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Introduction
La tuberculose est une maladie infectieuse, contagieuse et demeure un probléme de santé
publique. ¢’est I'une des maladies, dues & un agent infectieux unique, les plus meurtridres au

monde, elle se situe en seconde position juste aprés le VIH/sida.

Selon I"organisation mondiale de la santé OMS, chague année, '$ a 10 millions de riouveaux
cas de tuberculose sont déclarés dans le monde et 2 millions de personnes en meurent.

La stratégie Halte a la tuberculose du Programme National de Lutte contre la Tuberculose
(PNLT) vise & assurer le diagnostic par un examen bactériologique de qualité garantie, réduire
les sources de contamination par le dépistage des malades contagieux et leur traltement selon

un protocole de courte durée sous contrdle direct (DOTS). (1)

Le diagnostic hactériologique de la tuberculose repose dans une large mesure sur l'examen
microscopique direct des frottis d'expectaration aprés coloration selon Ziehl-Neelsen (ZIN).
Cette méthode est rapide et spéeifique mais sa sensibilité n'est pas optimale lorsqu'elle est
utilisée dans les programmes antituberculeux, mais comme elle est susceptible de
dingnostiquer In plupart des paticnta contagicus, I'OMS$ la recommande néanmaing pow le
depistage des patients dont Ia toux dure plus de deux semaines pour déceler la tuberculose.

(Angeby et al., 2004)

Les ‘cultures mycobaciériennes sur miligux solides soni sensibles et spécifiques. mais elles

demandent des semaines et exigent des laboratoires dont la sécurité atieint le niveau 111,

De nouvelles techniques moléeulaires bien que rapides, sont trop coilitenses pour étre utilisées

en routine dans les contextes o suryiennent la plupart des eas de tuberculose.

L'examen microscopigue a évidemment de nombreux avantages en ¢e qui concerne la rapidité
et la faisabilite et si sa sensibilité pouvail Swre améliorée, il pourrait devenir un outil encore
plus valable pour les Programmes Nationaux de lutte contre la Tuberculose (PNLT) dans le

monde entier,

Au cours de la derniére décennie, de nombreux chercheurs ont suggéré qu'il est possible
d'améliorer significativement les performances de l'examen microscopique des fiottis
d'expectoration si celle-¢i est traitée sdvec un réactif chimique.

Le procédé le plus largement étudié est Ia liquéfaction de l'expectoration par I'hypochlorite de
sodium (NaOCI) habituellement connu sous le nom d'sau de Javel, (Bonnet ef al., 2010)..

_e—-—G d . s e —_.-.—"-——_
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Dang cette €tude nous allons essayer d’évaluer I'amélioration induite par la solution
d"hypechlorite de sodium (NaOCl) 3,94% sur la densité bacillaire 4 I"examen microscopique
direct des frottis d’expectoration pulmonaire. Egalement, nous allons déterminer la situation
épidémiologique de la tuberculose pulmonaire & microscopie positive TPM+ dans ia région de

Guelma.

Page 2
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Chapitre I : Généralité sur la tuberculose

1.1 Définition
La tubereulose est une maladie infectieuse causée par une mycobactérie. L agent causal de la
Tuberculose humaine est, en général, Mycobacterium tuberculosis, égalemen appelé BK pour

« Bacille de Koch » ( Enarson ef al., 2000).

1.2 Historigue.
Le caractére microbien de la tuberculose a ét¢ soupgonné dés 1865 par Villemin en inoculant
des broyats de I&sion tuberculeuses. celui-ci reproduit chez le lapin et le cobaye une maladie
identique a la phtisie humaine.

= Ep 1873: le médecin Norvégien G. Armani Hansen découvrit que lépre était
causée par un bacille fiy.

e [En 1882: Rohert Koch déconvrit le bacille de Koch BK Mycobactérium
tuberculosis (Crofton ef al,, 2001).

» [in 1883: Ziehl et Neelsen mettent au point la coloration du bacille iubereuleux par
la fuchsine phéniquée. Cette coloration du B.K résiste i la décoloration par I"acide
el I"alcool.

o En 1889: les travaux de Rivolta, puis de Maffuci en 1890, conduiseni
différencier le bacille aviaire du bacille humain.

* En I1891: Koch décrit le phénomeéne immunologique de Koch et prépare la
premiere tuberguline.

*  En 1902: Découverte du M. bovis, agent de la tuberculose bovine.

= Entre 1908 ef 1920: Calmette et Guérin mettent au point an vacein qui porte leurs
noms le bacille de Calmette et Guériu BCG et qui étail employer pour la premiére
fois en 1921.

e [En 1949: Découverte de ["acvide para-amino-salicylique PAS.

»  EN 1952: Découverte de I"isoniazide H.

¢ En 1961: Découverte de | éthionanride EM et de I"éthambutol E.

= EN 1966: P.Sensi et N.Maggi découvrent la rifampicine 3 partir d une préparation
semi-synthétique d’une streplomiyees.

* En 1968: Déconverte dé mycobactérium afiicanum (Grosset ,1998).

Page 3
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Chapitre | : Généralité sur la tuberculose.

1.3 Epidémiologie descriptive

3.1 La tuberculose dans le monde en 'an 2009

La tubercilose représente un probléme de santé mondiale majeur. Chaque année, on compie
environ O millions de nouveaux cas de tuberculose et prés de 2 millions de personnes meurent
de cette maladie. Tous les pays sont touchés, mais la plupart des cas (85 %) se produisent en
Afrique (30 %) et en Asie (53 %), I'Inde et la Chine comptant a elles seules 35 % de
[ensemble des cas (Figure 1, Figure 2, Tableau 1). [y a 22 pays(l’Afghanistan, I Afrique
du Sud. le Bangladesh, le Brésil. le Cambodge. la Chine, 'Ethiopie, la Fédération de Russie,
I'Inde. I'Indonésie, le Kenya, ie Mozambique. le Myanmar, le Nigeria, I’Ounganda, le
Pakistan, les Philippines, la République démocratique du Congo, la République-Unie de
Tanzanie. la Thailande, l&¢ Viet Nam et le Zimbabwe) parmi les plus touchés qui comptent
prés de 80 % des cas de tuberculose du monde et dans lesquels la lutte contre la tihereulose a
fecu une atention particuliére depuis I"an 2000. Le nombre absolu de cas augmente lentement
dans le monde, méme si le nombre de cas par habitant (exprimé en général en nombre de cas
pour [00 000 habitants) diminue d’environ 1 % par an.

La wberculose represente la buitieme grande cause de deces dans les pays 4 revenu [aible el
intermédiaire (la septidme chez les hommes et la neuvieme chez les femmes) ; chez les

adultes agés de 15 & 59 ans, ¢lle représente la troisieme cause de déces, apreés le VIH/ sida et

la'cardiopathie ischémigue.

La grande majorité des cas de mbercilose et de décés dus a cette maladie surviennent dans
des pays pauvres, et les plus pauvres parmi les pauvres sonl ceUx gui sont le plus durement
totichés dans tous les pays. On 'explique par un accés aux soins plus restreint, une plus
grande exposition & des conditions de vie ef de travail insalubres, et dans des environnements
surpeuplés, ainsi que par la malnutrition, I"infection a VIH, le diabéte; le tabagisme el ["abus

d alcoo! et de drogues, ainsi que d autres factenrs de risque de contracter la tuberculose.

On estime que les VIH-positifs représentent entre 11 et 13% de l'ensemble des nouveaux cas

de TB, la région africaine comptant pour environ 80% de ces cas (2).

Page 4
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Figure 2: Cas de tuberculose par région OMS, 2009 (2).
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Tablean 1: Estimations de I'in

Chapitre [ : Généralité sur la tuberculose

cidence, de la prévalence et de fa mortalité de la tuberculose en

1*an 2009 (3).
Ingidenca? Prévalence 2 Mortalité {hors VIR)

Région de Mombre % du tofal Pour  Nombre Pour  Nombre Four
I'OmS enmiliers  mandial 100000 en milisrs 100 000 en milligrs 100 00D

habitants labitants habitants
Afriqus 2800 30% 340 3-900 450 430 50
Amérigues 270 2.3% 29 350 a7 20 24
Maditerranés 660 71% 110 1000 180 99 18
onentals
Eurgpe 420 4 5% 47 360 63 B2 7
Asie du 3 300 35% 180 4800 280 430 ¥
Sud-Est
Panifique 1900 2% 10 2900 160 240 13
oceidental
Ensemble du 9400 100% 140 14 000 164 1300 19

monde

"Incidence: nouveaux cas sunvenant pendant une pénode déterminge
*Prévalence nembre de cas existant dans 15 populétion & un moment détermins.

L.3.2 La tuberculose en Algérie en Pan 2010

Le programme national de lutte contre la tuberculose constitue la réponse de I"état Al_géricn. a
i"endémie tuberculeuse dans le pays. En effet, dés I'indépendance, les pouvoirs publics ont
mis ceuvre des stratégies afin de combattre co fléau.

Cependant, avec les années 90, les résultats de cette litte semblent hypothéqué par tons les
problémes qu'a vécu le programme et les pays en général au cours de cette période

(Figure 3).

Le programme nationale a pour objeetif pour la période 2006-2015 : Stopper I'augmentation

de ["incidence de [a tubercilose et commencer & Ia réduire dans tons les secteurs sanitaires du

pays il sera done nécessaire de -

¢ Stabiliser I"incidence annuelle de |a tuberculose pulmonaire positive 2 25 cas pour
100 000 habitanis (Tableau 2),
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« Maintenir & moins de 5% la prévalence de la résistance et 3 moins de 2% la mulri
régistance.

» Maintenir & moins de 10% de |"¢nsemble des cas déclarés annuellemenit la proportion
des eas de tuberculose chez | enfant de moins de 15ans.

% Les composantes de Ia stratégie de lutte antituberculeuse

e La couverture vaccinale des nouyeaux nés par le BCG 4 plus de 95%.

e La détection d’au moins de 90% des nouveaux cas de tubercuiose pulmonaire
contagiense estimés.

+ Le waitfemenl avec succes au moins de 90% de ces cas (4).

Tableau 2: Incidence de Ta nibereulose en Algérie, 2001-2010 (faux pour 100 000) (4).

Tncidences
Années TPM+ TEP TR
2001 26,2 26.9 60,1
2002 26.9 28.1 60,9
2003 27.3 28,7 62,8
2004 26,0 29.7 63.2
2005 26.6 31.3 65,5
2006 26.2 31,4 65.2
2007 25.8 31.4 63,3
2008 25,2 28,2 58.6
2009 245 32,4 63,3
2010 23,1 32,7 60,7
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Figuve 3 1 Incidence de la tuberculose de 1962 2 2010 (4),

% Wilayas a forte incidence en Algérie

ORAN :124,1.
TINDOUF : 123.1.
MOSTAGANEM #1111,
BLIDA : [08.1.
MASCARA : 92,5.
ATEMOUCHENT : 92,3.
RELIZANE - 91,5
CHLEF : 89.1.

ANNABA 82,2 (4).
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I1.1 Les mycobactéries

[1.1.1 Taxonomie et elassification
Les mycobaciéries font partie de I'ordre des Actinomyeétales, famille des mycobactériaceae
avec un senl genre Mycobacteritin.
Les mycobactéries peuvent éire classées en trois groupes différents:
1°groupe: les mycobactéries responsables de tuberculose maladie ransmissible. Ces
bactéries appartiennent au complexe tmberculosis.
%  Mycobacterium tuberculosis appelé aussi bacille tuberculeuy ou bacille de
Koch (B.K). il est responsable de la majorité des tuberculoses humaines en
Algérie.
<* Mpycobacterinm bovis responsable des tuberculoses bovines, mais ["homme
peut etre contaming accidentellement.
< Mycobaclerium africapum responsable de tuberculose en Afrique centrale et
occidentale ; il i'a jamais été isolé en Algérie.
2%roupe: les mycobactéries responsables de mycobactérioses maladie non
transmissible  appelées mycobactéries de Penvironnmement; myeobaciéries
opportunisies ou myocobactéries atypiques. Dans ce groupes, on retrouve une centaine
d'es'péce el que:
< Mycobaeterivmn  avium soovent responsable de  mycobactériose chez
I"immunodéprimé (SIDA).
% Mycobacterium fortuiiwm
% Mycobacterivin gordonag
3Cgroupe: mycobactéries responsables de Iépre:
% Mycobacterium leprae ou bacille de Hansen qui est un bacille non cultivable
in-vitro, responsable de la lépre chez | homme.
<+ Mycobacteriom leprae muriurn responsable de la l&pre chez la souris (Figure
4) (Mathys, 2010).

_ e
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DDmJ]I\P Bﬂtmrm
,
. . =
Classe Actinobacteria
— r —
Ordre Actinomycetales
' L 1
Famille Mycobacterfaceae
Genre Mycobacterlum
Fspoce -
p e
‘ = : | P
Complexe M tubercalosis Mycobactéries atgpiques | | Mycobactérles non cullvables
____ — 1 __
mycobactéries tuberculeuses) (mycobactéries M leprae
non tuberculeuses) M lepracmurium

M tuberrulosss. M aFicaniam
M bovis, M microti
M caprae, M pinipadi
- M canet

M. avium-intracellulare
M maringm, M. kansasii
M senopi......

=

Figure 4 : Taxonomie des mycobactéries (Mathrys, 2010).

.—%_7_—__
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Chapitre Il : Agent causal de la tuberculose

37°C. Strictement aérabie, la température optimale de croissance est comprise entre 35° i
37°C. Au dessous de 30°C et au dessus de-41°C la croissance est otalement inhibée,
Le pH des milieux de culture peut étve compris entre 6 et &, avec optimum légérement au

dessous de la neutralisation sait entre 6,7 et 6,9 (Nouvel, 2005).

Figure 6 : Photo de la cojonie de BK sur milien de Lowenstein Jensen.(5)

+  Composition de la paroi
Le squelette de base de la paroi ést pepﬁdo.glyc-ane? q‘_u"i est constitué par un enchainement
répétitif de deux molécules la N-acetyl-glycesamine el I*acide N-glycosyl-muramique.
Sur celui-¢l est attaché de fagon covalente I"arabinogalactane gui est un hétéropalyoside,
Sur cette moléeiile sont fixés les acides mycoliques, se sonl des acides gras de C76 a4 C90
atomes de carbone.
Les acides mycoliques seraient responsables de I'acido-alcoolo-résistance des mycobactéries.
D’autre moléeules riches en lipides sont associées aux acides mycoliques et forment une
seconde conchie lipidigue et des protéines couche externe.
Au sein de cet ensemble complexe se frouvent des protéines et des peptides qui ont des
activités antigéniques ou physiologiques diverses « tuberculines mycobactéries» (Figure 7)
{(Mathys, 2010).

“
- Page 12
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capsnle
(ipalyosidious 91

couche extamme
(phespholipides - groténes)

- % acides mycolinues

arabinsgalzciane

Figure 7: La parci eellulaire de M.tubercuosis (6).
b) Caraetéres biochimiques
Les caractéres biochimiques gardent toute lear imporiance dans I'identification des espéces
des mycobactéries.
Les principaux caractéres biochimiques wilisés dans 1'identification sont portés sur le
(Tablonu 3) (Mouvel ,2008).

Tableau 3 : Test d"identification des mycobactéries.

Caractéres M.tuberculosis M.bovis M.atypiques
biochimigues

Catalase 20° + + +
Catalase 68°¢ - - +
Nitrate réduciase + - =
Niacine + - +-
TCH + “ 4

PNB - - +

PAS - + +

Présence(+), Absence(-), Variabilité(+/-).
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¢) Caractéres génétiques
Le génome de M ruberculosis (souche de référence H37Rv) a été entiérement séquencé et
annoté. L7analyse a débuté ¢n 1992 ef §"est terminée en 1998 .Elle a été
réalisée suite 4 une collaboration entre [“Institut Pasteur de Paris et le Centre Sanger.
Le but étajit de fournir des ‘données utiles pour ume meilleure compréhension de la
physiopathologie de la bactérie permettant d'envisager I'identification de cibles pour la mise
au point de nouveaux traitements et/ou vaceins.
Le génome de M. tuberculosis H37Rv consiste en un chromosome ¢irculdire de 4.411.529
paires de bases contenant environ 4000 génes.."analyse de la séquence génomique a permis
de mettre en évidence des particularités propres a M. tubereulosis. Ainsi, on ohserve que
I'ADN présente une teneur élevée en guanine et cytosine (63.6% de GC) et qu'une grande
partie des génes (6% du génome) semblent coder pour des enzymes impliquées dans [a

synthese et la dégradation des lipides (Mathys, 2010).

d) Résistance aux agents phiysigues et chimigues
M.tuberculosis est trés sensible a la chaleur. aux rayons ultra-violets et aux rayons X. Fn
revanche. il résiste au froid et 4 la dessiceation. La lyophilisation est d'ailleurs un excellent
moyen de conservation.
Détruit par I'aleool en 5 minutes, M.tuberculosis résiste plus que les autres bactéries aux

acides dilués, aux antiseptiques et aux détergents (7).

%
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Chapitre 111 : L’infection tuberculeuse
e e R e ———————————e

II1.1 Transmission et développement de la maladie

La tuberculose se transmel généralement par vole aérienne. le malade, atteint par une
tuberculose pulmonaire en phase active, émet dans I"air de fines gouttelettes (1 a 5 pm)
chargées de quelques baciéries, notamment lorsqu’i) tousse, parle ou étermue. C’est par
I'inhalation de ces gouttelettes en suspension dans 'air qu'in individu sain se contamine

(Figure 8).

Figure 8 : La contamination par voie aérienne (8).

Les lienx de promiscuité importante (prisons, mines, manufactures,...) favorisent la
contamination qui est proportionnelle au confinement de 1"air.

Une contamination peuf également avoir lieu suite 4 la formation d'aérosols lors de la
manipulation de lésions tuberculeuses ou d’objets souillés dans les hdpitaux st Jaboratoires.
Dans la majorité des cas, les bacilles tubergnleux sont arrétés au niveau du nez. des bronches
et bronchioles: Ils sont alors entrainés par le mucus vers le pharynx puis déglutis et détruits

par Pacidité de |'estomac (Mathys, 2010).

1.2 Primo-infection
Dans la minorite des cas, les bacilles atteignent les alvéoles pulmonaires (Figure 9). L4, ils
entrent en contact avec les macrophages alvéolaires qui, en général, les phagocytent, les
dégradent et les éliminent. Cependant. si les défenses immunitaires innées de I"individu sont
réduites, si I'infection est importante (charge bactérienne élevée) ou si |a bactérie esi
fortement virulente. il amrive que des bacilles survivent dans les macrophages et 'y
multiplient. Les macrophages colonisés finissent par éclater et libérer in grand nombre de

bacilles capables d'infecter, 4 leur tour, d*autres macrophages. Ainsi, un foyer infectieux se

_————————
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développe au niveau du poumon et provoque la formadon dune lésion ou « chancre
dinoculation ».

Le corps de la personne infectée réagit a cette ¢ primo-infection » par le développement
d"une réponse immunitaire cellulaire et la formation d’un granulome constitué principalement
de macrophages infectés et de cellules T.

Dans 90% des cas. la maladie ne se développe pas. Le granulome se calcifie et lgs bacilles
emprisonnés restent sous controle & 1*éiat quiescent, on parle d* « infeetion tuberculeuse
latente (ITL) ». Ces patients ne sont pas contagiéux. Chez la plupart des individus. la « primo-
infection » passe inapergue. On peutr cependant, parfois. observer de la fiévre, une
adenopathie, une perte d*appétit..... La primo-infection peut étre mise en évidence chez un
p}itiéni grﬁce au test d’hypersensibilité retardée (intradermoréaction a la ruberculing)

(Mathys, 2010).

Veine pulmonairsa —
Artéra pulimonaire —

Bronchiole

Bronchiole terminale

Branchlole raspiratoire
L _—— Capillaires

Te e

Figure 9: Localisation des alvéoles dans le poumon(9).
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%
I11.3 Tuberculose maladie

Toutes les personnes infectées par le bacille de Kokh ne développent pas la maladie. seulss 5

a 10% d’entre elles feront une tuberculose. Les bacilles peuvent rester dans I"organisme &

I"état « dormant » pendant des années. Parfois la maladie est déclenchée par surinfection avee

une nouvelle souche de bacille tubéreuleux :c’est la tuberculose par surinfection.

Chez certains malades, au niveau pulnionaire, ces bacilles quiescents vont se réveiller, ¢est la

tubercnlose par réactivation endogéne : le caséum du follicule se ramollit, sous [*action de

facteurs inconnus provoquant une réaction cellulaire exagérée. créant Ja caverne par

gvacuation du conlenu liquide dans le poumon.

Les lymphocytes tueurs activés favorisent la destruction des macrophages infectés et

accentuent la 1aille des cavernes. Les bacilles. retrouvant une bonne oxygénation se

multiplient activement et en dehors des cellules.

La guérison est rare 4 ce stade (1/3 des eas ou il'y a guérison ou stabilisation) o1 Je malade esl

extrémement infectieux. Chez le 1/3. des malades, Ja mort survient en quelques années, et le

dernier tiers en 103 15 ans.

L immunodépression, ef en particulier le SIDA., est in factenr déclenchant et aggravant.

Chez les sidéens, "absence de rédction lymphocyiaire T empéche la formation du granuloine

el limite "activation des macrophages provoquant une dissémination importante du bacille

(Nonvel, 2005).
I0.3.1 Les différents types de la tuberculose

111.3.1.1 La tuberculose pulmonaire

le poumon est la localisation la plus fréquente de la tuberculose puisqu'il représente 80% des
cas . Les lésions siégent préférentiellement dans les zones apicales et postérieures

Segment dorsal et apical du lobe supérieur et du culmen, segment apical des lobes inférieurs.
Elles se présentent sous forme de nadules plus ou moins confluente, d’infiltrats, de cavernes
(Figure 10).

Les signes cliniques de la tuberculose pulmonaire :

» Toux persistante avee des expectorations parfois accompagnées de sang.
. Douleur thoracique ei des symptdmes plus généraux comme fidvre.

. Sudation nocturne.

. Fatigue.

° Perte d'appétit, et amaigrissement.(Dooley et al.. [997),

%
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Figure 10: Caverne tuberculeuse (10).

[11.3.1.2 Autre formes de tuberculose pulmonaires

a) La bronche-pneumenie tuberculense

Se définil par un ensemencement bronchique bronchogéne diffus réalisani des foyers
tuberculeux mulliples disséminés dans les deux ¢hamps pulmonaires. Clest le classique
«phtisic galopanie », évoluant spontanément vers la mort en quelques semaines. Elle
s‘observe chez I'adulte jeune, plus fréquemment chez I'alcoolique, et d'une fagen plus

générale chez des sujets aux conditions sociales précaires.

b) Lia tuberculose miliaire

Ou granulie, est la forme la plus fréquemment observée de tuberculose aigue. elle est
caractérisée par des lésions tuberculeuses de petite taille (d"un grain de mil) (Figure 11) dans
la diffusion est extrémement importante. atteignanl non seulement les deux poumons, mais
encore tous leés principaux viseéres.

C’est I'exanien radiologique qui permet le diagnostic en révélant une image caractéristique -
semis de fines opacités de 14 3mm de diamétre a contours nets, disséminées dans les deux

champs pulmenaires (Domart et al., 1981).

%
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Figure 11 : La wiberculose miliaire : Dissémination réguliére des petites lésions blanchitres

de méme 1aille (11).

T11.3.1.2 Tuberenlose extra-pulmonaire

La tuberculose pulmonaire {ou phtisie) est la forme la plus communeé de la tuberculose (85%)
des cas), cependani les bacilles tuberculeux peuvent, plus rarement. étre transporiés dans tout
I"organisme, via les systémes lymphatique et sanguin, créer de nouveaux fovers infecticux e
provoquer une tuberculose extra-pulmonaire (15% des cas).

Les bacilles penvent infecter différents organes du corps iels que les os, les reins. les
ganglions lymphatique, les méninges, IMintestin, la pean la plévre etc. ..

Lorsque la tuberculose est extra-pulmonaire, les symptomes peuvent varier en fonction de la
région corporelle atteinte et la radiographie pulmonaire, réalisée habituellement suite & Ia
détection d'une IDR (Intradermoréaction @ la fuberculine.) positive, nlapporte avcune
information complémentaire dans ce cas.

La [orme extra-pulmonaire est plus fréguemmenr observée chez les patients séro-positifs
(VIH positifs) dont le systéme immunitaive ne peut contréler I"infection.

Non waitée, la tubereulose active evolue jusqu'au décés du patient. La guérison nécessite un
diagnostic précoce et I'administration d’un traitement adapté, correctement suivi jusqu'a son
terme.

Certaines personnes font partie de ce que I"en appelle les sujets & risque pour le
développement d’une tuberculose active:

= — -  — ———— ————
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Dans les pays industrialisés, les personnes a risque sont

- Les personnes immunodéprimées (VIH, corticothérapie. diabéte, cancer,.. )

. Les immigrants originaires de pays a forie endémie tuberculeuse .

n Les personnes en situation précaire (sans domicile fixe. malnutrition....)

. Les personnes ayant eu un contact rapproché avee un tuberculeux.

" Les personnes dgées et les Jeunes entants.

° Les toxicomanes.

i Les détenus.

® Les professionnels de la santé (contact avec des malades contagieux, manipulation
u d’échantillons....)

Dans les pays en voie de développement, les facteurs de risque sont
s Les mauvaises conditions socio-économiques.
- Le manque d hvgiéne.

. La ¢o-infection par le VIH (Mathys, 2010).
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IV.1 Dépistage de Ia tuberculose latente (primo-infection)
Comme la primo-infection est souvent asymptomatique (ou peu évocatrice), nn examen
clinique du patient ne suffit pas. Le diagnostic d'une infection fubereuleuse latente nécessite
la réalisation d’une intradermoréaction (IDR) tuberculinique (ou test de Mantoux).
II s’agit d’un test d’hypersensibilité retardée. Cette épreuve consiste en [I'injection
intradermique (face antérieure de I'avant-bras) d’un mélange de protéines tuberculsuses
purifies appelé PPD (Purified Protein Derivative) ou tuberculine. Une réaction positive & ce
test se traduit, 48 & 72 heures aprés ["injection. par tine rougeur et tume induration de la peau
(> 10 mm de diamétre) au nivean du site d’injection (présence d*une immunité cellulaire

contre M. tuberculosis) (Figure 12),

Figure 12: Intradermoréaction 2 la tuberouline (Mathys, 2010).

Une réponse posilive & ce test ne signifie pas que le patient présente une tuberculose active
mais bien gue son organisme a connu, & un moment donné, un contact avec le bacille
tuberculenx (primo-infection), Ce test est dgalement utilisé pour réaliser une surveillance
des professionnels de la santé exposes 4 la tuberculose. Les Iésions pulmonaires dues 4 une
primo«sinfecﬁon ne sont, en général, pas détectables par "'examen radiographique du thorax.
Chez les personnes dgges el les patients immunodéprimeés, comme les malades atteints par le
SIDA, il y a un risque de résultats fanssement négatifs a I'IDR car ces patients sant

« non répondeursy. Des résultats faussement positifs sont également possibles notamment si
le patient a été vacciné par le BCG ou infecté par une aufre nycobactérie non-tuberculeuse

donnant lien 4 une réaction croisée.

Larsqu™un patient prés'ente nne infradermo-réaction positive. il est nécessaire de réaliser des
examens plus approfondis afin de différencier une tuberculose latente d’une tuberculose

active. De méme, si un patient a déja eu une tuberculose ou une intradermo-réaction

——
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positive, tout nouveau contrfile de son état se fera par examen radiographique (Mathys,
2010).

Des tests immunologiques (QuantiFERON-TB-Goldz et TSPOT-TBa), utilisant les
lymphocytes T du patien! pour mesurer la production d’interféron-y , out éié développés.
plus récemment, pour le diagnostic de I'infection tuberculense latente (Hadj ez af ., 2006) .
Ces tests reposent sur le principe suivanl lequel des lymphoevtes T préalablement
sensibilisés pardes antigénes tuberculeux (in vivo) produisent des concenirations élevées
’IFN-v  lorsqu’ils sont réexposés aux mémes antigénes mycobactériens (in vitre). Ces
tests présentent comme avantage de ne pas étre perturb@s par une vae¢ination antérieure au

BCG ou par une infection causée par une autre mycobactérie. (Al-Orainey.2009)

1V.2 Diagnostic de la tuberculose active
Lia sospicion d’une tuberculese-maladie chez un patient nécessite la réalisation d"exaniens
médicaux plus approfondis :
IV.2.1 Examen radiologique
Permet de mettre en évidence les formes pulmonaires de la maladie. Les anomalies
radiologiques peuvent e trés variables. On observe en général la présence d’infiitrats

(zomes blanches sur la radiographie) (Figure 13).

Figure 13 : Radiographie d"un tuberculeux pulmonaire(12).
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IV.2.2 Examen bactériologique
Le diagnostic bactériologique de la tuberculose repose sur la mise en évidence des bacilles
de la tuberculose.
Les méthodes bactériologiques 4 mettre en ceuvre comprennent la recherche de bacilles
acido-aleoolo-résistant(BAAR) par I"examen microscopique, la mise en culmure sur milieux
spécifique, les tests de sensibilité aux antituberculeux (Bouvet ef ul., 2003).
Le diagnostic se réalise 4 partir des prelevements biologiques, on distingue deux types de
prélévement :
a) D’origine pulmonaire
Ces préléeyements comprennent : les crachats, [e tubage gastrique. |'aspiration ou les lavages
bronchigues,
®»  Les erachats
Les échantillons d'expectoration sont les prélévements les plus fréquemment regus au
laboratoire,
# Tubage gastrigue
Celte technique de préjévement est utilisée chez les enfants et Jes malades qui a’arrivent pas
3 expectorer.
Dans ¢es cas, ¢ tubage gastrique 4 jeun (le matin). pour recueillir les séerétians bronchiques
dégluties durant fa nuit, est nécessaire pour retrouver le bacille de la tuberculose par
I"examen direct et la culture. Cette technique néeessite une courte hospitalisation du malade
(Boulahbal et al., 2007) .
« Aspiration on lavage bronchiqgue
Les brossages et les liquides de lavages alvéolaires recveillis lors d'une fibroscopie sont
aussi contributifs dans le diagnostic de tuberculose, A la suite de ces examens
endoscapigues, les recherches par tubages se révélent souvent positives.
b) D’origine extra-pulmonaire(E.P)
Il faut distinguer deux types de prélévement:
= Les prélévements d'origine extra-pulmonaire contamings.
# Les prélévements d’origine extra-pulmonaire non contaminés.
# D’origines extra-pulmonaires contaminées
Ts proviennent des collections purulentes s'écoulant & Pextéricur et donl la souillure est
inévitable malgré les précautions aseptiques prises lors du prélévement. On distingue

o [Lesurines : les premiéres urines do matin sont préférées.
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* Les pus d’abeés fistuleux.

= Tous les auires produits pathologiques préleves sans précautions d*asepsie.

» D’origine extra-pulmonaire non contaminé
Ce sonr les liquides séreux ou séropurulents se trouvant dans les cavités fermées. Ils sont
recueillis par panction dans un tube stérile aprés désinfection de la peau, tel que :

» Le liquide céphalo-rachidien(LCR),

e Le liquide pleural.

» Le liquide péritonéal ou péricardique.

e Les biopsies chirurgicales.

1V.2.2.1 Diagnostic direct
Le diagnostic direct repose sur :

a) Examen microscopigue
L'examen microscopique d'un produit pathologique est la premiére éape du diagnostic
bactériologique de la tuberculose. [l est effectué directement sur le frottds d'une parcelle
puralente ou hémorragique du produit pathalogique.
Pour mettre en évidence les mycobactéries, on utilise leur propriélé d’acido-aleoolo-
resistance, c¢'est-a-dire leur capacit¢ a former des complexes stables avec des colorants
basique, fuchsine ou fluorochromes phéniqués, qui persistent malgré la double action de

I"alcoo] et des acides.

La fiabilité de la bacilloscopie dépend de 1a qualité de la préparation des lames et la lecture.

Le laberatoire doit faire ["objei d'un contréle de qualité régulier (Varaine F et ol ., 2010),

En pratique, deux méthodes somt bien codifiées, elles sont bien adaptées 4 la pratique
quofidienne ou elles on fait leurs preuves. Ce sont la méthode de Ziehl-Neelsen ef ia
méthode de coloration & |"auramine.

= Coloration de Ziehl-Neelsen
La technique d’examen est basée sur le caractére acido-alcoolo=résistant du bacille(BAAR).
Traité par la coloration de zighl-Neelsen(ZN). le bacille retient le colorant rouge(fiichsing)
(Figure 14) et résiste 4 la décoloration & 'alcool-acide. La méthode de référence est la
méthode d¢ ZN & chaud. Comparée & la culture, cette méthode est spécifigue mais peu
sensible, en particulier chez les patients co-infecté par le VIH,
L'examen peul étre quantifié en iilisant une classification basée sur le nombre de BK
identifiés par champ.

“f
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Figure 14: Image de M. ruberculosis au microscope aprés

coloration de Zieh!-Neelsen (100x) (13).

¢ Techniqies fluidificatiou-concentration
Plusieurs ameliorations ont été proposées pour augmenter le fendement du dépistage
microscopique : I"homogénéisation ef fluidification préalables des erachats par différentes
préparations suivies d’une concentration par sédimentation ou par cevtrifugation. L'eau de
Javel est utilisée depuis plus d’un siécle dans cette application. Aus corcentrations de 2% &
5% de ['hypochlore de sodium (NaOCU), elle Muidifie Jos pruduits d'expecloration tout en
assurant une meilleure séenrité des manipulations car elle inactive les mycobactéries sans
altérer leur struetnre ; tuées, elles peuvent encore étre colorées et bbservées. Complétée par
une centrifngation ou sédimentation, cette métliode concentre les BAAR dans la préparation
et aceroll le taux de positivité . une revue de la litidrature a relevé une augmentation
statistiquement significative du pourcentage de tesis positifs dans 13 études sur 19
(Ongkhammy, 2009).

b) Coloration & Pauramine (microcopie 3 fluorescence)
La coloration & I"auramine a I"avantage de permettre une lecture plus rapide de la lame.
Elle est recommandée dans les laboratoires dont I"activité est importante.
Cette technique doii étre réalisée par des techniciens formés e expérimentés. Elle nécessite
un micioscope @ ultraviolet(ou, moins coutenx, un dispositif spécifique 4 adapter sur un
migroscope standard).
L'examen peut étre quantifié en utilisant une classificition basée sur le nombre de BK

identifiés par champ.

‘7—
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IV.2.2.2 Culture en milieu solide

Cette méthode, comme Ia microscopie directe, permet de confirmer le diagnostic de TB

Aprés humidification, décantamination et c.e:ntTiﬁlgaﬁou.- les prélévements sont ensemencés

sur un milieu spéeifique Lowenstein-Jensen ou de Coletsos (milieux solides). et piacés dans

une étuve a 37°C.
w Avantages de la culture

-Plus sensible que Ia bascilloscapie des crachats pour le dépistage des TBP paucibacillaires :

son rendement semble étre de 20 2 30% supérieur.

- Permet de confirmer le diagnostic de certaines formes EP.

- Permet d’identifier préoisément |"espéce mycobactérienne en cause.

-Permet de distinguer les bacilles vivants des bacilles morts (ce qui est impertant pour le

sulvi du traitement).

= Ioconvénients de la culture

-Techuique délicate (en particulier pour la procédure de découtamination). nécessitant un
personme] bien entraing, un matériel de bomiie gualité el un approvisionnement constant en
électricite,
-Risque élevé de contamination du personnel ; nécessité d’utilisé une enceinte de sécurité
biclagique
-Délai d’obrention des résultats 5 & 7 semaines sont nécessaires pour 'oblention d’un
résultat définitif: retarde le traitement (Varaine F et af ., 2010).
1V.2.2.3 Culture en miliea ligmide

*l.a methode radiométrique « BACTEC 460 TB » qui consiste en la mise en cuolture de
I"échantillop provenant du patient dans un flacon contenant de 'acide palmitique marqué
au 4C. La croissance mycobactérienne est détectée par mesure de la quantité de 14CO2
produite dans Je flacon, suite 4 I'utilisation de I'acide palmitique marqué par les bactéries
en croissance. En général, un résultat positil est obtenn en 7 4 10 jours. D autres systémes
i detection automatisée mais non radioactifs sont maintenant également disponibles.

o « BacT/ALERT 3D » : qui détecte la croissance mycobactérienne grace & une pastille
située & la base du flacon de culture. Celle-ci subit une modification colorimétrique lors de
Iacidification du milieu résultant de la production de CO2 par les bactéries en croissance.

¢ « BACTEC MGIT 960 » : qui utilise des flacons de culfure contenant un sel de ruthénium
dont la fluorescence est dautani plus importante que la pression en Oz est fajible. Toute
croissance sera done détectée par augmentation de la fluorescence (Mathys, 2010).

“j
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V.3 L'antibingramme
Aprés isolement et identification d une souche tuberculeuse, les laboratoires complétent leur
analyse par la réalisation d’un antibiogramme. L antibiogramme permet de déterminer la
sensibilité du bacille tuberculenx aux différents antibiotiques utilisés dans le traitement de

base (Heifets & Desmaond, 2005).

Ce fest consiste en ['observation de la croissance mycobactérienne sur milieu de
Lwenstein-Jensen (milieu @ I"ceuf) contenant différentes concentrations d*amiibiotiques
testés, Ce testest long, étant donnée la lenteur de croissance de M. fuherculpsis. Pour obtenir
I"antibiogramme, il faut compter environ 4 semaines aprés |"identification de la bactérie. Ce
délai peur €tre réduil de moitié par la réalisation de ['antibiogramme en milieu liquide du
type BACTEC (décrit plus haut). Récemment, un test colorimétrique (REMA, resazurin
microplate assay) basé sur fa modification de coloration de la resazurin suite i sa réduction
par les bactéries tuberculeuses, a ¢galement été proposé pour mettre rapidement (§ jours) en
évidence une éventuelle croissance de M ruberculosis en présence de différentes
concentrations d’antibiotiques. L’antibjogramme fournit des informations importantes sur
les chances de succés du traitement en cowrs, et 5'il ¥ a lieu de modifier celui ci pour

atteindre la guérison (Mathys, 2010).

1V.3.1 Les antibiotiques antituberculenx
Les antibiotiques antituberculeux majeurs sont :

a) Rifampicine (R)
Cest un antibiotique semi-synthélique a large spectre. isolé de swepromyces mediterranei,
Son activité coutre M {uberculosis a été démonirée en 1965 in vitro avec une grande
efficacité.
mycobactéries du complexe fuberculosis s’exerce aussi biem sur les bactéries
extra_cellulaires que sur les bactéries intra-macrophagiques ei sur les bacilles en
métabolisme actif et ralenti (Boulahbal ef al., 2007).

b) Isoniazide (INH)
L'isoniazude, hydrazide de I"acide isonicotinique (INI), est un medicament antitubercaleux
majeur synthétisé en 1912 mais dont I'activité sur les mycobactéries n’a été decouvert qu'en
1952 Son intérét réside dans son efficacité, sa faible 1oxicité et sn faible cout.
L*INH est un anfituberculenx bactérécide. il est actif sur M.tuberculosis autres par inhibition
de la synthése de la paroi baciériennne.

_—_—sss e
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¢) Ethambutol(EMB on E)
L'Ethambutol est un composé synthétique mis au point en 196). Il est actif sur
M. tubercidosis.
L Ethambutol est un antituberculeux spécifiquement actif sur M rberculosis par 1"inhibition
de la synthése des acides mycoliques. Tl est bactériostatique surtout sur les bacilles
extracellulaires et agit en inhibant une arabinosyl transférase, enzymes qui synthétise
I"arabinogalactane, un des constitnants de la paroi des mycobactéries (Boulahbal ef al.,
2007).
d) Streptomycine (SM ou S)
La streptomycine esl le premier antibiotique 3 large speetre utilisé dans un traitement de la
tuberctilose. C’est un antibiotique bactéricide. Du fait de sa mauvaise abSOL]jﬁDn par la
mugueuse intestinale, la SM est administrée par voie intramusculaire.
La SM n’est pas actif sur bacilles vivant dans le¢ milieu intracellulaire. Par contre, elle [est
sur les bacilles présents dans la [umidre et les parois des cavernes.
La SM inhibe la synthése des protéines par fixation sur la sous unité 308 du ribiosome.
€) Le pyrazinamide (Z)
[l possede la particularité d*éradiquer le Mycobactérium tuberculosis intramacrophagique en
milieu acide (pH<3,5).
= Les antituberculenx minenrs
Les antituberculeux les plus utilisés sont :
» Le Kanamycine (KAN ow K) : C'est un aminoside et apparenté actif sur le bacille de
kech.
s L’Ofloxacine(OFL on O):1 semble performant en cas de bacilles résistants aux
médicaments standard.
* Le Cyelosérine(C) : Est un antibiotique & spectre adtibactérien étendu, acfive sur la
majarité des mycobactéries. siur les baciéries gram positif comme Staphylococens

aureus et les bactéries gram négatif comme Escherichia coli,
IV.4 Typages moléculaires de M. tubercalosis

IV.4.1 Les méthodes de typage moléculaire des bacilles de la tuberculose

De nombreuses méthodes de génotypage des souches cliniques de M. ruberculosis ont été
deéveloppées depuis une vingtaine d*années. Parmi les plus utilisées, on compte : [a méthode
861 10-RFLP développée originalenient, le spolygotyping et le MIRU-VNTR décrite plus

%
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Récemment (Mathys, 2010).
IVA4.i.1 La premiére méthode de référence

La premiére méthode-la plus largement utilisé au niveau mondial- est la niéthode RFLP

IS6110, reposant sur la détermination du polymorphisme de longneur des fragments de

restriction (RFLP) présentant [a séquence 1S6110.

156110 est une séquence d’insertion. soit un petit élément génétique mobile ne comportant
que les génes nécessaires 4 sa fransposition ef & sa régulation. I'élément est spécifique des
bacilles de la tuberculose ef absent des autres espéces mycobactériennes . le nombre de
copies 156110 est variables d’une souche & I'autre ainsi que lenr localisation sur le

chromosome. avec cependant quelques région d*insertion préférentielles.

Ce polymorphisme est le résultat de transposition ou de divers événement génétiques
successifs survenus au cours de I'évolution des bacilles de la tuberculose. 186110 peut étre
présent jusqu'a 26 copies par souche mais il fam noter que de rares souches en sont

totalement dépourvues.

La standardisation de la méthode RFLP IS6110 a contribué 4 la généralisation et 4 la
constitution de larges banques de proiils génomiques. La technique consiste 4 digérer le
génome par Pvull, une enzyme de restriction qui ne coupe qu’une fois dans [S6110, puis &
separer les fragments par électrophorése en gel d’agarose. Par hybridation avec la séquence
répétée IS61 10 utilisée comme sonde, on 1évéle le RFLP des quelques fragment d° ADN qui
portent [S6[10. On génére ainsi des profils génomiques caractéristiques. Le suceés de la
méthode a requis le développement de logiciels d’analyse d'image sophistiqués permetiant

la comparaison d’un grand nombre de protils réalisés dans différent [aboratoire.

Ces logiciels nécessitent des otilisateurs avertis et une vérification visuelle pour une

interprétation fiable des données (doubles bandes mal reconnues, décalage,...).

Initialement la capacité de transposition d’IS6110 semblait &tre un obstacle 3 [a fiabilité de
la méthode pour I'éude épidémiologique d’une maladie chronique comme la tuberculose,
ou la stabilité des profils génomique de souches isolées 4 plusieurs mois d’intervalles est
requise. Lefficacité de transposition d’'IS6110 est faible et les profils des souches isolées
chez un méme patient, ou chez les patients d'un méme groupe de transmission. varient peu.
Mais on observe parfois‘c'l;es variations correspondant au gain ou 3 la perie d'une ou deux

copies d'T1S6110. Une étude menée an Pays-Bas portani sur des isolements séquentielle

“
Page 29



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre TV: Dépistage, Diagnostic et traitement

obtenus 4 partir de patients a montré une demie-vie de transposition (période pendant

laguelle le profil RFLP reste inchangé) de [S6110 de 3 4 4ans.

La transposition serait stimulée dans un environnement micro-aérobie, caraciéristique des
bacilles en dormance. Ainsi sexpliqueraient les variations de profils génomiques des
souches de patients impliqués dans de larges groupes d™une ménie chaine de transmission ou
dans les cas de rechutes éloignées du diagnostic initial. Les changements de profils de

régistance aux antituberculeux sont eux sans incidence sur le profil génomique.

La méthade RFLP est lourde, lente car elle nécessite plusieurs milligrammes de culture
mycobactérienne, un ADN trés puret de bonne qualité sans dommage physique. Comme sa
réalisation technique (extraction de I'ADN, purification. digestion, électrophorése, transfert
sur membrane. hybridation, révélation) s’effectue sur une dizaine de Jours, les délais
dranalyse du RFLP IS6110 s’averent généralement peu adaptés aux besoins des études

épidémiclogiques cliniques.

Les méthodes de ftypage récentes qui bénéficient de la rapidité des technigues
d’amplification génomique permettent |obtention de résultats en 48h & partir de primo-

cultures positives. sur milieu solide ou liquide.

Ces méthodes rapides peu exigeantes en quantilé comme en qualité d"ADN om le potentiel
pour étre atilisées sur des extraits ADN non amplifiés, des éechanrillons non viables, des

frottis sur lames ou des préléevements cliniques  frottis positifs.

1V.4,1.2 La méthode « SPOLIGOTYPING »

Cette méthode repose sur la détection du polymorphisme de la région DR( Direet Repean),
une région unigue du génome des bacilles de la tuberculose qui contient des répétitions
directes parfaitement conservées de 36pb (identiques pour foutes les souches de
Mituberculosis) séparées par des séquences variables de 35 & 41 pb. Ces séquences varient
d un¢ souche & [autre par leur longueur, lenr séquence et leur nombre. Deux formes de
réarrangements génoniques ont éié identifiées; soit des variations lies 4 la transposition
d’un €lément IS6110 pratiqguement toujours présent dans la région DR. Ces réarrangements
ne peuvent enfrainer que la perte irréversible de séquence, interdisant I*acquisition de
nouvelles séquences. Une conséquence importante eést que des délétions suceessives,
indépendantes dans des souches non li€es peuvent copduire a une évolution convergente,

¢"est-a-dire 4 Papparition de spoligotypes identique chez les souches éloignées.

“:
Page 30



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre I'V: Dépistage, Diagnostic et traitement

La methode<<spoligotyping>>consiste 4 amplifier la région DR puis 4 hybrider les produits
d’amplification & une membrane comportant es 43 séquences aligonucléotidiques variables
les plus fréquentes. Les résultats sont trés reproductibles ef la nature binaire de I"analyse
(présence ou absence de Ja séquence fixée 4 la membrane) permet une interpréfation facile
des données et leur échange inter-laboratoires.

Le spoligotyping est plus discriminant que la méthode RFLP TS6110 pour les souches &
faibles nombre de copies d°'1S6110 mais la méthode RFLP 186110 reste plus performante
pour la vaste majorité des souches. Ceci s"expligue aisément puisque le spoligotyping e
s'intéresse qu'a une région mnique du génome alors que le RFLP 186110 analyse la
disiribution de 156110 sur I'ensemble du génome. Cependant le spoligotyping s’avére une
méthode de criblage rapide pour identifier des souches non épidémiologiquement lides. En
cas d'identité de profils, une analyse moléculaire complémentaire par un marqueur
indépendant est nécessaire pour conclure effectivement & 'identité génomique et deone au
lien épidémiologique entre les patienis. Dans les pays a faible incidence de tuberculose, ou
les profils génomique des souches en circulation son! polymorphes. la
methade « spoligotyping »resis ntile.

De plus la méthode permet de reconnaifre facilement les familles généliques de M.
tuberculosis.

IV.4.1.3 La nouvelle méthode de référence :Le typage MIRU

Elle s’appuie sur le polymorphisme d'une ¢lasse d’éléments répétés identifiés chez les
haeilles de la wberculose et chez A leprea . les MIRU (Mycobacterial Interspersed
Repetitive Units) .Le séquencage complet de A .tuberculosis H3TRv a évélé 41 loci
d'intégration de ces ¢léments. constitués de séquences répétés de 51 a 77 pb, dans les
régions intercistroniques de différents opérons. Les unités MIRU sont dupliquées en nombre
variable selon les souches et selon les loct .

La technique consiste en I'amplification des régions flanquantes des MIRUs puis 4 la
détermination de la taille des produits amplifigs, qui refléetent le nombre de copies de
I'élément ou locus éudié, Une sélection de 15 loci identifiés comme Jes plus polymorphes
sue une collection de souches d'origines géographiques varides a été proposé pour
standardiser la méthode et pour la conduite d’études épi‘démiqlo'giqu:es fiables.

Le profil génétique de chaque souche ne correspond pas a une image, miais se réduit 4 un
nombre a I;Sc]:iﬁfe's(cﬁmpar‘ables a un code-barre), chaque chiffre correspondant au nomhre
de répétition de MIRU dans chacun des 15 loci étudiés. Le format numérique des données

“
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gsi simple et reproductible et s’affranchit de I"utilisation de logiciels de gestion d'images de
profils génomiques générés par la méthode RFLP [S6110.

La méthode de typage par MIRU révele une reproductibilité et une sensibilité de 100%. Le
nombre de copies MIRU des différents loci est suffisamment stable dans le temps. pour
permettre un suivi fiable des patients chroniques sur de longues périodes. Les profils MIRU
identiques identifiés chez des souches d’un méme patient, isolées jusqu’a 6ans d'intervalle,
mais & profils RFLP 186110 différents montrent que le taux d’évolution des 12 logi MIRU
est un peu plus lent que celui de [S6110. La méthode est plus performante que la méthode de
référence RFLP IS6110 car elle permet de typer foutes les souches. y compris celles.
dépourvues ou a faible nombre de copies de IS6110. Pour les autres souches, le pouvoir
diseriminant de la méthode MIRU est comparable 4 celui de RFLPTS6110.

De grandes banques de données de profils RFLP IS6110 ant été constituées et i) faut
maintenant développer de telles banques avec Jes profils MIRU, une tache beaucoup plus
aisée et rapide. La période chami¢re de passage d’une technique & aufre est difficile car
cela nécessite de retyper les souchés avec la nouvelle méthode de référence pour tenir
compte de 'épidémiologie particuliére de Ja tuberculose qui nécessite la comparaison de

souches isolées & plusieurs années d°intervalle (Vincent .Gutierrez, 2009).

[V.5 Traitement de la tuberculose
Le traitement de la tuberculose latente et celui de la tuberculose active doivent ére
envisagés comme deux entités distinctes.
TV.5.1 Traitement de la tuberculose latente
Lorsqu’une tuberculose latente (primo-infection) est mise en évidence chez un patient, un
traitement  prophylactiqgue peut étre proposé. Ce traifement n’est pas appliqué
systématiquement en cas de positivation de 'intrtadermoréaction mais sera conseillé chez
toutes personnes 4 risque de développer la maladie : individus récemunent contamings,
immunodéprimés (VIH positif.... ), jeunes enfants, porieurs de 1ésions pulmonaires évogquant
une tuberculose (ou autre maladie pulmonaire) antérieure (14).
Dans les pays en voie de développement, on ne traite pas les patients présenlant une
tuberculose latente.
Dans de rares cas, un¢ chimioprophylaxie anti-tuberculeuse peut étre proposée & un patient
dont Mintradermoréaction est négative. Cette décision est indiquée, notamment, pour les

patients séropositifs ou les enfants ayant eu un coniact avee un tuberculeux contagieux.
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Le traitement prophylactiqué comsiste, en général, en la preseription quotidienne
d*isoniazide pendant au moins 6 a 9 mois (5 meg/kg/jour). Cete monothérapie permet de
réduire I"incidence de la tuberculose active avee une efficacité de 65 4 75%. Chez les sujets
portears du VIH, le traitement est prolongé a 9 ou 12 mois L usage d’tne monothérapie se
Jjustifie par le risque limité d"induire une résistance étart donné le faible nombre de bactéries
impliquées dans la tuberculose latente. Parfois. une bithérapie (isoniazide e rifampicine ou
rifampicine et pyrazinamide) est prescrite pendant 3 mois .1 administration d’un traitément
prophylactique ne peut se faire qu'aprés avoir vérifié ['absence d*une maladie tubercolense
par radiographie pulmonaire et examen bactériologique. En effet. si un patient atieint de
maladie tubereulense est traité par monothérapie. le risque de sélectionner um mutant
résistant sera élevé (Mathys, 2010).
IV.5.2 Traitement de la tuberculose active
Les études montrent que, lorsque les antibiotiques appropriés sont disponibles e que la
thérapie combinée est gérée eonvenablement, le conirdle de ld tuberculose est efficace.

v Isolement
Il convient d’isoler (avec on sans hospitalisation) les patients contagieny pendant log 3
pﬁenﬁéx-‘es semaines du traitement afin de limiter les risques de fransmission. La levée de
I"isolement peut se faire aprés amélioration de |'état général du patient et 'obtention de trois
examens microscopiques des expectorations négatifs (Boavet er al., 2003).

e Schéma thérapeutique standard
Le traitement standard fail appel aux antibiotiques dits de « premiére ligne ». Ces
antibiotiques sont : ['isoniazide, la rifampicine la pyrazinamide et |’éthambutol
Dans certains pays, la streptomycine est également uiilisée comme antibiotique de premiére
ligne a la place de "éthambuta) . La durée dn traitement standard est de 6 mois et comparte 2
phases successives. La phase initiale dure 2 mois et consiste en administration de &
antibiotigues : ['isoniazide. la rifampicine, la pyrazinamide et 1"éthambutel, La deuxiéme
phase. appelée aussi « phase de coutinuation », dure 4 mois et consiste en tme bithérapie 3
base d"isoniazide et d"un second antibictique, en général la rifampicine (Tattevin, 2007).
La prise des médicaments est quotidienne et orale (de préférence le matin 4 jeun) (Figure

15).
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Figure 15: schéma thérapeutique standard(13),

¢ lmportance de la phase thérapeuotique inifiale
L. administration initiale de 4 antibiotiques se justifie pour plusieurs raisons : la PZA exerce
principalement son effet ‘au cours des premiers mois de traitement et n’apporte aucun
avantage en cas d’admimistration plus prolongée ; la dininufion de la charge bactérienne
impartante au début du traitement est capitale car elle permet de prévenir I'apparition de
mutants résistants et permet €galement de réduire la contagiosité du patiem (en général fa
négalivité des expeciorations est obfenue aprés seulement quelques semaines de traitement)
(Mathys, 2010).

» Intérét de la thérapie combinée
Des mutations spontanées peuvent avoir lieue dans les bacilies tuberculenx et pravogquer, de
ce fait, la résistance 4 un antibiotique, qui, par pression de sélection, peut favoriser le
développement de mutanis résistants & cet antibiotique), Cette observation mena a la
thérapie eombinée, permettant de réduire ['émergence d’isolats de M. fuberculosis résistants
durant l¢ traitement,
En effet, un patient traité exclusivement par de I'isoniazide ou de la rifampicine peut
développer une bactéric mutantc résistante 4 "un de ces deux antibiotiques (107 4 10§ par
événement), capable de se multiplier sans contrainte dans le corps du patient. Par contre. s
on raite ce patient par une bithérapie, isoniazide et rifampicine, il aura peu de chance (1014
i 101s) de développer un double mutant. ¢'est-d-dire d’acquérir deux mutations
indépendantes simultanément. La thérapie combinée permet dgalement de cibler des

populations différentes de M. wberculosis.

Page 34


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu
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> Le traitement de Ja 2°™ ligne
Clest un régime de 8mois qui associe 2SRHZE/IRHZE/SRHE. administrée pour les
rechutes, les échecs et les reprises évolutives.

> le fraitement de la 3éme ligne
I1's"administre aux cracheurs de bacilles aprés le régime de la 2éme i gne.
Sa duré est de 21 mois avee le schéma suivant : 3EthOKZC/18EthOZ) (Mathys, 2010) .
Dix médicaments antituberculeux mouveaux ou donf I"ndication a été modifiée, en cours
d’essais clinigues, pourraient raceourcir le traifement de la tubercilose non résistante et

améliorer le traitement de la tuberculose MR.

Neuf vaccins expérimentaux font Tobjet d’essais de phase T au de phase 11. On espére qu’un
ou deux des vaceins expérimentaux actuellement en cours d’essai de phase II passeront en
essai de phase [11 dans les deux & trois ans 3 venir, et quun des deux sera éventuellement

homolagué d’ici 2020 (15).
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Objectif

e Evaluation de la densité bacillaire avant et apres traitement des expectorations par
I"hypochlorite de sodium & 3.94% (NaOCl) dans le diagnostic de la tuberculose
pulmonaire.

I. Matériel et méthodes

L1 Meéthodologie
Comparaison de Ja méthode directe et de la méthode 4 ’hypochlorite de sodium lors des
recherches de BAAR.

L2 Site d"étude
L*étude pratique est réalisée au laboratoire de I'unité contre la tuberculose et les maladies
respiratoires UCTMR, ex DAT, de la wilaya de Guelma, pendant [ mois (Mars 2012).

I.3 Population étudiée
Tous les patients pour lesquels une recherche de BAAR dans les crachats est prescrite
(depistage ou controle en cours de traitement) sont inclus.
Lorsque des prélevements séquentiels sont réalisés, chaque échantillon est inclus
individuellement dans I’analyse comparative.

1.4 Protocele technique
Au laboratoire, les produits d’expectoration sont classés en fonction de leur aspect
macroscopique. Les crachats salivaires sont éliminés d’emblée et font 1"objet dune demande
de nouveau prélévement.

L4.1 Préparation du frottis d’expectoration pour I'examen direct
- Sur la paillasse, prés d’un bec Bunsen allumé, placer le crachoir sur lequel est inscrif le nom
du malade.
- Ouvrir le erachoir et prélever avec I'anse une parcelle du matérielle purulent. (Figure 16)
- Le résultat de ["examen microscopique direct dépend essentiellement du choix de Ia
particule sur laquelle se fera le frotiis.
= D¢poser la parcelle purulente au centre de la lame (sur face identifiée) et ["éaler sur une
surface de 2em sur Iem par des mouvements vas et vient de 1'anse. Le frottis doit étre mince

et régulier (Figure 17).
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Figure 17 : Etalement de la parcelle purulente sur la lame.

- Sécher le frottis en plagant la lame & Pair, sur le porte lame. Ne pas sécher & la flamme

- Fixer le frottis en passant a trois reprises la lame sur la flamme du bec Bunsen (3 2
Ssecondes)

- Le frottis est ensuite coloré par [a coloration de Ziehl-Neelsen i chaud.

1.4.2 Préparation du frottis aprés traitement d’expectoration par IPhypechlorite de

sodinm (NaOCl).
Le reste de I"échantillon (expectoration) est concentré par ’hypochlorite de sodinm (N2OCI)
43.94%).

s Une solution de NaOCl & 3,94%, est ajoutée 4 volume égal 4 I’expectoration dans le
flacon de prélévement.
+ Le mélange est homogénéisé par agitation pendant 30 secondes.

%:
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Incubation 15 minute & température ambiante puis transvaser dans un iube conique
(15ml) & usage unique.

Aprés une sédimentation pendant une nuit (18heurs) (Figure 18), une suspension du
culot est étalée sur lame, séchée, et colorée comme le premier frottis ( coloration de

Ziehl-Neelsen 4 chaud) (Ongkhammy ef af .,2009).

Figure 18 . Culot aprés sédimentation 18h.
1.4.3 Coloration de Ziehl-Neelsen 4 chaud)

s Technique
Celle-ci a lieu en trois étapes :
17 étape
# Caloration
- Placerde la lame (avec frottis séché ei fixé) sur un support én métal.
- Recouvrir avec la fuchsine de Zieh filirée extemporanément sur papier.
- Chauffer doucement jusqu’a émission de vapeurs, au moyen d’un couton monté sur
une tige métallique et imbibé d’alcool et enflammeé.
- Chauffer dans ces conditions, la lame une premiére fois jusqu’a émission de vapeurs
tout en évitant [*ébullition et le dessechement du colorant.
- Répéter cette étape trois fois toutes les 3 minutes. Si nécessaire, ajouter de la fuchsine.

pour que la lame soit toujours totalement recouverie de fuchsine, I’étape de coloration

doit durer 8 2 10 minutes (Figure 19).
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Figure 19 ; Premiére étape de la coloration de Ziehl-Neelsen a chaud.
2éme étape
> Décoloration
= Rejeter la fuchsine. Laver immédiatement 2 I’eau ordinaire.
- Recouvriravec I’acide sulfurique dilué au 4 pendant 3 minutes,
- Laver avee 1caw ordinaire,

Recouvrir avec I"alcool 4 90 pendant 5 minutes.

Laver (le frottis est alors incolore ou légérement teints en rose) (Figure 20).

Figure 20 : Etapes de décoloration par I"acide sulfurique dilué au % et ’alcool 90%
3éme étape
» Contre-coloration
- Recolorer pendant 30 secondes par la solution de bleu de méthylene filtrée
extemporanément sur papier filtre. (Figure 21)
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Figure 21: Etape de Contre coloration par la solution de bleu de méthyléne.

- Laver a 'eau. Laisser sécher.

- La préparation est préte pour étre examinée an microscope (Figure 22),

Figure 22 : Frottis d’expectorations aprés coloration de Ziehl-Neelsen & chaud.

Tous les frottis, préparés par la méthode dirccte ou par la méthode 4 | “hypochlorite de
sodium, sont lus en double insu.
Apres levée de I"insu ef confrontation des résultats, les résultats concordants seront validés,

Les résultats discordants feront I"objet d’une troisiéme lecture contradictoire,

L4.4 Evaluation de la sensibilité de la méthode & Phypochlorite de sodium par
rapport 4 la mise en culture
Dans notre étude nous avons essayé d’évaluer la sensibilité de Ta méthode 4 I"hypochiorite de
sodium (NaOCI) en la comparant avec une méthode de référence (gold standard) & savoir Ja

%
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culture. Noire étude est limitée aux échantillons dont la demsité bacillaire a netiement
I angmenté apres le traitement des expectorations & I"hypochlorite de sodium par rapport 4 la
methode directe. (24 échantillons).

. * Mise en culture par la Méthode de Peiroff 4 la soude avec neniralisation

|. - Placer 2 ml d’expectoration dans un tube & centrifuger stérile, bouché 4 vis,

~ Ajouter 2 ml de NaOH & 4% et 3 gouttes de solution 4 0,2% de bleu de bromothymol.
- Agiter pendant 15 minutes sur agitateur de vortex

- Porter 30 minutes a I"étuve 4 37°C

- Neutraliser jusqu’a virage au vert avec quelques goiites de SO4H2 4 15 %.

- Centrifuger 4 3000 tours/minute pendant 15 minutes puis récupérer le culot

(Figure 23).
. - Ensemencer le culot dans un tube de Lowenstein-Jensen (Figure 24). (Boulahbal ef al
' 2007).

Figure 24 : Ensemencement du culot dans un tube de Lowenstein-Jensen.
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= Porter & I’étuve 4 37°C, bouchon 2 vis incomplétement serré, pour laisser évaporer la
partie liquide. Aprés 48 heures, vérifier ["évaporation puis fermer complétement les
tubes.

- Examiner les tubes de culture une fois par semaine. Les colonies commencent 3
apparaitre aprés 18 a 21 jours d’incubation, parfois plus tard.

- Si la culture est positive, la réponse est donnée aprés la lecture du 28&me jour en
notant le nombre de colonies par tube.

- Les cultures négatives au 28&me jour seront remises a 1'étuve et réexaminées tous les

15 jours et ceei jusquau 72éme jour (Boulhabal er al., 2007).

e —— - — - - —  — _ —— —  ——— ————  ——1
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II. Résunltats :
Notre objectif principal étant I'évaluation de la densité bacillaire avant et aprés traitement des
expectorations par 1’hypochlorite de sodium & 3,94% (NaOCl) dans le diagnostic de la
tuberculose pulmonaire, cependant nous avons jugé atile d’exposer d’abord la situation
épidémiologique de la TPM+ dans la région de Guelma.

1l s’agit d’une enquéte rétrospective de type descriptive qui va porter uniquement sur les
personnes domiciliés dans la région de Guelma ayant présenté une tuberculose pulmonaire a
microscopie positive, mentionnées sur le registre de ['unité contre la ruberculose et les
maladies respiratoires UCTMR du début de ’année 2008 4 la fin de I’année 2011.

Les critéres étudiés : la fréquence, le sexe et ’age.
e La fréquence :

Tableau 4 : Répartition des cas des malades aux années 2008 4 2011,

| Années Effectifs _ Fréqueiice(%)
2008 100 23,98
2009 105 | 25,17
2010 | 105 25,17
2011 107 | 25,65
Total 417 | 100%
108
106 +
& 104 -
2
= 102
=
100 +
98
96

2008 2009 2010 2011 Anndes

Figure 25 : Répartition des cas des malades de TPM+ aux années 2008 4 2011.

Page 43


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Partie pratique

Selon les resultats du tableau 4 et Ia figure 25, notre enquéte monfre qu’il ya une nette
progression entre les années 2008 et 2009, suivie d’une stabilité jusqua 2010, ensuite une

reprise de la fréquence de la maladie jusqu’a 2011.

Tableau 5 : Répartition mensuelles des cas de la tuberculose pulmonaire 4 microscopie

positive aux années 2008 2 201 1.

2008 2009 2010 2011

Mois Effectifs Fréty:en‘ce Effectifs Frétiuene'e | Effectifs Fréeinence' Effectifs Fréc!)uence
Janvier 8 ; 6 521 5 4,/"/]6 10 9:;4
Février 8 8 6 5,71 12 1142 7 6,54
Mars | 12 12 10 9,52 8 7.61 10 934
Avril 11 11 12 11,42 8 7.61 15 14,04
Mai 06 6 9 8,57 7 6,66 5 4,67
Juin g | 3 5 4,76 13 12 38 8 7,47
Juillet | 5 5 ] 10,47 12 | 1142 4 3.73
Aout | 10 10 14 13,33 5 5,74 12 11,21
Septembre 9 9 9 8,57 i1 10,47 13 | 12,14
Octobre 12 12 5 | 476 | 4 3.80 9 841
Novembre | 7 7 7 6.66 8 7.61 7 6,54
Décembre 4 4 11 1155 | 11 047 | 7 6,54
Total 100 | 100% 105 100% 105 | 100% 107 100%
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Figure 26 : Répartition mensuelles des cas de la tuberculose pulmonaire  microscopie

posifive aux années 2008 4 2011.

Le tublesu 5 et Ia figure 26 montrent que la répartition mensuelle des cas de tuberculose
pulmonaire 4 microscopie positive n’est pas réguliére. On remarque que :

o En 2008, les mois de mars et d’octobre représentent la fréquence la plus élevées
avecl2%.
o En 2009, le mois d”Aocut représente la fréquence la plus élevée : 13.33%.
» En 2010, le mois de Juin représente la fréquence la plus élevée - 12,38%.
* En 2011, le mois d’Avril représente la fréquence la plus élevée : 14,04%
A partir de ces donnés, il est permis d"avancer que cette pathologie n’est pas saisonniére.
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Tablean 6 : Répartition des cas de tuberculose pulmonaire 4 microscopie positive selon I"age

et le sexe .
Tranche Sexe masculin Sexe féminin 7 Total :
d’agé Effectifs | Fréguence Effectifs Fréquence Effectifs Fréquence
Yo _ Ya , Yo
<10 ans 2 047 1 023 | 3 0,71
10-19 29 6,95 41 | 9.83 70 16,78
2029 71 17,02 56 1342 | 127 30,45
30-39 48 11,50 36 8,63 84 - 20,14
40-49 35 8,39 ' 19 4.55 _ 54 12,94
50-59 15 3.59 15 3.59 _ 30 7.19
60-69 9 2,15 9 2,15 18 431
BT 17 407 | 14 335 31 743
Total 226 54,19 | 191 7 45,80 417 100%
80

S
=]
g W' He
D omme
= _
(=] W Femme
p - _ _ Tranche
<10 L10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-62 E70 d ,age

Figure 27 : Répartition des cas de TPM+ selon ["4ge et le sexe aux années 2008-2011.
Selon les résultats du tableau 6 et la figure 27 on remarque que :

e La tranche d'dge <10ans est la moins touché avec une fréquence de 0,71%.( Les
enfants sont soumis & une surveillance rigoureuse de leur état de santé),

@ La'tranche d’dge la plus touchée est 20-29 avec une fréquence de 30.45%. ceci est
due au fait qu'a cette tranche d4ge il ya une activité, une mobilite, et un mouvement
plus fréquent.

¢ il ya une préedominance du sexe masculin par rapport au sexe féminin avee un sexe
ratio de 1,18.

_——
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I1.1 Résultats de I"évaluation de la deusité bacillaire avant et aprés traitement des
expectorations par I"hypochlorite de sodium 4 3,94% (NaOCI) dans le diagnostic de Ia

tuberculose pulmonaire.

Au terme de notre étude : 110 échantillons obtenus & partir de 54 patients oot été analysés,
soit une moyenne de 2 échantillons par patient.
Tableau 7: Origine des échantillens de erachat.

Patients Echantillons
N=54 N=110

N | % | N %
Sexe
Masculin 20 37 41 37
Féminin 34 63 69 63
Tranche d’4age (2nnées)
<10 ans 3 5,55 7 6,36
10-19 7 13 15 13,63
20-29 9 16,66 18 16,36
30-39 7 12,96 13 13
40-49 8 14,81 16 14,54
50-59 5 9,25 10 9,09
60-69 7 12,96 14 12,72
870 8 14,81 17 15,45
Motif du prélévement
Dépistage 44 81,48 90 81,81
Controle aprés traitement 10 1851 20 18.18
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Figure 28: Répartition selon le sexe.
On remarque qu’il ya ane prédominance des échantillons du sexe féminin avec 63% par

rapport au sexe masculin 37%.

18 e
16 1
14 v~
S
10 4"/./
g+ i I
<10 10419 30-39 40-439 50-58 60-69 Tranche
d’age

Figure 29 : Répartition selon I*4ge.
» latranche d*Age la plus concernée par cette étude est 20-29 avec 6, 36%.
¢ La tranche d'age <l0ans est la moins concemnée avec 6,36%, car les enfants sont
souvent soumis & une surveillance rigourense de leur état de santé.
o Latranche d’dge > 70 représente une fréquence élevée avec 15,45% et ceci peut étre
expliquer par la fragilité du terrain (immunité affaiblie, maladies chroniques etc..)

%
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Dépistage Controle

Figure 30: Répartition selon le motif de prélévement.

La Population prélevée pour dépistage de la TB pulmonaire représente 81.81%. Ces résultats
sont tout & fait logique parce que le dépistage concerne fout les cas suspect tandis que le
contrfle ne concerne que les sujets malade pour surveiller I&volution de la maladie sous
traitement.

IL.1.1 Interprétation des Résultats de Pexamen microscopique

s Résultats qualitatifs
L’examen microscopique est effectué pendant 20 min au minimum par frottis (300 champs)
(Figure31).
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NaOClI (-)

Figure 31: Comparaison des résultats de la microscopie (100x) de M ruberculosis sans
( NaOCL -) et avec (NaOQCl +).

On remarque que la densité bacillaire s’est nettement améliorée aprés traitement &
I’hypochlorite de sodium & 3,94 % (NaOC) +).

Le NaOCI a fluidifie les produits d’expeectoration, complétée par une sédimentation, cette
méthode a concentré les BAAR dans la préparation et a augmenté la densité bacillaire.

De plus, I"absence de résidus (NaOCI+) sur la lame de microscopie rend la lecture plus facile.

o Résultats quantitatifs
Lesrésultats sont exprimés suivant I"échelle quantitative de L’UICTMR (Tableau 8)
Tableau 8 : Comparaison des résultats de la microscopic avant (NaOCI -) et aprés traitement
des expectorations 4 1" hypochlorite de sodium & 3, 94% (NaOCI +).

Méthode direct (examen 1)
Négatif +- + i g Total

Négatif 75 0 0 0 0 75
Méthode “H- 6 1 0 0 0 7
a l'eau de * 4 3 4 0 0 11
Javel ++ 1 i 4 0 0 6
(examen2) | +++ 1 3 1 6 11

Total 87 5 11 1 6 110

L  ——————— —  — ————— —— —  _—— — ———————— " ——————
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Négatif= pas de BAAR sur au moing 100champs ; +/-=1 29 BAAR sur 100 champs
+= 10 3 99 BAAR sur 100 champs ; ++=T & 10 BAAR sur au moins 50 champs
-++++=>10 BAAR par champs sur au moins 20 champs
BAAR= bacilles acido-alcoolo- résistants

4
»

-90-]'/;

70 +°

B Examen 1

% Examen 2

+ ++ et

Négatifs #f-

Figure 32: Représentation graphique de I’étude comparative,

Les résultats du tableau 8et de la fignre 32 monirent que le nombre d’expectorations sans
bacilles(négatifs)en microscopie directe (NaOCI -) est plus important qu’aprés fraitement au
NaOCI 3,94% (NaOCI +) et qu’il ya un gain de positivité significatif avec la méthode 3
I"hypochlorite de sodium , surtout pour les fioitis paucibacillaires (1-9 BAAR/100 champs)
et multibacillaires (++= 1 4 10 BAAR sur au moins 50 champs; +~+=>10 BAAR par
champs sur an moins 20 champs).

Sur un total de 110 echantillons, la recherche de BAAR est positive sur 23 frottis, soit 20,90%

préparés par la méthode dirccte et sur 35 frottis, soit 31,81% préparés par la méthode &
I"hypochlorite de sodium soit une augmentation du tanx de positivité de 52,20% (Tableau 8)

IL.1.2 Résultats de I'évaluation de la sensibilité par la mise en culture sur milien solide

Pour cette évaluation, nous avons mis en culture uniquement 24 échantillons (manque de
milieux de culture) dont la densité bacillaire a nettement augmenté aprés le traitement des
expectorations 2 I’hypochlorite de sodium (tablean 9) par rapport 4 la méthade directe.

%
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Tableau 9: Comparaison des résultats de la culture faite 4 partir des échantillons non traités
par le NaQCI par rapport & la méthode & I"hypochlorite de sodium.

Culture Méthode i I"hypochlorite de sodium Total
Négative ' Positive
Négative - 2 2
Positive - 22 22
Total - ) 24 B

Dans le tableau 9, on remarque que sur les 24 échantillons positifs en microscopie aprés
traitement des expectorations par I'hypochlorite de sodium, 2 sont avérées négatifs en
culture, il $’agit de bacilles non viables, et les 22 autres échantillons sont restés positifs.

En ce qui concerne I"étude comparative par rapport 2 la méthode directe, les résultats obtenus
sont présentés dans le Tableau 10,

Tablean 10: Comparaison des résultats de Ia culture faite 4 partir des échantillons non fraités
par le NaOCI par rapport & la méthode direct

Culture Méthode direct Total
Négative Positive
Négative 2 - 2
Positive 10 12 12
Total 12 ) 12 T2

Les résultats du tableau 10 confirment la faible sensibilité de la bacilloscopie direct, car sur
12 échantillons négatifs én microscopie (méthode direct), 2 sont négatifs et 10 positifs en
culture (Figure 33), les 12 échantillons positifs en microscopie sont toujours positifs en

culiure,

Figure 33 : Culture positif sur milieu solide aprés 28 jours,

_—.eeee e . . . - —"————-—.-._—-——»+—-——-—~— >«
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ITl. Discussion

Pour la premicre fois dans la pratique du dépistage de la tuberculose pulmonaire au
laboratoire de I"UCTMR a Guelma, nous avons introduit la méthode de fluidification-
concentration 4 I'hypochlorite de sodium dans le but d’améliorer la sensibilisation de

I’examen directe.

Cette méthode a un impact sur I'efficacité du diagnostic, puisquelle a « rattrapé » 12
¢chantillons trouves BAAR négatifs par la méthode directe. Le gain de positivité le plus élevé
était de (83,33%) concemant les échantilions roulti-bacilaires (+++=>10 BAAR par champs

sur au moins 20 champs) (Tableaw 1).

La digestion chimique des expectorations a permis de libérer les bacilles des fragments
muqueux ot mucopurulents. L™ élimination de la substance fluidifiante aprés sédimentation a
concentré les bacilles dans le culot et 2 augmenté les degrés de positivité des frottis. (Angeby
K. .A. K & al., 2004),

L’application de la méthode & I’hypochiorite de sadium a apperté un gain de positivité global
de 52,20% Ce resultat coufirme ceux publiés dans 15 des 19 études comparatives (gains
allant de 7% a 253%). (Angeby K .A. K et al., 2004).

On se référant aux études de Farnia et al (2002) réalisée sur 430 échantillons et de Gebre et
al  (1995) réalisée sur 100 gchantillons, nous avons essayé d’évaluer la sensibilité de la
méthode 2 I"hypochlorite de sodium (NaOCl) en la comparant avee une méthode de référence
(gold standard) « culture sur milicu solide ». Notre étude été Limité sur les 24 échantiilons
ou la densité bacillaire a netiement augmenté et par voie de conséquence, la sensibilité et la
spécificite n'ont pu étre calculées; il été simplement possible d'y comparer la proportion des
tests positifs. Ou sur les 24 échantillons positifs en microscopie aprés traitement des
expectorations par ["hypochlorite de sodium, 2 sont avérées négatifs en culture, il s’agit de

bacilles non viables, et les 22 autres échantillons sont restés positifs.

Le traitement des expectorations par le NaOCl 3,94 % pouwrrait donner une nouvelle
dimension & la microscopie dans le diagnostic de la tuberculose pulmonaire. Ce procéde,
simple et peu cofiteux a I"avantage d’améliorer la détection des patients contagieux, ct ainsi
limiter la transmission du bacille tuberculeux et assurer une prise en charge thérapeutique
précoce. Ceci augmente le succés du traitement et contribug & une meilleure performance des

programmes de latte comntre la tuberculose.

_lT_ A
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Toutefois, I*application du procédé dans les laboratoires entrainerait une charge horaire plus
importante pour I’obtention des résuitats et obligerait 4 téorganiser les taches dans les

laboratoires d’analyse.

Contrairement a des auteurs qui ont trouvé que le procédé au NaOC! était dépourvu de risques
de contamination au laboratoire ( Angeby K.AK. et al.,2000)., nous avons noté qu’il existe
des manipulations 4 risque qui précédent le mélange des expectorations 4 ce produit,
notamment le transfert des crachats dans les tubes coniques. Cependant, on a essayé de
réduire ces risques en ajoutant directement la solution de NaOCI 3,94% au prélévement dans
le flacon de prélévement. Aprés liquéfaction, la quantité nécessaire du mélange serai

transférée dans un tube conique.

Nous avons aussi noté gu’une exposition prolongée au NaOC! (pius d’une nuif) réduit
progressivement la possibilité de détecter les BAAR. Ce facteur doit étre particuliérement pris

én considération.

Dans les 19 études réalisées sur cette méthode, les anteurs ont ajouté dans leur test de ['eau
distillee aprés la réaction A I"hypochlorite de sodium. car une concentration trop élevée
d’hypochlorite de sodium serait susceptible d'interférer avec la coloration de ZN .

Toutefois,, Comme Yassin et al. L ont démontré, il est inutile d’ajouter I"eau distillée si le

teste est réalis¢ avec du NaOC] moins concentré (24 5%).

Partant sur 110 échamtillons et 54 patients, cefte premiére application de la méthode 2
"hypochlorite de sodium, permet sans doute de répondre 4 un certain nombre d’objections
formulées dans la liftérature a I"encontre de sa généralisation dans le dépistage de routine de
la tuberculose pulmonaire. ( Van Deun et al.,2005) .

La fluidification-sédimentation & I"hypochlorite de sodium est une méthode rustique. Si elle
connmait quelques adaptations techniques d’un centre & I"autre, celles-ci ne sont pas de nature a
influencer les résultats 4 condition que les parameétres essentiels soient respectés :
« Concentration de la solution de NaOCI comprise entre 2% ¢t 5%.
¢ Incubation a température ambiante pendant 15 min.
» Sédimentation pendant 18 heures ou bien centrifugation pendant 15 4 30 min (3000
tours/ minute) (Ongkhammy ez af ., 2009),

L’assurance qualité de la bacilloscopie est une composante obligatoire de tout programme
national de lutte contre la tuberculose. L'implantation de la méthode 4 I'hypochlorite de

%
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%
sodium necessitant une formation in situ, serait une excellenie occasion d'en renforcer les

procédures.

%
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Conelusion @

La tuberculosé pulmonaire 3 mirr’dscopie positive gagne du lerrain ces dernigres années, et vu
cette situation alarmante, des mesures alternatives plus efficaces dans le diagnostique el le
traitement doivent &tre encouragé et appliqué sur le terrain pour une détection simple. rapide

¢t peu couteuse.

La méthode de fluldification-sédimentation & I"hypochlorite de sodimm (NaOCI), est une
méthode prometteuse, pour assurer un diagnostique bactériologique de qualité garantie, qui va

dans le sens de la simplicité, rapidité et le cout réduit dans Iaire de I"économie de santé,
Cette méthode a des avantages indéniables qui sont :

o Ne nécessite pas de compétences particuliéres.

= Marériels et réactifs abordable et disponibles dans les pays ou Ia ruberculose est
endémique,

e Peu couteuse. néeessite eay de Jnvel

¢  Diminue les risques de contaminations au laboratoire.

o Détecte méme les échantillons paucibacillaires

s Améliore nettement |a densité bacillaire.

« Utilise la microscopie directe qui reste la pierre angulaire da diagnostic de la

luberculase pulmonaire doni elle améliore |a sensibilité.

Notre étude réalisée sur 110 échantillons d'expectorations confirme les avantages apportés
par la méthode de fluidification-sédimentation & I’hypochlorite de sodium avee un gain de

positivité de 52,20%.

Cetle methode simple e rustique peut éire recommandée dans I'activité de rourine des
laboratoires participant au PNLT aprés une confirmation par des études pluri-centriques pour
s'assurer que sa généralisation ait les bénéfices escomptés en renfargant milement la stratégie
DOTS en Algérie.

Pour améliorer la luite antituberculeuse il faut tenir compte de la co-infection VIH/TB vu la
recrudescence de la TB du fait de la baisse de "immunité induite par le SIDA. et aussi certe
baisse d’immunité qui augmente la virulence du Bacille. Tous ces facteurs font que cette lutte:

deitéwe au premier plan. Du fait du rendement médiocre de la bacilloscopie lors de la
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co-infection VIH /TB, II est indispensable de développer et de valider des outils de dépistage
performant avant de recourir 4 une chimiothérapie préventive. Lapport de la méthode de
concentration & ['hypochlorite de sodium a donné ces preuves dans le diagpostic de la
tuberculose active chez les patients infectés par le VIH, certains travaus font état d*mn gain de
positivité supérieur parmi les sujets VIH+ que parmi les sujets VIH-(Ongkhammy et

al ., 2009). En Algérie son efficience reste a déterminer,

“
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Résumé

La tuberculose est endémique en Algéric et pause un probléme de santé publique. La
technique fluidification/concentration 4 Ihypochlorite de sodium serblerait améliorer les
résultats de I'examen microscopique direct qui reste la pierre angulaire du programme
nationale de lutte contre la tuberculose (PNLT).

Dans ce travail réalis¢ sur 110 échantillons de crachats prélevés chez 54 patients, 23 (20,9%)
sont trouvés BAAR positifs par méthode directe et 35 (31,81%) sont positifs par méthode &
Fhypochlorite de sodium, soit une augmentation du taux de positivité de 52,2%.

La méthode 4 [hypochlorite de sodium a montré sa neite supériorit¢ sur la technique
usuellement utilisé et doit &tre recommandée dans [I*activité de routing des laboratoires
participants au PNLT.

Mots ¢lés : Tuberculose Diagnostic; Expectoration ; Hypochlorite de sodium.

Abstract

Tuberculosis is endemic in Algeria and poses a public health problem. The
liquefaction-concentration with sodium hypochloride method seems to improve the
results of the direct microscopic examination which remains fhe most commonly
used method in the national program of the fight againsi tuberculosis.
In this study, carried out on 110 sputum samples collecied from 54 patients, only 23
(20,9%) were diagnosed positive using direct microscopic examination while 35
(31,81) were diagnosed positive using the liguefaction-concentration with sodium
hypochloriie, what makes an increase of 522% in  the positivity  rate.
The liquefaction-concentration with sodium hypochloride method has marked its
clear superiority over the commonly used method and it should he recommended in
the routine activity of the laboratories that are participating in the national program
of the fight against tuberculosis.

Key words: Tuberculesis; Diagnosis; Sputum; Sodium hypochloride.
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