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Résumeé

La tuberculose est une maladie infectieuse classée la neuvieme cause principale de la
mort dans le monde, causée par une bactérie nommee bacille de koch. Elle se présente sous
deux formes : une forme pulmonaire la plus fréquente qui est considérée comme un probleme
de santé publique, une forme extra-pulmonaire plus rare.

Mon stage a été effectué au sien du service de Bactériologie du laboratoire Filab
d’Analyse Médicales a Fes. Mon objectif était de rechercher le bacille de koch dans les
échantillons  prélevés des patients par ['utilisation des méthodes conventionnelles du
diagnostic bactériologique d’une tuberculose, et de réaliser une étude prospective et une
autre rétrospective afin d’analyser le profil épidémiologique de la tuberculose sur une
période de 01/01/2018 a 01/01/2019, basée sur un total 150 échantillon, dont 11% cas ont
présenté une infection tuberculeuse. La tranche d’age la plus infectée a été les jeunes avec un
pourcentage de 50%. Toutefois, cette prédominance est observée chez les hommes (75%)

que les femmes (25%).

Nous avons utilis¢é une méthode de coloration de ZN pour rechercher des BAAR
(examen microscopique), et  parfois la culture sur Lowenstein-Jensen  (examen

macroscopique) afin de confirmer les résultats de I’examen microscopique.

Mots clés : Tuberculose, bacille de koch , diagnostic bactériologique.




Introduction

La tuberculose (TB) est une infection contagieuse, la plus meurtriere au méme titre que le
VIH, qui présente un véritable fléau et un probléme de santé partout dans le monde .Elle est
responsable a chaque année d’un grand nombre de déces dans le monde, avec une prévalence

est d’environ 1.5 millions de déces par an.
Selon I’OMS, un tiers de I’humanité agé de 15 a 45 ans, est touché par le M.tuberculosis.

Au Maroc la TB reste une maladie endémique malgré un programme national de lutte
antituberculeuse (PNTB) long et bien administré. Actuellement Notre pays est également
classé par I’OMS dans le groupe des pays ayant une prévalence modérée de la tuberculose,
avec une incidence annuelle de 87 cas pour 100 000 personnes(le ministre de la santé au 24
Mars 2019 a Rabat ).

A la lumiére de ces informations, nous avons étudié cette pathologie infectieuse pour voir
son profil épidémiologique et son diagnostic microbiologique et aussi son traitement

prophylactique et thérapeutique.
Les objectifs de notre travail sont :
En premier lieu,

+ Rechercher le bacille de koch dans les produits pathologiques réceptionnés au niveau
du laboratoire de Bactériologie de Filab-Fés, en utilisant des méthodes

conventionnelles du diagnostic bactériologique d’une tuberculose maladie.
En second lieu,

+ Réaliser une étude rétrospective durant 01/01/2018 a 01/01/2019 afin d’estimer la
prévalence de la maladie sur le total des patients suspectés d’étre atteints de la

tuberculose.
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Partie 1 : Revue bibliographique

1-Définition de la tuberculose

C’est une maladie infecticuse et contagicuse par voie aérienne et peut étre mortelle, causée
par le bacille de koch nommé le Mycobacterium tuberculosis (MTB) [1], qui a été découvert
par Robert koch en 1882 .Cette bactérie touche le plus souvent les poumons. Elle se propage

d’une personne a I’autre personne ou de 1’animal a I’homme [2].

La tuberculose est connue comme une infection pulmonaire (figure 1), mais elle a aussi une
capacité de toucher d’autres tissus dans 1’organisme  engendrant une tuberculose extra-

pulmonaire. Ce type de la tuberculose est rare et se manifeste au niveau des ganglions, de la

peau, des intestins, des reins, etc. [3].

Tuberculose pulmonaire Tuberculose extrapulmonaire

Autres organes pouvant étre affectés

« Cerveau IR

« Yeux /1\5_\\
. Y )

» Ganglions ¢

- Gorges = :

« Colonne

« Peau
«Os
+ Reins

Figure 1 : Les plus fréquentes localisations anatomiques de la tuberculose
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2- Epidemiologie de la tuberculose

2-1-Tuberculose dans le monde

La tuberculose représente, jusqu’aujourd’hui un probléme mondial de la santé publique
dans de nombreux pays, en Afrique, en Asie (figure 2) avec une grande contagiosité et avec

une forte résistance aux médicaments [4].

Selon ’OMS a notifié 1’apparition environ 10.4 millions de nouvelles infections
tuberculeuses en 2016, La tuberculose est responsable de 1.7 million de décés dans le monde

dont plus de 95% sont appartenus a des pays faibles et intermédiaires [5].

Le taux de la mortalité qui est causée par la TB a diminué jusqu’a 37% dans le monde
depuis I’année 2000, c.-a-d. la situation épidémiologie de cette maladie s’est améliorée depuis
la mise en place d’une stratégie de lutte antiburculeuse par I’OMS .Toutefois, la maladie reste
considérée comme 1’une des 10 premieres principales causes de la mortalité dans le monde,
selon le dernier rapport mondial de la TB 2017 publié par 1’OMS .Notamment & cause de la
diffusion de souches multi résistances aux traitements antituberculeux .Ces souches sont

prédominante en Asie centrale ,Chine ,Inde et Fédération de Russie.
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2-2-Tuberculose au Maroc

La tuberculose est tres connue au Maroc .Elle touche plus souvent le sexe masculin que le
sexe féminin. En effet, 59% des hommes contre 41% des femmes sont touchés. En 2016, le
ministre de la santé a notifié qu’il y avait pres 30.000 cas tuberculeux chaque année, ce qui

représente pour 100 000 habitats une incidence de 87 cas tuberculeux.

Cette infection est trés concentrée au niveau des zones périurbaines de grande
agglomeération (figure 3). Elle est liée a la malnutrition, a la pauvreté et également a la densité

de population. C’est la raison pour laquelle, on trouve une forte présence de cette maladie

dans la région Casablanca-Settat, puis la région rabat-Salé-Kenitra qui présente 17%, la

région Tanger-Tétouan-Al Hoceima présente 16% et a la suite la région Souss-Massa avec

une proportion de 6% [6].

Figure 2 : Répartition proportionnelle des cas de TB rapportés en 2016 par région.

3-Classification de M .tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis est 1’agent éthologique de la TB appartenant au genre
Mycobacterium (tableau 1).

Rapport- gratuit.com i}
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Tableau 1: Taxonomie du Mycobactérium tuberculosis .

Regne Bacteria

Phylum Actinobacteria

Classe Actinobacteria

Ordre Actinomycetales

Famille Mycobacteriaceae

Genre Mycabacterium

Espéce Mycobacterium tuberculosis

Le genre de la Mycobactérium comprend 150 especes dont deux sont pathogenes de I’homme
nommees M. tuberculosis, M .leprae [7].

Les agents étiologiques de la TB peuvent étre divisés en trois groupes :

= Les mycobactéries tuberculeuses : ce groupe comprend M. tuberculosis, M. africanus,

M. bovis, M. microti,M. caprae et pinnipedii, M Canetti. Elles peuvent provoquer la
tuberculose (TB) chez I’homme [8].

= Les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) : ce sont des mycobactéries atypiques

commensales. Ces derniéres sont devenues des pathogenes émergents chez les
personnes dont le systeme immunitaire est fragile [9].

= Mycobactérium leprae est I'agent responsable de la lepre.

4-Caracteres de Mycobactérium tuberculosis

4-1- Structure de I’enveloppe

L’étude de la structure de 1’enveloppe (figure 4) du bacille tuberculeux nous permet de

comprendre le mécanisme de cet agent responsable de la tuberculose.

Cette enveloppe est formée d’une membrane plasmatique, d’un réseau réticulé composé de
peptidoglycanes, Ces derniers sont attachés au complexe de polysaccharides
(arabinogalactane) qui est a son tour acylé avec des acides mycoliques formant un complexe
entier (mycolyl-arabinogalactane-peptidoglycane). Elle est entourée d’une couche externe ou
bien d’une capsule (présente uniquement chez les especes pathogénes), de nature protéique,
polysaccharidique et non lipidique, mais certains lipides sont installés dans des couches plus

profondes de la capsule [10].
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Capsule

ﬂ. Couche externe
" | (Phospholipides - Protéines)
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Arabinogalactane
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Membrane plasmique
(Phospholipides - Protéines)

Figure 3: Structure schématique de I'enveloppe de M.tuberculosis.

4-2-Caracteres morphologiques

M .tuberculosis est un bacille acido-alcoolo-résistant mesurant entre 0.2 et 0.3 um de
diametre et 2 a 5um de longueur [11] , de forme droite incurvée ou spiralée[11] .La structure
de la paroi des mycobacteries présente des points communs avec celle des bactéries a gram
positif.(il ne se colore pas avec le bleu de méthyléne).ll est immobile , asporulé,sa coloration

(coloration de ZN) est souvent fragmentaire ou granulaire, uniforme ou irréguliere(figure 5).

Figure 4: Bacille de koch en microscope optique.

4-3-Caracteres génétiques

M.tuberculosis est caracterisé par un génome formé d’un seul chromosome circulaire de

4.4Mb de taille. Ce génome est défini par une teneur élevé en bases guanine-cystosine (G+C :



65%) [14]. Il est également constitué de 3924 génes codant pour des protéines, alors que 50%

génes codent pour des ARN stables [12].

4-4- Caracteres biochimiques

Ces caracteres participent a 1’identification des especes des mycobactéries, M.tuberculosis
est un bacille aérobie strict de nitrate réductase et uréase positive. Il synthese une catalase

thermolabile qui est positive & 25C° mais elle est négative apres chauffage a 68C°[11].

Au cours de sa croissance, il synthese une quantité importante d’acide nicotinique qui est
révélé par le niacine test (test konno)

4-5-Caracteres culturaux

Sur les milieux solides, les colonies sont épaisses et rugueuses avec une surface ridée et

une mince marge irréguliere, en particulier :

e Sur le milieu LOEWEENTEIN-JENSEN (le milieu le plus utilisé), les colonies sont
rugueuses, et seches en chou-fleur de teinte creme-beige (figure 6) . La culture est tres
lente (ces colonies n’apparaissent qu’au bout de 3 & 4 semaines car le temps de
division de M.tuberculosis est 20h).

e Sur les milieux liquides les souches forment une pellicule qui devient épaisse et ridée

avec I’age.

Figure 5 : Colonies de M .tuberculosis sur milieu solide (Léwenstein-Jensen).




5-Mode de transmission

La tuberculose due a une infection tuberculeuse (bacille de koch) se transmet d’une
personne (ayant la maladie de la tuberculose) a une autre par voie aérienne ou elle peut se
propager de ’animal a ’homme par le lait de vache c’est le cas de M.bovis.

En effet, la circulation de cette infection a deux voies :

Les malades atteints de la TB pulmonaire sont le réservoir principal de la maladie.

Au moment ou le malade non diagnostiqué et non traité parle, et surtout lorsqu’il tousse ou
éternue autour de lui, il émet environ 3500 a un million de gouttelettes de salive (qualifiées de
gouttelettes de Fliigge) .Or, ces dernieres contiennent 1a 5 bacilles tuberculeux.

L’inhalation de ces particules par les personnes en contact avec la source d’infection
augmente la fréquence d’avoir la maladie surtout s’il y a une grande charge microbienne
(figure 7). Ces derniéres ne sont pas éeliminées par le tapis muco-ciliaire et traversent
I’appareil respiratoire pour s’installer dans les alvéoles pulmonaires ou ils seront multipliés en

engendrant une autre infection surtout chez les personnes immunodéprimes [2].

L’absence des personnes a proximité ne limite pas 1’épidémiologie de la TB car les
particules infectantes sont capables de rester en suspension dans I’air pendant plusieurs heures
(environ 6h).Elles se desséechent et deviennent des particules 1égéres, qualifiées des particules

infectantes, contenant des bacilles tuberculeux [2].

Eo)

Figure 6:Transmission de la tuberculose par la voie aérienne.
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5-2-La voie indirecte

Cette voie dépend des particules infectantes dispersées dans 1’environnement. Ces

particules se déposent partout autour de I’homme et peuvent étre ingérées par 1’intermédiaire

de I’alimentation (viande ou lait contaminés), les eaux ; les locaux.

6- Physiopathologie de Mycobactérium tuberculosis

M.tuberculosis est un agent pathogene présent dans la sécrétion des différentes enzymes de
dégradation (toxines).ll a également une capacité a résister au pouvoir bactéricides des
macrophages ce qui conduit a I’activation des réactions immunitaires spécifiques.

Au cours de la primo-infection , les bacilles tuberculeux sont inhalés et atteignent les
alvéoles pulmonaires ou ils seront reconnus grace a la structure de leur paroi et ils seront
phagocytés par les cellules immunitaires telles que les macrophages, ,entrainant une premiére
réponse immunitaire non spécifique afin de contrdler les germes et d’éviter la maladie .En
revanche, cette défense a échouée devant la composition de la paroi de ces bacilles ce qui
engendre leur multiplication a I’intérieur des macrophages ,en empéchant D’activité
lysosomale qui se fait par la production d’une série des enzymes (la catalase ,I’uréase ,la
superoxyde dismutase) cette derniére blogue les réactions de peroxydation ,ce qui aboutit a
lyse des macrophages infectés pour faciliter leur libération .Ces bacilles seront a leur tour
phagocytés par d’autres macrophages en formant un foyer infectieux primaire .Ces
caractéristiques ont été démontrés aussi chez la M.bovis qui a une capacité d’échapper a
phagocytose[13].

Le défaut de la défense innée immunitaire aboutit a I’intervention d’une défense adaptative

spécifique (LTCDy.) par la sécrétion des IFNy afin de lyser les macrophages infectés [14] .

En général la primo-infection résulte une lésion pulmonaire qui peut devenir  une
adénopathie satellite (la figure 8) ; L’organisme réagit a cette primo-infection en initiant une
formation d’un granulome qui est constitué principalement des macrophages infectés et des

cellules T[15], et d’une réaction immunitaire spécifique (adaptative) pendant 4 a 6 jours .

Rapport- gratuit.com i"}/}
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Figure7: Adénopathie cervicale volumineuse.

Chez les sujets immunocompétents I’infection s’arréte a ce stade [16], mais les bacilles

restent vivants pendant des années sous forme latente (bacilles dormants).

Dans le cas des sujets immunodéprimés, I’infection se développe de sorte que les
macrophages infectés vont circuler dans I’organisme par la circulation lymphatique et sanguine
provoquant des Iésions secondaires pulmonaires comme (nodules, cavernes) ou extra-pulmonaire

(TB ganglionnaires, TB rénales, etc...) [16].

7- Formes de la tuberculose

La tuberculose est une maladie contagieuse se représente sous deux formes :

7-1-Forme pulmonaire

C’est la forme la plus contagieuse, et la plus fréquente de la tuberculose. Elle cible
généralement les poumons mais parfois peut méme se disséminer en gagnant d’autre

organes de I’organisme humain et génére d’autres formes de la tuberculose. [1].
7-2-Forme extra-pulmonaire
La TBEP est une infection non contagieuse et difficile a diagnostiquer. Elle est due a une

dissémination hématogéne du bacille de koch ou d’un contact direct de ce dernier avec

I’organe. Comme son nom [l’indique, elle touche généralement tous les organes de
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I’organisme sauf les poumons, (la plevre, les ganglions lymphatiques, la colonne vertébrale,

les os et les articulations, les vois génito-urinaire, le systéme nerveux, ’abdomen [1].

8-Facteurs de risque de la tuberculose

Il'y a 2 catégories de risque pour la tuberculose : environnementales et biologiques

e Les facteurs de risque environnementaux concernent ’intensité et la durée de

I’exposition d’une personne aux autres sujets ayant la maladie de la tuberculose,

en particulier la résidence dans les prisons, dans les hépitaux ou il y a le taux de

transmission le plus élevé [17].

e Les facteurs de risque biologiques, ils sont déterminés par des facteurs

individuels des personnes. Ces derniers peuvent correspondre a des maladies tels

que le diabéte sucré, la gastrectomie, ou infectés par le virus de

I’immunodéficience humaine(VIH) et aussi 1’utilisation des drogues par la voie

intraveineuse et le tabagisme qui est considérée comme un facteur majeur de

risque biologique de la TB.

Il'y a aussi le facteur d’age ou les enfants a compter du jour de leur naissance

jusqu’au jour de leur 5éme année sont tres sensibles. En effet, Cela s’explique par leur

systeme immunitaire tres faible (la TB disséminée et la TB méningite).Ceux qui ont entre 5

ans et le début de la puberté semblent relativement résistants. Les gens qui ont entre 15 et 59

ans sont sensibles. La plupart des pays du monde montre que les hommes sont plus

diagnostiqués avec la TB que les femmes mais on sait pas que le sexe influence la

susceptibilité a la tuberculose, des facteurs de style de vie comme le tabagisme [17] .

9-Symptdmes de la tuberculose

v Une toux persistante avec des crachats épais contenant parfois quelques filets de sang

v' Fiévre légere accompagnant des sueurs nocturnes.
v" Un amaigrissement avec une perte d’appétit

v" Douleurs aux articulations ou a la colonne vertébrale.
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10-Diagnostic de la tuberculose
10-1-Tuberculose active (la TB pulmonaire)

10-1-1-Radiographie pulmonaire

Ce diagnostic consiste a rechercher des anomalies au niveau des poumons tels que les nodules

(figure 9), les cavernes (figure 10)...

A A

Figure 8:Radiographie montrant une

nodule pulmonaire. Figure 9:Radiographie montrant une caverne
pulmonaire.

10-1-2-Technique de coloration

L’examen microscopique le plus utilisé pour diagnostiquer et pour identifier les BAAR.
C’est parfois la seule méthode de diagnostic disponible dans les pays en voie de
développement[16].Deux techniques de coloration sont les plus largement utilisées : la
coloration de Ziehl-Neelsen (ZN) et la coloration d’auramine-rhodamine(AR) qui sont basées
sur la capacité des mycobactéries a retenir le colorant méme aprés le traitement avec une

solution décolorante (acide alcool).

Les échantillons traités avec la coloration de ZN sont examinés a 1’aide d’un microscope
optique afin de mise en évidence de la présence des BAAR [18].Alors que la méthode
auramine-rhodamine nécessite un microscope a fluorescence, ou les organismes BAAR

présentent une fluorescence jaune rougeatre.
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L’avantage de cette méthode c’est qu’elle est peu cotiteuse, facile a réaliser et facilement
disponible .Tandis que, son inconvénient c’est que les taches n’identifient pas les espéces de

mycobactéries [19].

10-1-3-Culture mycobactérienne

La sensibilité et la spécificité de la culture est d’environ 82% et 98% [20].Deux méthodes

génerales peuvent étre utilisées afin de cultiver le bacille de Koch :

» Une méthode utilisant un milieu solide a base d’ceuf tel que Léwenstein-Jensen .La
multiplication des mycobactéries au niveau des milieux solides est trés lente durant de
3 a 8 semaines.

> La deuxieme méthode concerne un milieu liquide (bouillon), sur lequel la croissance
des mycobactéries est plus rapide. Ce milieu a besoin seulement de 1 a 3 semaines

d’incubation pour visualiser des mycobactéries BAAR.

10-2-Test de la tuberculine

L’intradermo-réaction a la tuberculine (IDR) permet de mettre en évidence une
réaction d’hypersensibilité retardée (24h a 72h) se traduisant au niveau de la peau
(figure 11) aprés une injection intradermique d’antigénes mycobactéries par une
accumulation des lymphocytes sensibilisées[21], Cette réaction témoin de I’acquisition
de I’organisme d’une immunité spécifique contre les mycobactéries, Cette technique
est réalisée par une seringue type insuline de 1ml , d’une aiguille a IDR et de 0.1ml de
la tuberculine .

-Trois situations peuvent se présenter de signification clinique variable :

» Diametre d’induration <5 mm : IDR négative

» Diamétre d’induration : 5-15 mm : IDR positive mais zone d’incertitude a interpréter
en fonction de la notion de vaccination par le BCG ou la probabilité¢ d’infection
récente ou d’immunodépression.

» Diameétre d’induration > 15 mm : IDR positive, infection.
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Figure 10:Inoculation de la tuberculine par voie intradermique a la face antérieure de I'avant
bras.

11-Traitements

Selon le ministere de la santé, le traitement prend une durée au minimum de six mois et

pouvant atteindre jusqu’a 18 mois en cas de formes séveres ou plus toxiques.

11-1-Traitement prophylactique

Il consiste a la vaccination par le BCG (Bacille Calmette et Guérin) afin de protéger les

jeunes enfants et les nourrissons de la maladie, en particulier la TB méningite.
11-2-Traitement curatif

Le traitement de I’TBEP est le méme que pour la TBP .Mise a part que le temps de
traitement est prolongé dans certains sites comme méningite TB (12 mois) et TB osseuse .Ce
traitement consiste a tuer des bacilles présentes dans les organes infectés par 1’association de
plusieurs antibiotiques tuberculeux qui constitue une chimiothérapie d’une période minimale
de 6 a 8 mois[22] . Cette derniére consiste a prendre quatre médicaments de premiere ligne a
chaque jour sauf le dimanche : isoniazide(H), rifampicine®, pyrazinamide(Z), éthambultol,
pendant une phase initiale intensive d’environ deux mois, suivi d’une phase de continuation

de 4 mois avec une administration quotidienne de rifampicine et d’isoniazide [23].
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1-Lieu et période de I’étude

Il s’agit d’une étude prospective durant une période allant du 01 Avril &4 20 Mai 2019 pour
analyser des échantillons provenant de patients suspectés d’étre atteints de TB. Il s’agit
encore une étude rétrospective a porté 150 échantillons sur une durée de 01/01/2018 a
01/01/2019 pour estimer la prévalence de la TB. Ces échantillons sont réceptionnés au niveau

de I'unité bactériologique du laboratoire Filab d’ Analyses médicales.

+ Etude prospective

2-Réception des échantillons

Les échantillons sont prélevés par une infirmiére au niveau des services du laboratoire. 1ls
sont généralement recueillis le matin a jeln dans des récipients plastiques étiquetés
transparents et résistants a I’écrasement (figure 12) .Chaque récipient doit porter une demande
d’examen spécifique de la recherche de BAAR. Il doit obligatoirement porter les mémes

informations sur le patient.

Chague échantillon doit étre enregistré dans le registre du laboratoire, sous un numéro
d’ordre, 1’age ,le type d’échantillon, la date du jour de la réception et ainsi 1’identification de
la séquence (c.-a-d. 1 pour le premiere ,2 pour le deuxiéme et 3 pour le troisieme
prélévement).Les prélévements qui ne sont pas emmenés directement au laboratoire doivent

étre conservés au froid (4 C°) dans une boite d’une durée ne dépasse pas 3 a 4 jours.

\/Bouchonévis

mult-filets ——— \/ Large ouverture
‘/Boite solide ©On peut écrire
en plastique

\/ sur elle avec un
feutre permanant

\/ Usage unique

v Stérile

Figure 11 : Schéma représentant le récipient idéal pour recueillir les échantillons

3



2- Matériel biologique

2-1-Les échantillons préleves de sites non stériles

+ Les crachats : ou les expectorations spontanées sont recueillis le matin au réveil et a
jedn, par la procédure de toux digérée .les crachats bronchiques ,purulents et non
salivaires ou sanguins(figure 13 ) doivent étre prélevés dans des crachoirs pendant 3
jours successifs .

Figure 12:Photographie représente les différents aspects du crachat.

4+ Les tubages gastriques: Cet examen utilis¢ lorsque I’examen du crachat est
irréalisable (notamment chez les enfants), permet de recueillir les sécrétions
bronchiques dégluties pendant le sommeil. Le liquide gastrique est prélevé au réveil
et a jeun pendant 3 jours par une infirmiére a I’aide d’un tube flexible et d’une
seringue introduis doucement par voie nasale jusqu’a ce qu’il atteigne 1’estomac. Ce
liquide est recueilli et mis dans une boite stérile qui sera adressée rapidement au
laboratoire. Par la suite le liquide sera centrifugé 20 min a 3000 tpm.Le culot de
centrifugation sert a faire un étalement qui sera coloré comme les crachats.

% Les urines: lls sont recueillis stérilement aprés une toilette soigneuse avec

antiseptique pendant 3 jours..
2-2-Les échantillons prélevés de sites stériles
<+ Préléevement sous fibroscopie bronchique : C’est un liquide d’aspiration bronchique

(brossage bronchique) prélevé chez les patients hospitalisés. Il est réalisé lorsque les

crachats ou le tubage gastrique ne permettent pas le diagnostic.
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+ Liquide d’épanchement: Comme le liquide céphalo-rachidien, liquide d’ascite,

liquide articulaire, liquides pleuraux qui sont collectés par ponction dans un tube
stérile afin d’étre diagnostiqués.

+ Le sang : C’est un prélevement stérile pour la tuberculose extra-pulmonaire :1l est
prélevé a partir d’une ponction et mis dans des tubes stériles avec anticoagulant
.Cet échantillon doit obligatoirement étre envoyé le méme jour de prélévement.

+ Biopsie et piéces opératoires (prélevement chirurgicaux); ce sont des
prélevements tissulaires (a partir des os, des reins, des ganglions, de foie...) .Ce
prélévement est réalisé a 1’aide des différentes  méthodes tels que le
pince,trocart,bistouri .Cet échantillon est prélevé et le collecte par une seringue
stérile pour étre acheminé directement au laboratoire en immergeant dans un

sérum physiologie stérile .

3-Recherche des BAAR

3-1-Préparation des frottis

L’étalement du crachat(figure 14) s’effectue sur les lames de verre neuves , séchées et
dégraissées qui sont déja nommées selon les numéros d’ordre des échantillons par un diamant
marqueur pour éviter qu’ils ne soient pas effacés aprés la décoloration par I’acide lors des

colorations.

En travaillant obligatoirement prés de bec bunsen (dans rayon 20 cm ) pour éviter toute
contamination. Avec une anse de platine stérile, on transfére une partie purulente ou
hémorragique de crachat, puis on I’étale sur la lame en faisant des mouvements circulaires
pour avoir une couche mince sur une surface de 3 cm x 2 cm. Ensuite, les lames sont
attentivement séchées a 1’air avant d’étre chauffées par la flamme (car le chauffage du frottis
humide peut entrainer une altération des BAAR). Et 1’anse de platine est immédiatement

stérilisée.
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Figure 13:Photographie de I'étalement du crachat prise a l'unité du BK (Filab).

Pour les urines et les liquides de ponctions, seulement le culot est étalé. Alors que le
LCR, il est souvent étalé sous forme de gouttes déposées et sechées sur le méme endroit.

Une fois les lames sont séchées, elles sont fixées par trois ou quatre passages sur la flamme du

bec bunsen.

3-2-Coloration de Ziehl-Neelsen a chaud

Cette coloration est la plus utilisée pour la détection des bacilles tuberculeux parce qu’elle

est moins couteuse et plus rapide .Elle comprend trois étapes.

R/

« Etape 1 : Coloration a la fuchsine phéniquée Ziehl (figure 15)

e On place les lames numérotées sur une grille au-dessus d’un évier.

e Onrecouvre la totalite des frottis par la fuchsine phéniquée, puis on chauffe (
trois fois) délicatement sous les lames en faisant passer une flamme sous la
grille jusqu’a 1’émission de vapeurs .Si nécessaire, on rajoute de la fuchsine a
la lame pour qu’elles ne soient pas seéches.

e Aprés 10 minute de coloration, 1’excés du colorant est jeté, la lame est
immédiatement rincée a 1’eau de robinet jusqu’a obtenir un liquide de ringage

incolore.
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1) .Recouvrement les 2).Passage la flamme sous 3) Ri
. .Ringage
lames avec la fuchsine les lames

Figure 14:Photographies des étapes de la coloration & la fuchsine phéniqué, prises au
laboratoire Filab.

« Etape 2 : La décoloration par I’acide-alcool (figure 16)
e On recouvre la lame par 1’alcool acide, on le laisse agir pendant 3 minutes.
e On lave la lame a I’eau de robinet.
e On Vérifie que la décoloration faite par ’acide-alcool se soit bien

réalisée.

Recouvrement la lame par

Ringage
I’acide-alcool

Figure 15:Photographies des étapes de la décoloration par 1’acide-alcool, prises au laboratoire
Filab.

« Etape 3 :Contre-coloration au bleu de méthylene (figure 17)

e On recouvre la lame par le bleu de méthyléne, on le laisse agir pendant une minute.



e On Lave la lame a ’eau de robinet.

e Lalame est laissée a I’air libre pour le séchage.

Recouvrement les lames Rincage Séchage

par le bleu de méthyléne

Figure 16: Photographies des étapes de la contre-coloration au bleu de méthyléne , prises au

laboratoire Filab.

3-3-Examen microscopique

La lecture microscopique se fait a I’immersion au grossissement 10 x100. Une fois que la
premiére longueur du frottis est examinée, on déplace le chariot de sorte que ce déplacement
se fait d’un bout de frottis a ’autre ce qui correspond a 100 champs microscopiques pour
retrouver une nouvelle longueur .en notant dans chaque champ le nombre des BAAR, ce

résultat s’exprime d’une manicre quantitative (nombre du BAAR/nombre des champs).

Si le frottis est toujours négatif, on lit une 3eme ligne, pour obtenir a la fin au moins 300

champs.

Le nombre des BAAR présenté chez une malade est en relation directe avec le degré de
contagiosité. Le Ministere de la santé a créé un code pour faciliter la lecture des frottis
(Tableau 2).
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Tableau 2:Le code de lecture des frottis colorés par la technique de Ziehl-Neelsen.

FORME U FROTTIS NOMBRE DE BACILLES EXPRESION
Frotti Négatif 0 BAAR/300Champs Négatif
Frotti Douteux 1-9 BAAR/300Champs Douteux
Frotti Faiblement Positif 10-99 BAAR/100Champs +
Frotti Moyennement Positif | 1-10 BAAR/Champs ++
Frotti Fortement Positif >10 BAAR/ Champs +++

Remarque : les lames a bacilloscopie positive sont conservées tandis que les lames a

bacilloscopie négative sont jetées.

4-Culture sur milieu solide

La culture sur milieu Lowenstein-Jensen est la plus employée pour diagnostiquer des
BAAR de facon trés délicate en raison de la croissance trés lente de ce bacille (un temps de
génération 18-24). cette méthode se fait en trois étapes : ces milieux sont présentés dans des

tubes fermés a vis.
> Etape 1 : Décontamination-Fluidification

Cette étape est réalisée dans un tube conique stérile contenant 2 a 3 ml de crachat avec 4 a
6 ml de NaOH.

Ces tubes sont agités vigoureusement et incubés a 37C° durant 20 a 30 min.
> Etape 2 : Neutralisation

Apres incubation, on ajout I’acide sulfurique a 4% , la neutralisation se traduit par un virage

de la couleur en jaune.
» Etape 3 : Centrifugation

La solution obtenu aprés ’incubation sera centrifuger a 3000tpm pendant 15 min .puis le

surnageant sera éliminé et ’eau distillé sera additionnée sur le culot pour étre centrifugé la
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deuxiéme fois a 3000tpm pendant 15 min afin d’avoir le culot qui sera a I’ensemencement sur

le milieu de Léwenstein-Jensen.

L’ensemencement se fait sur deux tubes, ces derniéres sont incubés en position
horizontalement & une température 37C° pendant 4 & 6 Semaines en contrdlant au moins 2

fois par semaine.
Expressions des résultats

= L’apparition des colonies a la surface des milieux apres 5 jusqu’a 15 jours indiquant la
présence des M. atypiques (colonies eugoniques).

= L’apparition des colonies aprés 28 jours signifiant la présence de M.tuberculosis .Les
cultures positives sont reprise de I’étuve pour continuer 1’identification et un stockage,

alors que les cultures négatives sont remises a 1’étuve la deuxiéme lecture.

5-Amplification génique par PCR de tuberculose (Technique GeneXpert)

Cette méthode assure un diagnostic rapide. C’est une technique sensible et spécifique dans
la détection des bacilles de koch dans les expectorations et d’autres fluides .Elle est réalisée
par un Appareil s’appelle GeneXpert (figure 18) .Ce dernier est basé sur I’utilisation d’une
réaction en chaine de la polymérase afin d’amplifier en temps réel I’ADN de M .tuberculosis
et & definir la résistance de ce bacille a la Rifampicine.

Figure 18 :Appareil de GeneXpert.
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1-Recueil des prélevements

D’aprés notre étude prospective et rétrospective, on a trouvé 150 échantillons de nature

différents (six échantillons différents) dont deux pulmonaire et trois extra-pulmonaire ,avec la

prédominance de crachats(127) , suivi des biopsies (3) et en troisiéme position la ponction

ganglionnaire(2).Le tableau (3) suivant montre le type, la nature et le nombre des

échantillons.

Tableau 3:Répartition des échantillons selon leur nature.

Type de prélévements

Nature de prélevements

Nombre de prélévements

Prélévements pulmonaires | Crachats 143
Aspirations bronchiques 1
Prélévements Biopsies 3
extra-pulmonaire Ponction ganglionnaire 2
Liquide Céphalo-Rachidien | 1
Total 150

=> Ces résultats nous apprennent que la TB est une maladie des poumons puisque les

échantillons pulmonaires ont été les plus prédominants & une proportion de 96%(144)

avec en premiére position de crachat (95.33%) puisqu’il est plus facile a recueillir ,en

retour les echantillons extra-pulmonaires n’ont enregistré que 4 .66%(7).

2-Résultats de I’examen microscopique

Apreés la coloration des lames par Ziehl-Neelsen (ZN) a chaud, les frottis de BAAR
positives sont marqués par un microscope optique sous forme des batonnets isolés en

petites amas, colorés en rose par la fuchsine phéniqué, droits ou incurvés, plus au

moins fragmentés (figure 18 : photographie b).
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Figure 17:Photographies de I’examen microscopigue (grossissement 10x100) de deux lames

différentes prise d’un microscope optique au laboratoire Filab : a).Présence de BAARs(ZN

positive) :b). absence des BAARs (ZN néqgative) .

2-Résultats de la culture sur milieu I16ewentein-jensen

Apres 45 jours de I’incubation a I’étuve a 37C° .Les bacilles de koch apparaissent sous
forme des colonies épaisses, rugueuses, immobiles et isolés en chou- fleur, de la couleur
créme-beige (figure 19).

Figure 18:Photographies des résultats de la culture sur milieu LOEWENTEIN-JENSEN : a)
culture positive: b) culture négative, prises au laboratoire Filab.




3- Donneées épidémiologiques

» Taux de positivité de la tuberculose dans la population étudiée

Les 150 prélévements recueillis ont été analysés au niveau du laboratoire Filab d’Analyses

médicales, les résultats sont présentés par la figure 20 suivante.
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Figure 19:Nombre des cas positifs, négatifs de BK dans les prélévements en 2018-2019.

:> Les résultats obtenues révelent que les personnes atteints de la tuberculose sont en

nombre 16 ce qui représente 11% des prélevements de type crachats.

» Répartition selon ’age
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Figure 20: Répartition de TB selon les tranches d’ages.



:> La figure (21) ci-dessus permet de montrer que la catégorie de la tranche d’age comprise
entre 25 et 45 ans est la plus infectée par cette maladie (50%) avec 8 cas .Cela est suivi de la
tranche d’age entre 15 et 24 ans (25%) avec 4 cas. Alors que les autres catégories (0-14, 46-
65, 66 et plus) possedent des faibles pourcentages qui sont respectivement (0% avec 0
cas ,19% avec 3 cas, 6% avec 1 cas) . Ces résultats nous montrent que la tuberculose touche
plus les jeunes et les enfants sont moins touchés par cette bactérie. Des résultats similaires ont
été rapportes par Centre biologie Maroc (2016-2017), les pourcentages qui sont trouvés pour
chaque tranche d’age sont les suivants ;0% ayant un &ge compris entre la tranche 0 et 4 ans ;
6.12% ayant un age compris entre la tranche 16 et 20 ans ;69.38% ayant un age compris
entre la tranche 21 et 60 ans;12.24% ayant un age plus de 60 ans (Centre biologie
Maroc) .Ce résultat nous permet de déduire que la tuberculose infecte plus les jeunes ,ceci
peut étre éclairé par I’interaction de cette tranche avec le milieu extérieure . Le VIH est un
facteur de risque aussi participe a la dispersion de la tuberculose ou il y a approximativement

de 10 millions de sujets Co-infectés VIH/tuberculose dans le monde.

» Répartition selon le sexe
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Figure 22:Répartition des cas tuberculeux enregistrés selon le sexe.
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:> D’apres la figure (22), on constate que le sexe masculin est le plus touché de cette
maladie avec un pourcentage de 75% (12 cas). Quant aux femmes, elles sont exposées a un
pourcentage plus faible qui est 25%.

Des résultats similaires ont été rapportés par le Centre biologie Maroc (2016_2017) .1ls ont
montrés que le pourcentage de I’infection tuberculeuse est plus élevé pour le sexe masculin
que le sexe féminin, les pourcentages trouvés chez les hommes et les femmes sont
respectivement 61.22%, 38.77% (Centre biologie Maroc).Cette différence de pourcentage
peut étre expliqué par un facteur important qui est celui du tabagisme. En effet le tabagisme
augmente le risque d’infection par le bacille de koch car il a des effets sur le systeme
immunitaire pulmonaire, il participe a I’inhibition du phénoméne de phagocytose en
empéchant 1’adhésion des bactéries a la surface des macrophages, il intervient également
dans I’immunodépression des lymphocytes pulmonaires[24].Effectivement, il participe dans
plus de 20% des cas de la tuberculose au Maroc .Ce facteur est suspecté depuis longtemps
d’augmenter le risque de la tuberculose et pour cela I’arrét de sa consommation permet de

bien contréler 1’épidémie tuberculeuse dans les pays émergeants.
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Conclusion

La tuberculose est une maladie infectieuse causée par M.tuberculosis .C’est un majeur
principal de la mort a I’échelle mondiale malgré un traitement antibiotique qui est échoué

devant les formes résistantes.

Notre étude rétrospective a porté sur 150 échantillons de types différents (pulmonaires et
extra-pulmonaires) avec une forte proportion de crachat (95.33%) par rapport aux autres
préléevements, indiquant que la tuberculose pulmonaire est plus fréquente par rapport a la
tuberculose extra-pulmonaire.

La tranche d’age 25-45 est la plus touchée avec un pourcentage 50%, indiquant que cette

maladie touche plus les jeunes.

Le sexe masculin est le plus exposé a cette maladie avec un pourcentage (75%).Or, les

femmes ne présentent que 25%.
Enfin Le VIH et le tabagisme augmente le risque de la tuberculose.
Les résultats obtenus grace a notre étude, nous permettent de voir d’autres pistes analytiques.

+ Evaluer le role d’autres facteurs jouant un role dans I’infection de la tuberculose tels
que I’hygiéne, I’alimentation ou encore des facteurs extérieurs a 1’étre humain etc.
Cette évaluation pourra de ce fait, jouer un réle considérable dans la diminution de
cette maladie en prenant des mesures préventives, et notamment en prenant des
mesures d’hygiéne prophylactiques, pour les sujets susceptibles d’étre atteints d’une
telle maladie.

+ Etendre I’étude réalisée a d’autres villes afin de pouvoir obtenir des données

concernant la nation entiére.
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