 000 habitants ; ou des taux élevés d’infection par le bacille de
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koch ont eté rapportés (Barchiche et al., 2010 ; Ajmi et al., 2010 ; PNLCT, 2011;
Ilboudou, 2013).

Le résultat 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 prélevement 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 » (Affolabi et al.,
2011).

Les résultats illustrés dans la figure N°15 montrent une prédominance dans la
population de sexe masculin avec un pourcentage de (62.99%) contre (33.07%) pour le sexe
féminin avec un sexe ratio (M/F) de 1.90 ce qui confirme avec les résultats d’autres travaux,
comme ceux de (Rouillon et al., 1996; Murray et al., 1990; Rieder et al., 1990; Weiss et
al., 2008; Neyrolles and Quintana-Murci, 2009). Dans les études d’Antoine et al.(2007) et
Kolappan et al.(2006), 60% des cas déclarés de tuberculose ont été enregistrés chez le sexe

masculin.

Trois hypothéses pourraient expliquer cette prédominance masculine :

% les comportements a risque sont beaucoup plus fréquents chez I’homme (tabagisme,
alcoolisme).

¢ Les travaux physiques intenses malgré I’insuffisance alimentaire.

% une forte incidence en milieu carcéral constitue un facteur important dans la mesure ou
la plupart des détenus sont des hommes (Holmes et al., 1998 ; Benhabyles et
al.,2006; Thorson, 2007 ; Adnaoui et al., 2009 ; Touré et al., 2010 ; Abdallah et
al., 2011).

La tranche d’age de 21-45 ans etait la plus représentée avec 39,37% des cas. Ces
résultats concordent avec ceux d’autres études, telle que 1’étude de Kolappan et al.(2006) en

Inde ou 68% des cas sont des adultes jeunes.

Selon Dominique L.(2007), dans son article portant sur la résistance de
Mycobacterium tuberculosis, la tuberculose touche en priorité 75% des patients dont 1’age est

compris entre 15-45ans. Ce constat est lié a une forte activité chez ces patients
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(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 et al.,
1993 ; Gagniére et al., 2011 ; Che et al.,2011).

Chez les patients agés de 60 ans ou plus, 22.05% ont été diagnostiqués positifs. Ces
sujets représentent un groupe vulnérable et a risque a toutes les infections. Ce qui est di d’une
part a I’age avancé et d’autre part aux facteurs de comorbidités, qui s’expliquent 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 ;Touré et al., 2010).

En général, la présence d’une affection associée, favorisant le développement d’une
tuberculose active est responsable de la réduction du taux de guérison, et cause une
augmentation du taux de déces et du risque de rechute. C’est le cas chez les patients atteints

de diabete (Baker et al., 2011).

Kim et al. 2008 ont montrés que 1’affaiblissement local ou systémique du systéme
immunitaire causé par le cancer et par les chimiothérapies anticancéreuses augmente
également le risque de développer une tuberculose.

Les résultat obtenus sont accord avec ceux rapporter dans les travaux de Zumla et
al.(2013) qui ont montrés que les formes d’immunodépression, malnutrition, diabéte sucré

sont des facteurs favorisants le développement d’une tuberculose.
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Conclusion

La tuberculose est une maladie contagieuse, inoculable et curable due a une
mycobactérie (Mycobactérium tuberculosis) ou bacille de koch. Elle demeure un probleme de

santé dans le monde, surtout avec 1’apparition de I’infection au VIH/SIDA.

Malgré I’existence d’un programme de lutte antituberculeuse, la tuberculose constitue
encore un sérieux probleme de santé publique courant dans les pays en voie de

développement et notamment en Algérie.

Apres I’examen des crachats, les résultats montrent une prédominance masculine de
62,99%. Cette prédominance masculine est due a la pauvreté de la plupart des gens, a
I’alcoolo-tabagisme qui diminue I’état immunitaire, au mauvais suivi des traitements, aux
travaux physiques intenses et surtout a la forte incidence en milieu carcéral constituant un

facteur important dans la mesure ou la plupart des détenus sont des hommes.

Au cours de cette étude au niveau du laboratoire de biologie médicale SAYEH de
Bouira, sur les 127 des patients, nous avons 87 des patients suivis a une ou plusieurs maladies
associees, par contre 40 cas qui ne présente aucune pathologie. Parmi les 87 patients soufrant
de ces maladies, les diabétiques représentent environ 40.15%. Les maladies du dialyse
péritonéale représente 11.02%, 1’hépatite B représente 3.93% et I’anémié représente 13 .38%
des cas, le diabete reste un facteur de risque important dans le développement d’une

tuberculose active comme nous 1’avons constaté dans cette étude.

En conclusion, il est impératif de renforcer le programme antituberculeux et la
stratégie du Traitement Court Directement Observé (DOTS) pour baisser de fagon
significative 1’incidence de la tuberculose. Une collaboration multisectorielle est necessaire

pour que la lutte contre cette maladie soit efficace.

Cependant, une suite de ces travaux est indispensable afin d’avoir une idée compléte et
généralisée sur cette maladie. Elle passe par I’inclusion d’un plus grand nombre de patients a
diagnostiquer, pour pouvoir estimer I’incidence de la tuberculose dans cette région, étudier
plusieurs facteurs épidémiologiques et démographiques, et suivre 1’influence des patients

atteints sur leurs entourages.
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Annexe N°I :

% Coloration de ZIEHL NEELSEN :

e Lafuchsine de ziehl

Fuchsine basique ...........cooviiiiiiiiiii e, 10mg
Alcool a 75 100ml
Phénolaqueux ........ccooeiiiiiiiiiiii i 55ml
Eaudistillée ... .1000m1

e Solution aqueuse d’acide sulfurique a 25 %
Eau, distillée si possible..... 300 ml
Acide sulfurique,concentrét .........coeveevnenne. 100 ml
Placer 300 m1 d’eau dans un flacon d’un litre du type Erlenmeyer. Ajouter lentement
100 ml d’acide sulfurique concentré en le laissant couler le long de la paroi du flacon. Le
mélange va chauffer. Ne jamais mettre ’eau dans I’acide sulfurique concentré ; ceci peut

provoquer des éclaboussures explosives.

e Bleu de méthylene phéniqué

Bleu de mEthyl@ne. ......c.coveiiieiie i 209
AlCoOl EthyIQUE 75 .. e 100ml
Phénol aqueuX......o.viiii i e 22 ml
Eau distillée. ..o 1000 ml

e Phénol aqueux ou acide phéniqué aqueux
Phénol cristalliS€. ... ...ooouiini i 1 kg
Eau distillée. ... 100 ml
% Coloration a ’Auramine
v' Technique de coloration :
* Fixer les frottis a I’alcool ou a la chaleur
* Recouvrir a I’auramine pendant 20 mn
* Laver a I’eau
* Décolorer a I’alcool-acide pendant 10 mn
* Laver a I’eau

* Recolorer au rouge thiazine pendant 5 mn
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* Laver a I’eau
* Sécher les lames.
v Réactifs :
» Solution 1 :
N L 23003141 lg
Eau distill€e. ... e 500 ml
» Solution 2 :

Chlorure demagnesiUmm. ... ....ouuietteitt et et e eee e aneenss 2g
Phénol aquetX. ... .o e 50 ml
Eau distill€e. . ..ot e 500 ml

» Solution de décoloration (alcool-acide)

AICOOL A 75, e 1000 ml
HCIconeentre. ... ..o Sml
NG L 5g

» Solution de contre colorant le rouge thiazine
Rouge thiazine......... ..ot e, lg
Chlorure de magnésium...........oouiiuiiiiiii i 2g
Phénol aqUeUX......oiuiieit it 50 ml
Eau distillée. .....ouoeii 1000 ml

» Phénol aqueux
Phénol cristallis€. . .......o.oiiiiii i 1 kg
Eau distillée. ... ..o 100 ml.

v Observation des lames :
Les lames sont observées au microscope a fluorescence avec un objectif a sec a faible
grossissement X 25 ou x 40. Ce microscope est muni d’une lampe a ultraviolet qui permet de
visualiser les bacilles fluorescents. Ceux-ci sont bien visibles sous forme de batonnets jaune-

vert fluorescents sur un fond rouge.
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« Le milieu de culture lowenstein-Jensen

v Ingrédients:

Milieu Lowenstein base .........ooovvviviiiiiiiiiii i 7,2g
Eau distillée q.8.p...vveneiie e 600ml
OFULS @NIETS. ..t 100ml

v' Composition du milieu de base (37g dans 600ml d’eau distillée)

Bacto ASparagine...........oeoiuiiniiiiiii i 3,6g
Mono Potassium Phosphate..................oooi 24¢g
Magnesium Sulfate..............ooiii 0,24¢g
Magnesium CIrate. ... ....o.evuiiiiiti i, 0,6g
Potato FIour. .. ..o 30g
Malachite GIeen.........ovuiiniiiiit i 0,4g

v' Préparation:

Le milieu de base est suspendu dans 1’eau distillée dans un erlenmeyer propre. La suspension
est agitée, chauffée jusqu’a dissolution compléte, stérilisée a I’autoclave pendant 15-20
minutes a 120°C, puis refroidie a 56°C. Les oeufs sont lavés a I’eau du robinet, séchés par un
linge propre puis désinfectés avec de I’alcool puis du lugol. Le contenu des oeufs est ensuite
récupéré d’une maniere aseptique dans un erlenmeyer stérile puis homogénéisé par agitation
magnétique. Une quantité de 100ml de cette préparation est ajoutée a la solution de base,
stérile, puis le tout est bien homogénéisé avant la distribution dans des tubes a vis. Ces
derniers sont ensuite incubés en position inclinée dans un four pasteur préchauffé a 100°C
pendant 1 heure, afin de solidifier le milieu par coagulation. Les

tubes sont ensuite refroidis doucement avant de les incuber (toujours en position inclinée) a

37°C pendant 24-48 heures, pour éliminer I’excés de buée et tester la stérilité du milieu.
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Annexe N°II.

%+ Mode de recueil des expectorations :
Les échantillons d’expectoration devraient étre prélevés a I’air libre, a I’abri des regards et
aussi loin que possible d’autres personnes. A défaut, ’on devrait utiliser un local séparé et
bien ventilé. L’agent de santé C’est au moment ou les sujets suspects de tuberculose toussent
que le risque de chargé du recueil de I’expectoration devrait rassurer les sujets suspects de
tuberculose en leur expliquant les raisons de I’examen et leur donner des indications sur la
maniere de tousser qui permet de produire une expectoration provenant de la profondeur du
thorax. Avant de refermer le crachoir, I’agent de santé devrait s’assurer que le volume
de,I’échantillon est suffisant (2 ml au moins) et qu’il contient pas de la salive mais des
produits visqueux ou purulents dont la présence augmente la sensibilité de la détection des
bacilles par la microscopie. Toutefois, méme si le prélevement parait salivaire, ou, comme
cela se produit fréguemment dans les échantillons « sur place », si les volumes sont inférieurs
a 2 ml, il faut néanmoins examiner 1’échantillon car il est parfois susceptible de donner des
résultats positifs.

s Technique de centrifugation en cas de tubage gastrique et aspiration

bronchique :

L’expectoration est mise dans un tube de centrifugation, auquel sont ajoutés deux volumes
d’hydroxyde de Sodium a 4%. Aprés 15 minutes d’agitation , le tube est centrifugé a 3000
tr/min pendant 15 minutes. Le surnagent est éliminé et le culot est lavé a 1’eau distillée stérile.
Le tube est centrifugé une seconde fois pendant 15 minutes a 3000 tr/min, le culot est ensuite
mis en suspension dans 2ml d’eau distillée stérile. Un frottis est réalisé et coloré par la
méthode de Ziehl-Neelsen afin de veérifier que I’on est bien en présence de mycobactéries. Les
préparations sont ensemenceées sur milieu Lowenstein-Jensen .
Annexe N°I1 :

% Vaccination BCG :

v Bénéfices :

» Pouvoir protecteur elevée chez les nouveau-né 75-80% .

» 65% d’efficacité chez ’adolescent et I’adulte.Une longue durée de protection

10 & 15 ans.
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Bénéfice individuel et non collectif .

v Risque:

VvV V.V V V V VY

Complication locales et loco-régionales :

Cicatrice au point d’injection

Abcés

Une adenite de taille supérieure & 1 cm de diametre

Une ulcération avec suppuration au site de I’injection

Evolution des ulcérations locales chez les sujets immunocompétents
Réaction systématique incluant:la fievre,des céphalées,des
allérgiques,des ostéites.

Les mésures préventive :

Les principes suivants doivent étre observes:

» Dépistage précoce et traitement de la tuberculose:

réaction

v 1l est prouve qu’un dépistage précoce et un traitement adéquat immédiat

constituent la mesure préventive la plus importante.

» Isolement des patients contagieux:

Les patients suspects de tuberculose infectieuse, de méme que ceux présentant

au microscope des bactéries tuberculeuses dans leurs expectorations doivent

étre immédiatement isoles.

» Instruction et formation continue du personnel :

L’instruction et la formation continue des employés sur le risque et la

prévention de la tuberculose dans le cadre professionnel sont un élément

important pour interrompre la chaine de transmission.



Résumé

Cette étude consiste a suivre le diagnostic de la tuberculose pulmonaire par
bacilloscopie et culture et 1’étude des facteurs de risques associe aux déférentes formes de la
tuberculose pulmonaire a été également abordée chez les patients adresses au laboratoire des
analyses médicales Dr SAYAH de Bouira par différents centres de soin externes et médecines
privés. 260 patients diagnostiqué ont éte testés par bacilloscopie et par culture pendant 2 mois,
en utilisant la coloration de Ziehl Neelsen qui permet de metre en évidence le nombre des
BAAR a I’aide d’un microscope et une culture M. tuberculosis isolées a partir des crachats sur
Lowenstein-Jensen et afin de déterminer les facteurs de risque.

Au cours de cette étude, 134 cas étaient diagnostiqués positifs pour la tuberculose
pulmonaire, ce qui donne un taux de 51,53%. Sur ce total ,127 cas proviennent des résultats
de la Bacilloscopie en fonction du nombre de BAAR observés avec un taux de 48.84% et 07
cas proviennent des résultats de la recherche des mycobactéries par culture sur gélose
Lwenstein- Jensen, aprés avoir fait une culture sur 56 prélevements négatives, avec un taux
de 12.5%.

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: M. tuberculosis, tuberculose pulmonaire, bacilloscopie, Ziehl Nielsen, culture
sur Lowenstein-Jensen.

Abstract

This study consists in following the diagnosis of pulmonary tuberculosis by
bacilloscopy and culture and the study of the risk factors associated with the different forms
of pulmonary tuberculosis was also addressed in patients referred to to the medical analysis
laboratory Dr SAYAH from Bouira by different external care centers and private medicines.
260 patients diagnosed were tested by bacilloscopy and by culture for 2 months, using Ziehl
Neelsen staining which allows to meter the number of BAAR using a microscopic and a M.
tuberculosis culture isolated from the spitting on Lowenstein-Jensen and to determine risk
factors.

In this study, 134 cases were diagnosed as positive for pulmonary tuberculosis which
gives a rate of 51, 53%. Of this total, 127 cases are from the results of Bacilloscopy as a
function of the number of BAAR observed with a rate of 48.84% and 07 cases come from the
results of the research of mycobacteria by culture on Lwenstein-Jensen agar, after having
made a culture on 56 samples negative, with a rate of 12.5%.

The results obtained in this study revealed that bacilloscopy alone is crucial in the
diagnosis of pulmonary tuberculosis, without any additional tests.

Key words: M. tuberculosis, pulmonary tuberculosis, bacilloscopy, Ziehl Nielsen,
Lowenstein-Jensen culture.



