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INTRODUCTION
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Considérée comme une pathologie du passé, la tlbsec(TB) demeure un
probleme de santé publigue a cause de la propagaio Virus de
I'Immunodéficience  Humaine (VIH) et de [l'apparitiomle souches de
Mycobacteriuntdu complexe tuberculosis (MTBc) résistantes atetraent.

C’est une maladie infectieuse et contagieuse capaédées mycobactéries du
complexe tuberculosis posant un probléme de prioreet de dépistage dans
I'entourage des sujets atteints.

En 2011, selon I'Organisation Mondiale de la Sa@&1S), la prévalence et
I'incidence de la tuberculose au Mali ont été reipement de 90 et 63 pour
100 000 habitants [1].

Les mycobactéries du complexe tuberculosis sontposges de sept sous
especes qui sont :

Mycobacterium  tuberculosis Mycobacterium bovis; Mycobacterium
africanum Mycobacterium microti; Mycobacterium canettii ; &bhpacterium
caprag Mycobacterium pinnipedii et la nouvelle souche découverte
Mycobacterium mundp].

Toutes ces mycobactéries sont capables de causdreieculose maladie mais a
des degrés et des régions diverses.

Le moyen de diagnostic le plus utilisé dans nos pagte la microscopie par la
présence de Bacilles Acido-Alcoolo Résistants (B.R.)[1].

Cette technique est peu sensible et ne permeteptsrd la distinction entre les
éléments du complexe tuberculosis.

La culture et les techniqgues moléculaires commggeligotypage ont permis
d’identifier et de classer les sous espéces de Ioaptéries.

Depuis sa découverte en 1968 par le Dr Castetsneéguipe Mycobacterium
africanum (MAF) est reconnue comme une cause importanteuderd¢ulose
humaine en Afrique de I'Ouest [3].

Sa prévalence atteint jusqu'a 40% dans cette martreonde [4].
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Les études récentes ont montré que malgré unelpnéeavariable dans les pays
de I'Afrique de I'Ouest, MAF est plus rencontré zHes personnes co-infectées
par le VIH et donnerait peu de résistance ou deéctigrapeutique aux

antibiotiques [5,6].

C’est pourquoi nous avons décidé d’étudier cetteabgctérie au Mali dans le

but de déterminer les caracteéristiques de l'infecth MAF chez les patients
tuberculeux au Mali.

Pour faire cette étude, nous nous sommes fixésbjestifs suivants.
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Objectif général

> Etudier la tuberculose Blycobacterium africanumau Mali de Janvier
2006 a Décembre 2012

Objectifs spécifiques

> Estimer la prévalence déycobacterium africanuntdans les infections

tuberculeuses au Mali

»  Décrire les caractéristiques socio-démographiguess mhtients infectés

parMycobacterium africanum

> Décrire les aspects clinico-biologiques des patiemfectés par

Mycobacterium africanum

> Determiner la sensibilité aux médicaments antitclleux des souches de

Mycobacterium tuberculoset Mycobacterium africanum
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CHAPITRE I : REVUE
BIBLIOGRAPHIQIUE
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I.GENERALITES

1-Définition :

La tuberculose est une maladie contagieuse résuleeneffets pathogenes sur
I'organisme d’un bacille tuberculeux qui appartient genreMycobacterium
tuberculosis(bacille de KOCH), beaucoup plus rarement édycobacterium
bovisou Mycobacterium africanum

La variété la plus répandue est le bacille de thpenain: Mycobacterium
tuberculosis.Dans les régions d’élevage, les bovidés peuveatigtectés par
une autre variét®lycobacterium bovigansmissible a ’'homme.

En Afrique on a identifié chez 'homme un bacille dype intermédiaire
Mycobacterium africanundont la pathogénicité est la méme que celle de
Mycobacterium tuberculos|g, 8,9].

2- Historique de la tuberculose, des mycobactériest des médicaments
antituberculeux

La tuberculose (humaine) est une maladie connueislép haute antiquité et
certains ont méme penseé retrouver sa trace jusape ld littérature antique de
I'Inde et de la Chine.

Les Grecs I'appelaient « phtisie » c’est a diresoonption, la comparant a un
feu intérieur qui brdlait les visceres et sesdigsiont été diagnostiquées sur des
momies égyptiennes.

L’infection tuberculeuse était pour les hébreux des chatiments divins.
Hippocrate (5eme-4éme siecle) Galien (2eme sigelgpient déja de donner
une explication a cette maladie mais qui étaitlles gouvent confondue avec
bien d’autres affections pulmonaires. |l faut atienles 18éme et 19eme siecles
pour une meilleure compréhension de cette maladie.

Jusqu’au 18éme siécle, toutes les maladies pulmesnétaient plus ou moins
confonduesGrace a l'intervention de Laennec dans les anné28,1a phtisie

sera identifiee comme une maladie spécifique.
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Dés 1865 J A. VILLEMIN a soupconné le caractereraben de la TB.

En 1873, HANSEN découvre que la lépre est causearpén bacille (Hansen,
1874), qui a beaucoup de ressemblances avec celsep découvert 9 ans plus
tard par R. KOCH.

Des la fin des années 1880, Nocard et Roux montyaat I'addition de la
glycérine stimule la croissance du bacille.

R. KOCH découvre le bacille de la tuberculose humaien 1882
Mycobacterium tuberculosist réussi sa culture sur sérum de bceuf coagulé en
1884.

Il mit au point le test a la tuberculine. DORSETtra@ point un milieu de
culture a I'ceuf.

En 1885 ZIEHL et NEELSEN mirent au point une méthatk coloration
spécifigue aux mycobactéries basées sur l'acidoe#d résistance. Cette
méthode de coloration est aujourd’hui utilisée dkasslaboratoires d’'analyse
médicale pour le diagnostic bactériologique deilgetculose.

Les travaux de Rivolta en 1889, puis de Maffucci 90 conduisent a
différencier le bacille aviaire du bacille humain.

En 1895 de nombreuses mycobactéries furent dédesver

En 1909 la tuberculine fut utilisée par C. MANTOUXL879-1947).
A.CALMETTE (1863-1933) meédecin et C.GUERIN (1872619, vétérinaire
nN'avaient constaté que I'ensemencement d'une soueirelente de
Mycobactérium bovisur un milieu fait de pomme de terre, bile de begude
glycérine n'altérait en dehors de son pouvoir pgéme aucun des caracteres
principaux du bacille, notamment pas celui d’induine allergie.

Des ensemencements répétés 230 fois entre 1908 &taht rendu la souche
inoffensive. Des 1921 la vaccination par le BCGajBade Calmette et Guérin)

est utilisée chez ’'homme
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En 1944, S. A WAKSMAN avait découvert le premietiliotique actif contre
le bacille tuberculeux: la streptomycine.

La chimiothérapie antituberculeuse fut apparue finlale la deuxiéme guerre
mondiale. En effet jusqu’aux années 1950, lesamagints antituberculeux furent
lourds et trés souvent inefficaces.

D’autres médicaments ont été découverts dans feseargui ont suivies :

v' En 1951 Ethambutol

v En 1952 Isoniazide et Pyrazinamide

v' En 1956 Ethionamide

v En 1969 Rifampicine

v’ En 1953, d'autres mycobactéries acido-alcooloiasiss, les bacilles
«para tuberculeux» ont été mis en évidence damaile=sux les plus divers (eau,
terre, fumier, beurre).

Pollak et Buhler confirment le pouvoir pathogenecasionnel de certaines
especes de mycobactéries et isolycobacterium kansassur des cadavres
humains, ce qui relance les recherches sur les lmagtéries atypiques
responsables de diverses mycobactérioses humaiaesrales [10].

En 1968, Castets, Boisvert, Grumbach, Brunel et Bécrivent une variété
africaine du bacille tuberculeux, qui a été rapidetirelevée au titre d’espece et
appelée Mycobacterium africanusm(Castets et al, 1968).

En raison de leur origine géographique, ces souabds été appelées
Mycobacterium africanurpar la suite deux sous types ont éteé identifiés.

Le sous-type | avec les caractéristiques culturatidsochimiques proches &
bovis est surtout isolé en Afrique de I'Ouest et pré&cisnt dans le Golfe de
Guinée, ou il serait responsable de la moitié deulzerculose pulmonaire
humaine [11-12]. Il a été d’abord décrit comme gpas espece distinguée au
sein duM. tuberculosiscomplexe en 1968 [13]. Les tests biochimiquesnaist
en évidence l'aspect intermédiaire de MAF eMrauberculosistM.bovis.
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Elle donne des résultats variables sur les carsitres biochimiques, c’est ce
gui complique la classification appropriée de lasespece. Cependant, la dite
classification a été révisée depuis I'avenementadmiques moléculaires [14].
Le sous-type Il semblable &d. tuberculosisgest localisé en Afrique de I'Est.
MAF représente 20 a 40% des souches tuberculessiEes au Sénégal [14].
Meissener a décrit des isolats similaires au Gkear969 [15].

MAF pousse plus lentement quM.tuberculosissur milieu de Lowenstein-
Jensen (LJ), 6-10 semaines environ contre 3-4 semgiourM.tuberculosis
[16,17]. En utilisant la morphologie des coloni¢sles résultats biochimiques,
une distinction a été faite entre la variété deddadt celle de Yaoundé [18,19].
Des études menées au Sénégal dans les années ABfowntré que la
prévalence de MAF varie selon les régions et enemog 19,2% chez les
patients a frottis positif de tuberculose pulmomaita figure 1 illustre la

prévalence de MAF en Afrique.

Page

Thése de Médecine FMOS 2013 34 Antiémeé Combo. Georges TOGO



Le poids de Mycobacterium africanum (MAF) dans la Tuberculeuse pulmonaire au Mali

Figure 1 : Prévalence dbl. africanun dans les pays oueafricains

Burkina Faso
Mali Mo MAF1 Tunisia
1.7% MAFA1 1.7% MAFZ2 0% MAF1
28% MAF2 2.9% MAF2
Senegal
2.2% MAF1 "
17% MAF2
the Gambia
No MAF1
38% MAF2 _ _
Central African Republic
Guinea Bissau No MAF1
51% MAFZ2 S
— _(r f Cameroon
Sierra Leone 11% MAF1
o
?'ngof ;::,521 Ivory Coast Nigeria |L0-8% MAF2
14% MAF1 11% MAF1
8% MAF2 No MAF2
Ghana Benin

21% MAF1 || 39% MAF1
8.4% MAFZ|| 9% MAF2

Source:de Jong BC, Antonio M, Gagneux S (20.Mycobacterium africanu:
Review of an Important Cause of Human Tuberculosi®Vest Africa.PL0S
Negl Trop Dis 4(9).

M.tuberculosiset MAF sont des souches sensibles a la pyrazinan4].
L’ensemble des especesnsitutives deMycobacterium tuberculoscomplexe
sont trés proche génétiqguem Les techniques’dybridations de IADN et le
séguencagautomatique des genes ADNr 16s et hs| nepermettent pas (les
différencier. Une séquence d’insertion IS 6110 spécifigue desillém
tuberculeux a été découve [20,21, 22].

Le nombre de copie varie selon les souches etdasple mycobactér Ces
copies sont intégrées de facon stall'intérieur du génome de chaque souc
L'utilisation de la technigue RFLP (Restriction Fragment Len
Polymorphism) avec une sonde spécifique d’lS 6a permi: 'obtention du
profil épidémiologiquedes bacilles tuberceux depuis de nombreuses anr
[23].

Page

Thése de Médecine FMOS 2013 35 Antiémeé Combo. Georges TOGO



Le poids de Mycobacterium africanum (MAF) dans la Tuberculeuse pulmonaire au Mali

Des marqueurs génétiques ont été évalués caractériser certaines espée
dont I'étude de polymorphisme du géne gyrB. Spoligotyping a permis
d’obtenir des profilsépidémiologiques caractéristigues a l'intér de M.
tuberculosiscomplexe dgrouper des souches [24, 25].

La disponibilité d’'un traitemerefficacea eu cependant un impact trés favor:
sur I'évolution de la tuberculose, cette diminutigguliére s’est ralentie ve
1986 a cause de fmandémi de l'infection a VIH. Pourtansarégression avait
commencé avant la découverte des antibiotigue® suit’amélioration de
conditions de vie dgsopulatiors dans les pays occidenta®e fait illustre bier
le caractére social de cette maladie dont I'appariet I'évolution paraissent
liées a la pauvreté [26]

3-Epidémiologie

3-1.EpidémiologieGlobale

Figure 2 : Incidence de la tuberculose dans le monde en

Estimated new
TB cases (all forms)
per 100 000 population

[ ]o0-24 \
[ 25-49

[ s0-149

B 150-299 }
300 ) e
[_] Noestimate

I Not applicable

SourceGlobal Tuberculosis Report of WHO 2(
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La tuberculose est un probleme mondial de santdiquéb en constante
progression. D’ailleurs, 'OMS considere la tubdéose comme I'épidémie
mondiale la plus dangereuse, et comme une urgeapgaise au hiveau
planétaire [27]. La tuberculose pulmonaire est ques toujours due a
Mycobacterium tuberculosiBK). La contamination est interhumaine par voie
aérienne a partir de gouttelettes de secrétionpiradsires aérosolées
(gouttelette de pflugge).

En absence de traitement, une personne atteiritddeculose évolutive peut en
infecter en moyenne 10 a 15 autres en espace dumnée. Il y a 22 pays qui
comptent pres de 80 % des cas de tuberculose ddenstrdans lesquels la lutte
contre la tuberculose a recu une attention pari@itiepuis I'an 2000.
L’épidémie du SIDA et I'émergence de bacilles mudistants aux
antibiotiques contribuent & aggraver I'impact dautzerculose.

L’'OMS estime qu’entre 2000 et 2020, pres d'un mailli de personnes seront
nouvellement infectées et que 200 millions d’enttkes développeront la
maladie, dont 35 millions mourront de tuberculosausune ameélioration n’est
apportée dans le contrdle de cette infection [B8)artir des années 1952, avec
I'apparition d’'une chimiothérapie efficace, le dacbe la tuberculose était
envisageable. Dans les pays industrialisés, leeistjnfection déclinait de 10 a
15% et le seuil d’éradication de la maladie étaé & 2015-2030.

Par contre dans les pays en voie de développetadat)x de déclin était estimé
a5 a 10% en Amérique latine, dans les Caraibes éffrique du nord. Ce taux
diminue et était au maximum de 3% en Afrique sutmganne et en Asie du
sud-est, du méme ordre que le taux de croissamsegiéphique.

En 2012 le nombre de nouveau cas dans le monded&aviron 9 millions
dont moins de la moitié est officiellement déclaaséec plus de 3 millions de
déces. Plus de 8 millions de nouveaux cas de tulosec active se trouvent dans
le monde, dont 80% en Afrique [26].
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Le rapport 2012 de I'OMS sur la lutte contre ladrdulose dans le monde
fournit les informations les plus récentes suridiémie et les progres réalisés
dans les soins et la lutte contre cette maladiertr ples données rapportées par
204 pays et territoires qui comptabilisent plus98éo des cas de tuberculoses
dans le monde. Environ 60% des cas de tuberculmseement les régions de
I'Asie du sud-est et du Pacifique occidental. Lelret la Chine sont les deux
pays les plus touchés avec presque 40% de I'ensaiebl cas. Cependant, la
Chine fait partie des 22 pays dans le monde qugestre un déclin notable des
cas de tuberculose.

La région africaine abrite 24% des cas de tubeseutmésents dans le monde, au
Mali la proportion de nouveaux cas de tuberculagenpnaire a frottis positifs
est de 3777(68%) contre 3562 cas (67%) en 2011 [29]

3-2.Co-infection Tuberculose /VIH

La recrudescence de la TB a commenceé vers 198&&@iz-Unis d’Amérique
avec l'augmentation du nombre de cas (3% en 1986e6 1990) puis le role
important de I'infection a VIH/SIDA est apparu dareste résurgence.

En Afrique Noire et en Asie du Sud-Est, I'importarde I'endémie tuberculeuse
et la prévalence élevée de I'infection a VIH/SIDAt oendu cette situation plus
fréquente qu’ailleurs. Des les premieres étudesa®rn Afrique centrale et de
I'Est, un taux de co-infection tuberculose-ViHa 30% a été enregistré. En
2010, la prévalence de la co-infection TB/VIH vdrentre 16 et 80% selon les
pays d'Afrique subsaharienne, en moyenne de 368U¥8 a 6% dans les pays
occidentaux).

L’infection a VIH a donc entrainé une résurgencelaldéuberculose dans le
monde, en particulier en Afrique subsaharienneneéd®e du Sud-est, continent

ou I'endémie tuberculeuse était encore important&981 [29].
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Environ 23% des tuberculeux testés étaient pogitts le VIH dans le monde,
par contre cette proportion était plus élevée dasgpays d’Afrique (46%) et
représentant pres de 80% des cas de co-infectioerdulose-VIH dans le
monde [29].

Dans le monde, 40% des malades tuberculeux onfiibénd'un dépistage du
VIH en 2011.

Dans la région Afrique, 69% des malades tubercunixsubi un dépistage du
VIH en 2011, contre 3% en 2004.

A l'échelle mondiale, 48% des patients co-infegéas le VIH/TB ont eu un
traitement antirétroviral en 2011. Le nombre despene traitée pour une
infection a VIH/SIDA et ayant subi un dépistageladuberculose a augmenté
de 39%, passant de 2,3 a 3,2 millions, entre 2Q120&1. Pres d'un demi-
million de personnes exemptes de tuberculose évelont recu un traitement
préventif par l'isoniazide, et ceci grace aux pesgrealisés en Afriqgue du sud,
plus de 2878 (76%) on été traité avec succes au[R#l

3-3.La Tuberculose Multi-résistante (TB-MR)

La TB-MR se définit comme une tuberculose résistanta fois a l'isoniazide
[H] et a la rifampicine [R], les deux médicamentajeurs de la premiere ligne
utilisés dans le traitement de la tuberculose poblite. Récemment, un
deuxieme facteur de gravité s'est ajouté a l'iided VIH :

- la résistance aux médicaments antituberculeuxsegdlila tuberculose a
germes multi résistants et,

- la tuberculose a germes ultra résistants.

3-4.La Tuberculose ultra-résistante (TB-UR)

Elle est définie par I'OMS comme une TB-MR avec urésistance
supplémentaire aux fluoroquinolones (FQ) et a auinsnd'un des trois
médicaments antituberculeux injectables de deuxiéigre utilisés dans le

traitement (capréomycine [CPM], kanamycine [KM]amikacine [AMK]).
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4. Physiopathologie

Les bactéries responsables de la tuberculose harsaimt trés variées, surtout
celles du complexe tuberculosiMycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
boviset Mycobacterium africanum.

Ce sont des bacilles acido-alcoolo-résistants BR), et les lésions qu’elles
déterminent sont tres polymorphes.

D’autant plus que les facteurs intervenants damgtarmination de ces lésions
sont nombreux :

v' La résistance de I'hote et les phénoménes d’hypsitsiété au cours de
I'infection.

v Le nombre de bacille infectant et leur vitesse aBssance au cours de
I'infection.

Cependant, la localisation pulmonaire est de lairplus fréquente et la plus
contagieuse.

Elle est aussi la plus grave par son caracterdidad et son impact sur la vie
socio-économique. Elle évolue en plusieurs étapssit@t I'arrivée des bacilles
tuberculeux dans les alvéoles pulmonaires par aéreenne, deux éventualités
peuvent se présenter :

- Si le sujet est immunologiquement compétentbksslles sont captés par les
macrophages tissulaires et sanguins dans lesdaete imultiplient. D’autres
macrophages et monocytes sont attirés et particigerprocessus de défense
contre l'infection, le foyer ainsi constitué estfsyer initial traduisant la primo-
infection tuberculeuse. Cette primo-infection s@itéinhalation de bacille guérit
le plus souvent spontanément. Cependant; l'infactidberculeuse persiste a
I'état latent avec des bacilles vivants mais domnpemdant des années apres la
guérison apparente de la primo-infection tuberadetlelle se transforme en

tuberculose active chez environ 10% des adultesumacompétents.
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Mais le risque est beaucoup plus élevé chez I'enfddpassant 40% chez le
nourrisson.

- La réactivation de la maladie est favorisée pae baisse de I'immunité
cellulaire: vieillissement, stress, malnutrition ism&urtout immunodépression
(corticothérapie, chimiothérapie, infection a VIHihe dissémination par voie
lymphatique ou par voie sanguine provoque une mmaliat des localisations
extra-pulmonaires. Une localisation extra-pulmamaipparait dans 25% des cas
(environ 70% au cours de l'infection a VIH).

En l'absence de traitement, la tuberculose pulmenactive est mortelle dans
50% des cas. La moitié des survivants (25%) guarisspontanément; I'autre
moitié (25%) sont porteurs chroniques qui contritiu@ propager la maladie.
Sous traitement adapté et suivi, la tuberculoseadteoujours guérir.

La Thb-MR comporte jusqu’a 80% de mortalité chemitiunodéprimé. On peut
étre asymptomatique ou symptomatique avec des esdmiions cliniques
discretes : petite altération de [I'état généralprigtile, asthénie et
amaigrissement. Si le foyer initial persiste, laltplication des bacilles peut
evoluer vers une résorption. Si le sujet est sodnaies conditions défavorables;
affaiblissement de [l'organisme pour plusieurs mssoqui produit une
décalcification de la gangue suivie de la libératdes bacilles ; le sujet peut
subir une réinfection et la maladie évolue versdeond stade on observe alors
deux types de Iésions.

»  Une lésion de type exsudatif :

Caractérisé par une réaction inflammatoire aigugc awfiltration liquidienne
suivi d’cedeme pulmonaire avec présence des maayephdes polynucléaires
et plus tard, des monocytes autour des bacillesr¢ukeux, si la multiplication
s’arréte la, il y a évolution vers la résorption.

»  Une lésion de type productif :

Caractérisé par une Iésion granulomatose chronaunstituée par trois zones :
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- Une zone centrale avec de nombreuses cellules ggtaontenant des
bacilles tuberculeux,

- Une zone médiane constituée par des cellules é@pithes et

- Une zone périphérique formée par des fibroblastes, lymphocytes et
des monocytes.

Quand la zone centrale se nécrose, il se prodaithomogénéisation solide qui
aboutit a la formation du caséum, processus fondthde la tuberculose. Au
début de la caséification, on observe un grand nerdb bacille dans la Iésion
par rapport a sa fin ou le nombre diminue progvessent. Cette lésion
caséeuse solide peut évoluer vers une liquéfadions’accompagne d’une
véritable flambée bacillaire suivie d’'une collectidans une cavité délimitée par
une cogue scléreuse qui la sépare du parenchymepaire.

Cette cavité peut s’ouvrir dans une bronchiole &ccompagne d'une
élimination des parties ramollies, c’est la cavepadmonaire qui explique la
chronicité de la tuberculose, sa marche envahissginsa contagiosité surtout
dans les familles ou il ya la promiscuité.

En effet, cette caverne ne guérit pas spontanéraent se produit une
multiplication bacillaire interne dans le revétemeécrotique de sa coque et les
bacilles se répandent par les branches. On aagiste forme disséminée dans le
tissu pulmonaire. Il peut y avoir des complicatioggves telles que ;
pulmonaire, hémorragique, capillaire, ou artérielle diffuse, atélectasie et
cardiaque.

Parallélement, en un a deux mois se développe linit@d de type cellulaire
participant a la lésion granulomatose folliculaiaractéristique de la
tuberculose : nécrose caséeuse centrale, cellesitas et épithelioides
intermédiaires, couronne de lymphocytes périphésqu

Cette immunité s’oppose a une réinfection et ddadinination de I'infection en

cours. En aucun cas elle n’est définitive ni absajue dans 90% des cas.
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Cette réaction amene la guérison définitive dasmésdéfinissant la tuberculose
infection ou tuberculose latente. Les 10% resta@vebppent une tuberculose
maladie, dans la moitié des cas de facon précoama@ns de cing ans, dans
I'autre moitié plus tardivement, parfois apres @uss décades [30, 31,32].

5. Agents pathogénes

Les mycobactéries (famille dédycobacteriaceaeordre des actinomycétales)
sont des bactéries immobiles, acido-alcoolo ré#tista non sporulées, aérobies
intra et extra cellulaires [33].

5-1.Mycobactéries du complexe tuberculosis

> Mycobacterium tuberculosis (MTB) ou bacille de Koch

Le MTB est une bactérie pathogene spécifique deniine mais capable
d’infecter certaines especes animales vivant &e&s (chat, chien). Il est trées
sensible a certains agents physiques : la chdéelumniére solaire, les rayons X
ou UV. Il résiste bien au froid et a la dessiccatet peut demeurer vivant
plusieurs jours dans des produits contaminés tale a@es produits
d’expectorations.

Il est peu sensible a de nombreux agents chimitplegjue les acides et bases
dilués, en revanche, il est tué rapidement pacd@ll dilué a 70%. Le MTB a la
propriété d’étre coloré par la méthode de Ziehlbdl® qui met en évidence la
richesse en lipides de sa paroi.

A la microscopie c’est un bacille fin Iégérementurvés de 1 a 10um de long
sur 0,2 a 0,6 um de large ou groupé en amas sigumitle culture solide,
cordes et torsades sur milieux de culture liquide.

C’est une bactérie a croissance lente possédapiudaun branchement majeur
en hélice mis en évidence par le séquencage de NtADQui ne se développe
pas sur milieu usuel, le milieu d’'isolement classicest celui de Lowenstein
Jensen a I'ceuf coagulé. Les colonies font leur @gopa sur milieu de culture

solide en 2 a 4 semaines, colonies épaisses etusgs, en choux fleur.
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Le genreMycobaterium se caractérise par la présence d’arabinogalactb
d’acide mycoliques spécifique

Les acides mycoliques sont des acides organigwesajphas ramifiés et be
hydroxylés trouvés dans un certain nombre de ¢ Les genres sdifféerencient
par leur nombre respectif d’atome de carb Les mycobactéries possedent

acides mycoliques les plus longs ave-90 atomes de carbone. Leurs aci
sont les seuls a porter des groupements méthoxy#ss fonctions cétones

carboxyliques, des ponépoxydes. Sur les especes de mycobactéries, ot

a lorigine de la tuberculose: la contaminaticinterhumain se fait
majoritairement par voie pulmong ; les populabns les plus touchées sont

enfants non vaccinés, les personnagées, les imigrés, les patients
immunodéprimeés [34,35

Figure 3: Aspects des BAAR dM.tuberculosis apres culture sur miliet
liquide en cordes au microscope aprés coloration de-Neelser

BK (cordes ou moustaches)

Mireille Dosso [36].

> Mycobacterium bovis :
Agent de la tuberculose bovinM. bovisest aussi pathogene pour 'hom

comme l'estM. tuberculosi. La contamination se fait par voie aérienne
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contact des animaux malades ou par absorption ideldavache contaminé.
Agent rare dans les pays développés, il est pkguént dans les pays ou la
surveillance du bétail est insuffisante.

M. bovisse distingue aisément dé. tuberculosispar ses caracteres culturaux
(colonies minuscules, blanches, a surface lisse, ajparaissent) et ses
caractéeres biochimiques (micro-aérophile, niaciégative, nitrate négative).

La prévention se reposer la pasteurisation du lait et I'abattage olibga des
bovidés réagissant positivement a la tuberculine.

Actuellement on distingue deux sous espedésbovissubsp bovigt M. bovis
subsp capraeElles sont tres proches phénotypiqguement. La @iffée c’est la
sensibilité a la pyrazynamide alors gude bovis subsp bovisst résistantayl.
bovissubsp capraest sensible [37,38, 39].

> Mycobacterium africanum

Elle sévit en grande partie en Afrique de l'ouester Afrique centrale, on
trouve dans une proportion importante de cas (80%). C’est une variété du
bacille tuberculeux dont les caractéres culturaux b@chimiques sont
intermédiaires entre ceux dé&. tuberculosiset ceux deM. bovis,cette variété
d’intérét épidémiologique a été dénomnhéeafricanum.

Elle serait responsable d'un quart des cas dedulzse dans les pays comme la
Gambie. Il s’agit d’'une infection de ’'homme et@®page par voie a€rienne a
partir d’'une personne malade.

Il dispose d’'un degré similaire d’infectiologie datiorganisme commeM.
tuberculosis Mais, il est moins susceptible d’évoluer vers nmdadie clinique
sauf chez les personnes vivant avec le VIH SIDAnDEs pays endémiques
elle représente une importante infection opportang stade ultérieur de la
maladie a VIH.

A I'examen microscopique, son aspect est identigoelui deM. tuberculosis

(bacilles, cordes).
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Les colonies sont dysgoniques, rugueuses, plages;odleur mate avec un
bourgeon central et s'enchassent dans la gélosepdeilles sont micro
aérophiles et I'apparition sur milieu se fait 3-46 &emaines apres I'isolement
sur milieu solide de Loweinsten Jensen (L-J).

Les caractéres biochimiques : I'absence habitulleitrate réductase, et le test
a la niacine est parfois positif mais souvent faint positif ou négatiiv.
africanuma une sensibilité variable au TCH (hydrazide d@eitle thiophéne
carboxcylique) et a 5@/ml de pyrazinamide (Castets et coll., 1968) aisi
traité avec un régime identique a la tuberculoss@&a paM. tuberculosis.Sa
mise en évidence en Europe est rare mais possitdeise des migrations [40,
41].

> Mycobacterium canettii

Il a été isolé et identifié par G.Canetti en 1988z un patient francais
présentant une tuberculose pulmonaire cavitairestQin variant lisse dil.
tuberculosisqui a été réecemment décrit chez des patients origgaiveayant
séjournés en Afrique de I'Est [42].

> Mycobacterium microti

M. microti a été découvert par Wells en 1937 sur la chauugsssous le nom
de < vole bacillus>.

Elle est classée comme membre du complekeiberculosis Ce genre est
responsable d’infection chez des animaux commerdageurs (campagnols,
cobayes ou lapins). Son impact chez I'homme essidéré comme nul et
Mycobacterium microtin’est généralement pas considéré comme pathogene
chez 'homme. Néanmoins le spoligotyping met erdénce des infections a
Mycobacterium microtchez I'étre humain [43, 44].

> Mycobacterium pinnipedii

C’est une nouvelle espéece appartenant au compexeberculosisa étédécrite
chez des mammiferes marins pinnipedes (phoquesmdéppard de mer) [45,
46].
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> Mycobacterium mungi

C’est I'agent causal chez les mangoustes bandesivgnt prés de 'homme
dans le district de Chobe au Bostwana.

La dynamique de transmission reste inconnMemungi est un pathogéne
provoguant des taux de mortalités élevé chez legymsastes jeunes qui vivent
en étroite association avec les humains [47].

5-2.Les mycobactéries atypiques ou Non tuberculeuse

Les mycobactéries atypiques ne sont cultivées diieildment in vitro et
peuvent étre confondues avec les bacilles tubarculElles peuvent infecter
I’'hnomme ou d’autres mammiferes.

Elles sont présentes dans I'environnement : & téeau, dans les aérosols, sur
les plantes, et ne sont pas des pathogenes olrggatBarmi ces mycobactéries,
le bacille de la lepre ou bacille de Hansen estsiauxlus. Elles sont
habituellement isolées en tant que contaminantcdisres mais, a des degrés
divers, toutes sont susceptibles de se multiphezd'homme et de provoquer
des maladies simulant la tuberculose que I'on &ppwsicobactérioses Celles-

ci apparaissent essentiellement chez les sujesemant un déficit immunitaire
local (Iésions cavitaires pulmonaires résiduelles) général de nature
thérapeutique (greffés) ou pathologique (cancéASl

Le traitement des mycobactérioses est tres ddfieih raison de I'habituelle
résistance naturelle des mycobactéries atypiquearaituberculeux.

Les especes les plus fréquentes sont

> Mycobacterium avium-intracellulare (MAC)

Ce complexe est retrouvé dans I'environnementu/’da sol mais aussi dans
I'air (aérosols) ainsi que dans I'environnementitadier ou domestique. Il est
composé dedeux espéces distinctes, mais suffisamment propoes étre

groupées danbl.aviumcomplexe. M aviumest responsable de la tuberculose
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aviaire et des infections surtout ganglionnairesezchdes rammiferes
domestiques (porcs).

Les oiseaux sauvages ou domestiques sont contdesraussipar M.avium.
Avant I'apparition duside, M.A.C était isolé au décousinfection pulmonaire
chez I'adulte ou d’adénite ganglionnaire chez ke

M.avium est B mycobactérie la plus fréquemment isolée chezpérsonne
vivantes avec le VIH a un stade avancé avec un teuxymphocytes CD
abaissé en dessous de 100 p [48,49].Le traitement est difficile en raison

la résistance des mycobactéries et d capacité a muter en présences
macrolides.

M.intracellulare est plutél responsable d’infections pulmonaire ou d’adér
gue d’infections chez les personnes vivants av&tHeSIDA.

A I'especeM.avium s’est associée une espece pr : M.paratuberculsis qui

devient la sous espece M.avium subsp paratuberculoset une autre sot

especeM.aviumsubsp silvaticul est retrouvée chez les amiox |50].

Figure 4: Aspects des BAAR dM.aviumapres la coloration de Ziehl Neel

N. aviurr (CoOoccorldes)
Mireille Dosso[36].
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> Mycobacterium xenopi

C’est une mycobactérie plus fréguemment rencontées les infections
pulmonaires en France, et causant des infectionsséiinées plus
principalement chez les personnes vivants avedHe V

Elle est fréquente dans les atteintes osseusedioulares, est aussi retrouvée
dans 'eau potable et I'eau de réactif. Sa pousségénéralement lente sur des
milieux récents. Sur milieux solides, cette esp&cetochromogene prend
'aspect de fines colonies, jaunes, et rondes.’dkiste pas de traitement
standard [51,52].

> Mycobacterium kansasii

Cette espece est retrouvée dans l'eau environnategntomestique et
hospitaliere et en pathologie humaine. Les infesticont majoritairement
pulmonaires, méme si d’autres localisations ont @éerites. L'infection
pulmonaire est observée chez les patients aveladesirs favorisants : silicose,
ancienne tuberculose, infection par le VIH.

Sur milieux solides, elle donne des colonies d’dberemes, rondes, lisses et
brillantes qui deviennent jaune-orangées a la Itemik’aspect microscopique
montre des bacilles assez larges, longs, avecrdaslgtions en échelles. C'est
une des rares mycobactéries non tuberculeusdaciglle les antituberculeux

de premiére ligne sont actifs [53,54].
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Figure 5 : Aspects des BAAR dM.kansasiiapres coloration de Ziehl Neel:.

M. Kansasii (€pais et zebre)

Mireille Dosso [36].

> Mycobacterium gordonae

Cette espece, présente dans [I'environnement esbuvée dans de
prélevementgluri microbien: chez I'étre humain. Il s’agit de colonisation s
incidence pathogene.

Elle est responsable de contamination de I'eaubpmtaelle donneaussi des
colonies scotochromogenes, rondes, ja-orangeées, lisses, brillan et des

aspects largesu microscope [4].
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Figure 6 : Colonies deM.gordonacsur milieu de Lowenstein Jen.

M. gordonae

Mireille Dosso [36].

> Mycobacterium fortuitum complexe

Ces especes sont présentes dans l'environnemdet &bntfréquemment
isolées dans lesaux domestiques et hospitalieres et sont retrguaékétat
commensal chez 'homme. Ce sont des mycobactér@sissance rapide I
plus fréquentes, incant les especeM.fortuitum; M.peregrinun, M.chelonae
M.abcessugt M.chelona-like.

Leur isolement d’'un prélevemeipluri microbien n’est pas rar Elles sont
retrouvées dans des situations iatrog: pose de cathéter, protheses
cardiaques, apresmeésothérap ou lors de dialyse péritonéale. (
mycobactéries sont naturellement résistantes auiulaerculeux et a de

nombreux antibiotiques.
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Figure 7 : Aspects des BAAR dM.fortuitumaprés coloration de Ziehl Neels
et Colonies dé/.fortuiturr sur milieu

Espece a croissance rapide

M. fortuitum

Mireille Dosso [36].

6. Modede transmission

La tuberculose est une maladie contagieendémoépidémiqu, a transmission
essentiellemeninterhumain due au complexe tuberculosidl.(tuberculosi).
L’atteinte pulmonaire est la plufréquente des localisations et représent
source habituelle de transmiss

La transmission du bacille se fait par I'intermédiades aérosols de baci
tuberculeux ou gouttelettes de fgge émisegar les malades atteints de Iési
ouvertes de tuberculogmiimonair.. Dont I'expectoration contient des bacil
mis en évidence par examen microscopique (, dans l'air rejet lorsqu’ils

toussent, et éternuent.
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Figure 8 : lllustrationde la transmission de la tuberculose par les dettte d

Pflugge.

Sujet malade Sujeicontact »

Source : www.cniligny.con

Les différents facteurs qui conditionnent aprés umiealation de bacill
tuberculeux la survenue d’une infection sont li: I'intensite, c’est a dire a |
richesse bacillaire de I'aérosol infectant, la @ueéla répétition des expositiol
et aux moyens de défense de I'organisme dont I'imtéicellulaire

Les mauvaisesonditions de vie précairea promiscuité, Immunodépressio
(VIH, diabete; cancer; hémopathie malignecorticothérapiale longue dure)
et la toxicomanie sont entre autres des facteurssdee pour la survenue

I'infection tuberculeuse.La transnssion par la voie digestive est aL

documentée.

Page

Thése de Médecine FMOS 2013 53 Antiémeé Combo. Georges TOGO



Le poids de Mycobacterium africanum (MAF) dans la Tuberculeuse pulmonaire au Mali

7. Clinique

7-1.Primo-infection

La primo-infection tuberculeuse (PIT) est la consége du premier contact du
bacille tuberculeux avec un organisme indemne dé d¢ontact antérieur. On
distingue trois formes :

v' La primo-infection est cliniquement silencieuse s1&@%% des cas. Un
virage tuberculinique témoigne d’'une primo-infenti@cente.

Dans environ 5% des primo-infections, les manitesta cliniques permettent
le diagnostic (Légeére altération de [I'état genér&pricule, asthénie,
amaigrissement) ;

v' La primo-infection latente caractérisée par :

- La typho-bacillose de LANDOUZY: faite de fievreggressive en plateau, de
sueurs abondantes, de splénomégalie, d’'un séragiigrde Félix et Widal
négatif, et d'une Intradermo-réaction a la tubengu{IDR) positive ;

- L’ érytheme noueux: les manifestations cutamgagjuant le tableau clinique
chez I'enfant fait de nodosité de 1 a 4 cm de diesmeénchassées dans le derme
et 'hypoderme saillant sous la peau douloureusgesint a la face antéro-
interne des jambes, s’étendant aux cuisses etrdwchbital des bras.

- Les manifestations oculaires sont marquées pakdratoconjonctivite
phlycténulaire.

Le diagnostic de la primo-infection repose sur RQui est le plus souvent
positive. La radiographie pulmonaire demeure soumenmale au cours de la
primo-infection mais quelque fois elle se traduair ging signes majeurs : la
condensation parenchymateuse; I'atélectasie lolmirsegmentaire qui est la
manifestation la plus fréequente chez le nourrisdes; adénopathies hilaires
(image en cheminée); I'épanchement pleural liguidit I'aspect de miliaire. Le
foyer initial se traduit par une opacité alvéaagrossierement arrondie de
guelgues millimetres de diametre. Il est générat@nassocié a une opacité

linéaire convergeant vers le hile et traduisartdiate lymphatique.
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L’évolution est généralement favorable, les sigoksiques disparaissent en
guelgues jours, I'amélioration radiologique esttéersouvent, 'on observe une
persistance des calcifications du chancre et désagéthies. Elle se complique
de facon générale en formes extra pulmonaires @@nannées qui suivent la
primo-infection tuberculeuse.

Les plus rencontrées sont: pleurésie, péricardiierculose péritonéale,
méningite, ostéo-articulaire et la miliaire. La PpEut se confondre avec la
typhoide, maladie de Hodgkin, la septicémie, lacsdose et le cancer
pulmonaire [56,57].

7-2.La tuberculose pulmonaire commune

C’est une forme de tuberculose pulmonaire post girem caractérisée par une
combinaison de Iésions exsudatives menant a laficatién et a la formation
de cavernes et de lésions productives évoluant laefibrose. Elle est la plus
fréquente et représente 80% des localisationsdulserses.

C'est pratiqguement la seule localisation permettEnttransmission de la
tuberculose.

Elle est la résultante soit de maniére rare d’'\gggavation progressive du foyer
initial de la primo- infection soit d’'une infectioexogene a partir d'un sujet
contagieux, soit d’'une réinfection endogéne a paté foyers tuberculeux
latents ganglionnaires ou parenchymateux ou le llbatuberculeux peut
persister toute la vie a I'état dormant.

Il peut s’agir d’'une tuberculose pulmonaire inssdfnment ou non traitée, ayant
laissé en place des bacilles. Le tableau clinicgig ptre évocateur devant une
hémoptysie ou un épanchement pleural liquidiemsDeertains cas I'aspect
peut étre trompeur et simuler une maladie respieatogué. La découverte est
souvent fortuite lors d’'une radiographie pulmonaieg les signes fonctionnels
sont en général discrets (asthénie physique, fdbricvespérale, sueurs
nocturnes, douleurs thoraciques, toux séche ouuptivé persistante résistant

aux antibiotiques habituels, altération progresdivdétat général).
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Les signes stéthoacoustiques sont aussi pauvrese @ cas d’expression
radiologique importante. Chez les sujets PV VIHsyanptomatologie peut étre
atypique. La fiévre au long cours et 'amaigrisseiriaexpliqgué constitue des
signes d’appel suffisants pour initier une explorattuberculeuse [58].
7-3.Tuberculose extra pulmonaire

Elle peut étre localisée dans plusieurs organd®odgmnisme. On distingue : la
tuberculose Hépato Spléniques, la Méningite Tubeuse, la tuberculose
Gastro-intestinale, la tuberculose ganglionnaaduberculose ostéo-articulaire,
la spondylodiscite tuberculeuse, la spondylite tableuse, l'atteinte de I'arc
postérieur, la péricardite tuberculeuse, la tudessupleurale [26].
7-4.Tuberculose et immunodépression

Un déficit de I'immunité cellulaire augmente le que d’apparition de la
tuberculose maladie et détermine la forme et daitgr de celle-ci. L'incapacité
de cellules immunitaires normalement compéten&s@écher la multiplication
des bacilles au niveau de la primo-infection prawd’apparition de la
tuberculose maladie. Ce sont les patients recevdes traitements
immunosuppresseurs (principalement les transplaotésies PV VIH qui sont
les plus concernés.

Contrairement a d’autres pathologie, la tubercukesaléclare précocement, le
diagnostic étant porté dans les 2 /3 des cas lerktaux de lymphocyte CD4
atteint environ 250 par pl. L'aspect clinigue n'gsts toujours évocateur, la
forme pulmonaire unique n’étant retrouvée que 4% des cas. De méme la
localisation pulmonaire peut avoir des formes pguigues : la présence de
caverne est rarement observée par la radiograjlés. localisations extra-
pulmonaires, ganglionnaires, hépatiques, splénjopesénales accompagnent
le plus souvent le foyer pulmonaire.

La tuberculose augmente la mortalité chez les P &lméme avec des taux de
lymphocytes CD4 élevés. Le traitement de la tubdeseuest prolongé a moins 9

mois dans ce cas.
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Il est en général efficace, mais les antituberculpauvent étre mal toléré,
s’ajoutant aux effets des autres médicaments agirésinotamment les ARV.

Le suivi des PV VIH peut donc étre compliqué. Lérdction entre SIDA et
tuberculose est devenue un probleme de Santé Bebpgr I'apparition de
souches résistantes ou multi résistantes [21].

8. Diagnostic

8-1.Diagnostic bactériologique

Le diagnostic de certitude de la tuberculose reposda mise en évidence du
BK dans les produits pathologiques.

Dans la tuberculose pulmonaire, elle permet lagratie des sujets bacilliferes
qui sont a l'origine de la propagation de la matadi

. Examen direct d’expectoration

- Principe

Les mycobactéries, du fait de la structure de [gnoi, ne prennent pas les
colorants usuels comme ceux utilisés pour la cotorale Gram.

Elles sont capables en revanche d’étre coloréeagachsine ou I'auramine et
de conserver ces colorants malgré 'action corgoe I'acide et de I'alcool.
Elles sont dites bacilles acido-alcoolo résistafBAAR). Il est impératif
d’effectuer le prélevement si possible avant taaiteément anti-mycobactérien.
L'utilisation de récipients stériles, a usage ueigd a fermeture hermétique est
recommandée. Il faut éviter la contamination potnére a l'origine d’examen
faussement positif. En cas de négativité des egp@ins ou devant la
difficulté pour un patient d’émettre des crachaes gualité, les produits
d’aspiration trachéale ou trachéobronchique serenteillis a l'aide d'une
sonde d'aspiration. En hospitalisation, des tubagestriques ou se les enfants
(particularité de ne pas cracher) sont égalemeatisés chez les maladageun,

alités depuis la veille et le plutdt possible aerke
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- Coloration

La technique de référence (Ziehl-Neelsen) pourreoltes structures pariétales
des mycobactéries permet la fixation en série debmeux frottis. Les
mycobactéries apparaissent comme de fins bacillsssqu moins régulier roses
a I’Auramine Rhodamine, d’ou une spécificité de d00e cette méthode pour
les mycobactéries, contre la méthode de Ziehl-eelstilisant la fuchsine
phéniquée a chaud, suivie d'une décoloration pag solution d’acide et
d’alcool mélangée et d’'une contre coloration awlde méthylene sur un fond
bleu-vert irréversible de colorant tel que la fuokset I'Auramine.

L'observation des frottis se fait au grossissem@ijectif 100) du fait du
bacille, des BAAR, et une observation d’au moin® 8@amps est nécessaire
avant de rendre un résultat négatif (20 min / lamEgla représente
I'inconvénient majeur de cette technique pour lexation.

- La méthode de la fluorescence

Plusieurs laboratoires ont remplacé la techniqugielel-Neelsen par celle de la
coloration a l'auramine rhodamine qui présente rfédmes propriétés que la
fuchsine phéniquée pour colorer les mycobactétiesservation est effectuéee
sur un microscope a fluorescence sous la lumieneebbu rayonnement UV, les
BAAR apparaissent comme des batonnets jaune viéents sur fond sombre.
C’est pourquoi les frottis colorés par I’Auramineupent étre examinés avec un
objectif de faible grossissement a I'objectif 25 qu& permet d’examiner la
totalité du frottis en 5 minutes au moins. La scefade chaque champ
microscopique observé étant 16 fois plus grandeave@ un objectif a
immersion de grossissement 100, 'examen micraguoepest plus rapide, plus
aisé et plus sensible [59,60,61].

- Notation des résultats

Le nombre de bacille observé dans un frottis refletgravité de la maladie et de
la contagiosité du malade. Il est donc importannder le nombre de bacille

observé sur chaque frottis.
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Le tableau ci-dessous montre la méthode de notdéagsultat.
Tableaul: Notation des résultats de I'examen direct d’expation [62].

0 BAAR Par 100 champs a Négatif

I'immersion

1 a9 BAAR Par 100 champs a | faiblement positif ou « Rares

I'immersion BAAR »
10 & 99 BAAR| Par 100 champs a positif 1+
I'immersion
1 a4 10 BAAR | Par champ positif 2+
Plus de 10 Par champ positif 3+

BAAR

Si le frottis est correctement préparé, il est sgaiblable que le nombre de
bacille qu’il contient sera lié a la concentrataes bacilles dans les crachats. La
probabilité de ne pas trouver de BAAR dans ledifratiminue constamment
lorsque la concentration des bacilles dans lesaapdions augmente. Quand la
concentration des bacilles dans les expectoratieents 100 000 par ml, la
probabilité d’'un résultat négatif est presque 6@l [

- Sensibilité de 'examen microscopique

L’examen microscopique n’est pas trés sensible guiis faut entre 5000 et 10
000 bacilles par ml de crachat pour que I'on puisseau moins un BAAR sur
un frottis avec une probabilité supérieure a 95 ¥Wexamen de plusieurs
échantillons en général trois, améliore la sengglile la technique.

Malgré ses limites, I'examen microscopique reste @tape essentielle du
diagnostic de la tuberculose puisqu’il permet decér rapidement, en pratique

en moins d’'une heure, les malades les plus contagieur leur entourage.
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Pres de 50 % des malades atteints de tuberculds®maire a culture positive
ont des bacilles visibles a I'examen microscopique.

En cas d’infection par le VIH, le taux de positévies frottis dépend du degré
de I'immunodéficience [63].

- Résultats faussement positifs

v' Particules acido résistantes 1l arrive qu'un échantillon de crachats ou
un frottis contienne des particules qui sont agésistantes, c’est a dire que,
traitée par la méthode de Ziehl-Neelsen, ellesemagnt le colorant rouge
(fuchsine phéniquée) et résistent a la décolorgb@nl’acide et I'alcool. Les
particules rouges peuvent parfois ressembler da@es tuberculeux.

Ce sont certaines particules alimentaires (par plesrdes cires, des huiles), des
précipités, d’autres micro-organismes, des matigr@ganiques qui donne des
artéfacts.

v' Contamination par transfert de bacilles d’'un frottis a I'autre :

Il peut arriver que des bacilles soient transfeésidentellement d’'une lame
positive a une lame négative, lorsque plusieurs esansont traitées
simultanément dans des cuves a coloration ou alatdtion. Des bacilles
peuvent également étre transférés accidentellesndatbaguette de verre ou le
compte-gouttes utilisé pour appliquer I'huile a iemsion sur la lame touche la
surface d’'une lame positive et enléve un peu dé&dro

- Résultats faussement négatifs

lls sont habituellement dus a des insuffisances tepréparation, la coloration
et la lecture du frottis. Le recueil correct dechantillon et la sélection
soigneuse des particules de crachats sont des réEnessentiels de la

préparation du frottis.
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. Diagnostic a partir de la culture

La culture est beaucoup plus sensible que I'exammmoscopique et permet
I'identification de la mycobactérie isolée, ainsiegla mesure de sa sensibilité
aux antibiotiques.

En raison des exigences nutritives et de la crotesdente de la majorité des
especes mycobactériennes (en moyenne 20 heures lpouemps de
multiplication deM. tuberculosi}, il est nécessaire d’employer des milieux de
culture enrichis et de décontaminer les prélévesnamant de les ensemencer.
On ensemence les crachats, les pus caséeux etlesgments tissulaires.
L’identification se fait selon la vitesse de craisse, le caractere morphologique
des colonies au Ziehl, les caractéres biochimiqutda croissance en présence
d’inhibiteurs. Le milieu solide a I'ceuf de Lowenistdensen est le milieu le plus
couramment utilisé.

La température optimale de croissance est de 35@& Be pH optimum est de
6,8 a 7 I'aspect des colonies est ruguddxuberculosi3.

Lors de la primo culture, les colonies Ne tuberculosispoussent en 2 a 4
semaines sur milieu gélosé de Middlebrook®, enemiliquide par systéme
fluorescent grace adycobacterium Growth Indicator TuliGIT) qui pousse
en 10 a 20 jours.

Des l'apparition de colonies constituées la fluoeege du MGIT est observée
grace a un lecteur automatique, semi-automatiquaanuel. Apres vérification
au microscope optique de la présence de BAAR, Udtsires sont déclarées
positives.

Les résultats sont exprimés quantitativement enbnere colonie par tube.
L’antibiogramme permet de rechercher une résistamrénaire aux
antituberculeux de premiere ligne ou secondaire derl’échec du traitement ou
rechute [61].
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L’OMS a recommandé récemment pour les pays en oigveinent I'utilisation
du Xpert MTB/RIF® pour le test de sensibilité auximberculeux de premiere
ligne. Cette technique peut étre effectuée dandabaratoire peu équipé et
méme dans un laboratoire mobile. Il permet une ctiéte rapide deM.
tuberculosisen quelques heures et permet de diagnostiqua¥slatance a la
rifampicine, antibiotique majeur de la premiéreng La résistance a la RIF
étant rarement isolée, cet automate permet de tdeté€s rapidement les
souches de TB-MR [26].
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Figure 9 : Milieux de cultures utilisés au laboratoire de taodose de SEREFO
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8-2.Diagnostic radiologique

. Radiographies Standards

Les radiographies standard du thorax peuvent é&itesf pour complément
d’'informations dans la tuberculose. Il existe demges évocatrices mais pas
toujours pathognomoniques.

La topographie est généralement apicale (apex,rjowéexplication semble
étre la plus grande pression intra alvéolaire deyljene favorable au BK. Ces
|ésions sont souvent bilatérales, associant diygess de Iésions élémentaires :
Images nodulairesetiImages cavitaires

. Radiographie du rachis

Elle peut étre faite en cas de tuberculose ver@&bciest-a-dire gu’elle sera
centrée sur la colonne vertébrale, dorsale, lorabair le coccyx. Grace a
I'incidence de DESEZE (cliché dorso-lombo-pelvian aiché de profil centré
sur L5-S1), on peut voir sur une radiographie esspld’état :

v' Anomalie ostéolytique des plateaux vertébraux :idéralisations, flous,
irrégularité puis érosion ;

v Anomalie ostéolytique des corps vertébraux adjacemféodes typiques
en miroir, ostéolyse, tassement vertébral tradtiisarabcés des parties molles.
A un stade plus évolué non traité, on peut obsemer:

v' Ostéolyse des corps vertébraux avec tassemenbradrié

v' Déformation vertébrale (cyphose et scoliose) ;

v Image de reconstitution : condensation péri |éstlan ostéophytes
latéraux [61].
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8-3.Le test tuberculinique

Il consiste en linjection intradermique de 0,10 ¢he tuberculine purifié a la
face antérieure de I'avant bras. La lecture seefaiB ou 4 jours et consiste en la
mensuration ou a I'observation de la réaction agacausee par l'injection du

produit.

Le tableau 2 nous présente les résultats attesdiis [

Tableau Il : Résultats et Interprétation de I'IDR

Résultats Interprétation

Anergie Absence d’induration papable
Neégatif Diametre transversal de

Chez I'immunodéprimé I'induration inférieur a 5mm
Positif Diamétre transversal de

I'induration inférieur a 5mm

Neégatif Diametre transversal de
Chez I'induration supérieur a 10mm
I'immunocompétent Positif Diametre transversal de

I'induration supérieur a 10mm

Phlycténulaire Diametre transversal de

I'induration supérieur a 10mm

8-4.Autres examens complémentaires

- La respirométrie, radiométrie ou Bactec (Technige de culture)

C’est une méthode de détection rapide de la myt¢éhbaen milieu liquide. Elle
est basée sur la mesure du ,C@arqué par le carbone 14 libéré par les

mycobactéries au cours de leur croissance.
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Des gquantités minimes de ¢@arqué pouvant étre mesurées, la présence de
mycobactérie est détectée dans les prélevemenisfpasl non a I'examen
microscopique. C’est actuellement la méthode |a phpide pour la réalisation
de I'antibiogramme effectué en moyenne en 7 jobid$. [

- ’anatomo-pathologie :

Elle peut contribuer au diagnostic. Le folliculebénculoide et la nécrose
caseeuse sont des arguments majeurs en faveutulefaulose [58].

- Méthodes immunologiques :

De nombreux essais ont été effectués pour mettrgoaint une sérologie
spécifique de la tuberculose.

Jusqgu’ici aucun n'a donné de résultat satisfaigpmabablement des antigenes
utilisés, aussi purifiés soit-ils contiennent dégedminants antigéniques présents
dans I'ensemble des mycobactéries, entrainant éietions croisées entid.
tuberculosiset les autres mycobactéries [61].

9. Traitement

9-1.Traitement préventif

. Prévention de la Tuberculose

La priorité de la prévention serait de diagnostiqgues malades dont
I'expectoration est positive a la bacilloscopieset rassurer que les patients
suivent le traitement efficace jusqu’a la négatoratdes crachats et une
amélioration notable sur le plan clinique. Stéeilides expectorations en les
exposant au soleil tue les BK en cinqg minutes (eg@uxivent pendant des
années a l'ombre), en utilisant I'hypochlorite deude 1% qui liquéfie
I'expectoration et tue le BK, la chaleur & 60 degeé 20 minutes ou a 70° C en
5 minutes tue les BK en brdlant les mouchoirs guigra apres usage. Insister
sur I'hygiene de I'environnement : « le but étaatrdduire le risque provenant
de I'expectoration des malades contagieux non dstgqués ».

Lutter contre le tabac et I'alcool ; préconiser lmo@ne nutrition et Insister sur

la prévention primaire qui est le vaccin [65].
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. Vaccination par le BCG

La prévention de I'infection des sujets sains gavaccin ancien est incomplete.
Le B.C.G est une suspension de Bacilles de Calnettt8uérin vivant mais
atténué: c'est le seul vaccin bactérien vivant.teCeaccination se fait a la
naissance dans le cadre du Programme Elargi deindion (PEV) par
I'injection intradermique a la face postérieurelmias ou antérieure de l'avant
bras de 0,05 ml de B.C.G lyophilisé thermostalidebaou 1mg/ml.

Aprés l'age de 1 an, la dose est de 0,1ml. Une idmex vaccination est
souhaitable a I'age d’entrer a I'école (6 ans).

. Les complications de la vaccination

En 3-6 semaines se forme une maculo-papule puisipan suintement et une
crolte qui tombe en laissant une cicatrice un péprichée de 3 mm de
diamétre. L’allergie s’installe de la 5eme a la rh2é semaine aprés la
vaccination.

L’injection sous dermique entraine un abces etalisence d’immunisation.

La Bécégite est la généralisation de linfectiorezHes sujets déficients en
lymphocytes T, elle se traite par I'INH pendant 6isn L'adénopathie satellite
du B.C.G est observée dans 1-2% des cas a paitar @me semaine apres la
vaccination. Elle peut persister plusieurs moisfistelise dans 10% des cas et
ne nécessite aucun traitement. L'ostéite post B&3iGare et bénigne.

La protection conférée par le B.C.G est extrémemanitble selon les études,
allant d’'une protection quasi nulle (Inde du sug00 000 personnes suivies
durant 8 ans), a une protection de 80% (Grandeagnef). En moyenne la
protection est de 50% et permet d'éviter les formgemves chez les enfants
(surtout les formes miliaires et les méningitestahleuses).

Plusieurs hypotheses tentent d’expliquer cetteatdite :

v' variabilité des souches de B.C.G utilisées ;

v' linteraction avec limmunité conférée par les myaoctéries de

I'environnement ;
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v' le fait que les mécanismes immunitaires sont diffés selon le stade de la
maladie :
v le B.C.G protége surtout contre la disséminatiomdtégéne et contre les

méningites tuberculeuses ;

v' variation géographique de la virulence des soudbe3K ;

v/ variation génétique de la réponse immunitaire aygahactéries ;

4 malnutrition ;

v le manque de corrélation de la positivité de I'lBRrés vaccination et la

protection contre la maladie.

Pour toutes ces raisons, le rapport colt/ effiéait la vaccination est difficile a
évaluer.

En attendant les résultats des recherches suniggm@es les plus immunisants
de M. tuberculosig(clonage de la protéine majeureMetuberculosi} et sur les
mécanismes humoraux et cellulaires précis de lategion contre la
tuberculose, il est recommandé de continuer a nac@ar le B.C.G. dans les
pays tropicaux d’autant plus que le B.C.G. protégen partie contre la lépre.
Chez les « Sidéens », la vaccination par le B.€sGcontre indiquée a cause du
risque de Bécégite étendue. Mais I'O.M.S. recomraat®l continuer a vacciner
les enfants séropositifs par le VIH.

9-2.Médicaments antituberculeux

Si le traitement antituberculeux ne pose plus @septoblemes d’observance, le
développement de l'infection par le VIH, la recradence de la pauvreté et les
bacilles multi résistants, suscitent un regaintdtiét.

. Objectifs du traitement

stériliser les Iésions pour tarir ainsi la soureecdntamination

éviter les rechutes

rechercher les contacts et les traiter

diminuer la morbidité et la mortalité

AN N N RN

éviter '’émergence des souches résistantes aiaigues
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En 1982 a Buenos-Aires (Argentine) la commissiontrditement de I'Union

Internationale Contre la Tuberculose (UICT) a raténhmédicaments comme

essentiels dans le traitement de la tuberculasstréptomycine (S), I'isoniazide

(H),

thioacétazone (T).

Tableau Il :

la rifampicine (R),

la pyrazinamide (2),

posologies et les fréquences de prise [60].

L'&thnbutol

(E) et la

Liste des médicaments antituberculeux dits esdsntieurs

y

N ——

N ——

Médicaments Effet Posologie | 3x /semaine | 2x/semaine
antituberculeux | Pharmacologiqu recommandé
essentiels e e
(Abréviation) (mg /kg)
Quotidienne
Isoniazide(H) Bactéricide 5(4-6) 10(8-12) 15(13-17
Rifampicine(R) | Bactéricide 10(8-12) 10(8-12) 108
Pyrazinamide(Z) Bactéricide 25(20-30) 35(30-40) 50(40-60
Streptomycine(S Bactéricide 15(12-18) 15(12-18) 15(12-18
)
Ethambutol(E) | Bactériostatique 15(15-20) 30(25-3) | 5(40-50)
Thiocétazone(T) Bactériostatigue 15(15-20) Ne digpp | Ne
pas S’applique
pas
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TableaulV : Effets indésirables mineurs des médicaments aetitulbeux [60].

Effet secondaire Le ou les médicaments | Prise en charge

probablement

responsable(s)
Anorexie, nausée, | Rifampicine Faire prendre le
douleurs traitement juste avant le
abdominales, urine coucher, rassurer le
rouge-oranges malade.
Douleurs articulaires Pyrazinamide Aspirine
Sensation de Isoniazide Pyridoxine : 10mg par
brulures aux pieds jour
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Tableau V : Effets indésirables majeurs des médicaments aatitukeux et

leurs prises en charge [61]

Effet secondaires

Le ou les médicamen

responsable(s)

t$rise en charge

Démangeaisons,

éruption cutanées

Thiocétazone,

Streptomycine

Arréter le médicament,

donner I'Ethambutol

surtout la Streptomycine, et

Surdité (si pas deStreptomycine Arréter la Streptomycine, et
cérumen a l'autopsie) donner I'Ethambutol
Vertiges (et Streptomycine Arréter la Streptomycine| et
nystagmus) donner 'Ethambutol
Ictere (a I'exclusion | Isoniazide, Rifampicine| Arréter les médicaments et

d’autres causes)

et Pyrazinamide

revoir les posologies

Vomissements, états
confusionnels
(suspicion
d’'insuffisance
hépatique aigue
d’origine

médicamenteuse)

La plus part des
médicaments

antituberculeux

Arréter les médicaments
antituberculeux faire en

urgence le test de la fonctig
hépatique et le temps de

prothrombine

n

Troubles visuels (a
I'’exclusion d’'autres

causes

Ethambutol

Arréter 'Ethambutol

Choc, purpura,
insuffisance rénale

aigue

Rifampicine

Arréter Rifampicine
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9-2-1.Les régimes standardisés de chimiothérapie leurs indications

Les régimes de chimiothérapie ont été standardsés le but :

- d’uniformiser le traitement de la tuberculose encton de la gravité et
de la localisation de la maladie.

- d’éviter les traitements « anarchiques » génératede résistance
bactérienne.

- de faciliter les prévisions de la consommation metienteuse par les
personnels de santé concernés, et la gestionaiss st

La standardisation des régimes thérapeutiques obé#tux regles impératives
d’administration de la chimiothérapie antituberculeuse, qui sont les
suivantes :

- Administration des médicaments en association,

- Doses optimales calculées en fonction du poidsridades,

- Ingestion des médicaments oraux a jeun, ou deurebleaprés un petit
déjeuner léger,

- Régularité¢ de la prise quotidienne des médicamentis doit étre
directement supervisée au chargé de traitementaliBnoins durant la phase
initiale du traitement (sinon pendant toute la éudd traitement lorsque la
phase de continuation contient de la rifampicine)

s  Lesrégimes standardisés de premiéere ligne :

lls s’appliquent a la grande majorité des malades, en premiere intention
(primo-traitement), soit en seconde intention &iément).

v Le régime 2 RHZE/4 RH :

Le régime 2 RHZE/4RH est le régime de primo-tragam utilisé au Mali
depuis le 1 janvier 2009. Il comporte une phase initiale istea de deux mois
avec administration quotidienne de rifampicine (RJjisoniazide (H),
d’éthambutol (E), et de pyrazinamide (Z), suiviare phase de continuation de
guatre mois avec administration quotidienne de)(RH
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Ce régime de primo-traitement s’applique :

Aux malades de leatégorie | de traitement, qui sont :

Les nouveaux cas de tuberculose pulmonaire a noimpoes positive et les cas
graves de tuberculose pulmonaire a frottis négqtifsont :

- Les nouveaux cas de tuberculose pulmonaire costopie négative et culture
positive,

- Les nouveaux cas de tuberculose pulmonaire sostopie négative apres au
moins 2 séries de 3 examens microscopiques négadifs avec extension des
|ésions radiologiques,

- Les primo infections symptomatiques avec adérmmgmtmédiastinales et
opacités pulmonaires,

- Les nouveaux cas de formes séveres de tubercéxsa pulmonaire :
méningite, miliaire aigué, tuberculose vertébraémale et péricardique et les
patients devant subir la chirurgie a cause desefiégude la tuberculose
thoracique.

v.  Le régime standardisé de retraitement: catégorie |l
2SHRZE/1HRZE/SHRE

C’est un régime de 8 mois qui associe : rifampic{®), isoniazide (H),
pyrazinamide (2) éthambutol (E) et streptomycing), ( administrés
guotidiennement pendant les deux premiers moigjssaie I'administration
guotidienne de, R H, Z et E, durant le troisiemesmet de I'administration
guotidienne de R H et E pendant les cing dernigis.m

Ce régime ne s’applique qu'a moins de 10% des realatteints de tuberculose
pulmonaire a bactériologie positive. Ces malades slassés dans la catégorie

Il de traitement, qui comporte 3 sous groupes :
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- Les rechutes de tuberculose pulmonaire déja trait&par le régime de
premiere ligne :

Il s’agit des cas de tuberculose pulmonaire déj&és par le régime de premiere
ligne, déclarés guéris ou traitement terminé etprésentent & nouveau une
tuberculose pulmonaire évolutive prouvée par dexarens bactériologiques
positifs (microscopie ou culture) ou par une dération radiologique avec un
seul examen bactériologique positif.

- Les échecs du traitement de premiere ligne :

Ces échecs concernent :

- Les malades dont les frottis d’expectoration demeiou redeviennent
positifs a I'examen microscopique direct cing mois plus aprés le début du
traitement,

- Les malades dont les frottis d’expectoration soggatifs avant le
traitement et qui sont devenus positifs au courgraitement entre le deuxiéme
et le cinquieme mois en dépit d'une administratorrecte des médicaments,

- Les reprises évolutives marquées par la réappardies bacilles dans
I'expectoration des malades qui ont prématurématetrrompu leur traitement
de premiere ligne pendant une durée de deux maisécatifs ou plus aprées
avoir recu un mois de traitement ou plus.

Ce retraitement ne s’applique donc qu’aux malapeont recu un traitement
de premiere ligne (complet ou incomplet) et quiestprent a nouveau des
bacilles, décelés par 'examen microscopique augoeulture.

v’ Lerégime de la catégorie llide traitement :

Ce régime concerne :

- Les malades porteurs de Iésions pauci-bacillaires,

- les cas de primo-infection avec adénopathie hilairanédiastinale sans

|ésion pulmonaire visible,
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- les cas de tuberculose pulmonaire a frottis négtiéxtra-pulmonaire
courants et simples: tuberculose pleurale, gamgiime périphérique,
péritonéale a forme ascitique, osseuse et ostémHaite des membres,

hépatique, génitale ou cutanéo-muqueuse.

Tableau VI : Les médicaments antituberculeux de seconde ligitieést au
Mali depuis 2009 [66].

Médicaments | Abréviation | Posologie Forme, Voie
de réserve quotidienne | dosages d’administration

mg/kg
Kanamycine | Km 15 (10-20) | Ampoule 1 |injectable
Ofloxacine Ofx 10 (8-12) g orale
Protionamide | Pto 15 (12-18) | Cp 250mg |orale
Ciclosérine C 15 (10-15) cp250mg | orale
Pyrazinamide | Z : 25(20-30) cp 250mg | orale

Cp 400mg
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Tableau VIl : Les catégories de traitement et les régimes de chothérapie

correspondants[66].
Catégorie Groupes de malade Régimesatemiothérapie
de
traitement Phase Phase
initiale d’entretien
| Nouveaux cas de TP a frottis positif | 2 RHZE 4 RH
. Nouveaux cas de TP a culture positive
seulement
. Nouveaux cas de TP a frottis négatif
mais a Iésions parenchymateuses
évolutives (non cavitaires)
. Primo infection avec opacité pulmonaire
. Formes séveres de TP et de TEP
Il . Cas de TP déja traités par un pril 2RHZES+ |5 RHE
traitement
. Rechute IRHZE
.Reprise évolutive aprés interruption
prématurée
. Echec
1] . Primo infection symptomatique sans | 2RHZE 4 RH

opacité pulmonaire,

.Nouveaux cas de TP a frottis négatif
mais a lésions parenchymateuses peu
étendues

.Formes communes de TEP
(Adénopathies périphériques, Pleurésie

ascite, tuberculose osseuse) Chirurgie

S,

D

des séquelles de la tuberculose thoracigue

ou

vV . Cas chroniques (apres échec ou rechiégimes standardises
du traitement de la catégorie II). individualisés de 2°ligne
. Cas de TP a bacilles multi résistants
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v' Lerégime de seconde ligne.

Ce régime s’adresse principalement aux maladesoguirecu un régime de
retraitement standardis€, sous supervision stetigui, au cinquieme mois de
traitement ou plus tard, demeurent des « crachgumiques persistants » de
bacilles, c’est a dire gu’ils présentent trois egasmicroscopiques successifs
positifs sur des échantillons d’expectoration rdis& une semaine d’intervalle
(Catégorie V).

Ces malades, peu nombreux, représentent moins de3#nsemble des cas de
tuberculose pulmonaire a bactériologie positivaVali. Ills sont généralement
porteurs de bacilles résistants et dans plus des tiers des cas, de bacilles
multi résistants, a lisoniazide et a la rifampiimu moins. Le régime de
deuxieme ligne s’adresse aussi a tout malade feembmme porteur d’'une
souche bacillaire multi résistante, a I'isoniaz&dex la rifampicine au moins. Le
régime de deuxiéme ligne peut étre standardisedividualisé.

s Le traitement de seconde ligne standardisé comporte

- Une phase initiale durant au moins 3 mois (et toujours jusqu’a la
négativation bactériologique obtenue pendant 2 moissécutifs) comportant
guatre meédicaments de réserve: kanamycine, ofloxac éthionamide,
cyclosérine, et le pyrazinamide, qui font partis dedicaments essentiels.

lls sont utilisés dans ce régime en raison de fasigiance habituelle de son
activité et de son action synergique avec la kacaray

- Une phase d’entretiende 18 mois au moins comportant 'administration
guotidienne des 3 médicaments les mieux tolérégumiiement : ofloxacine,
éthionamide, et le pyrazimide

(Tableau V).
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Tableau VIl : Le régime standardisé de seconde lign¢s6].

Phase initiale Phase d’entretien
Médicaments Durée moyenne | Médicaments Durée optimale
- Ethionamide 4-6 mois - Ethionamide 18 mois aprés la
-Ofloxacine- - Ofloxacine négativation
-Kanamycine - Pyrazinamide | bactériologique
-Pyrazinamide
- Cyclosérine

Le traitement de seconde ligne peut étre individaai I'on dispose des
résultats du test de sensibilité aux antitubercyl@it au début du retraitement
ou du traitement de ®?° ligne, c’est & dire vers les*™ 4°™ mois d'un

« retraitement » standardisé, on peut modifierrégtement standardisé. La
décision de modifier le traitement standardisé prsde au cas par cas (en
fonction des résultats du test de sensibilité)ipanédecin spécialiste en charge
du malade, qui fait partie du groupe spécial charg&aluer les résultats du
traitement des cas chroniques au niveau nationdiaison avec le laboratoire
national de référence des mycobactéries.

9-2-2.Place des traitements adjuvants

Dans certaines localisations, on peut étre amerassacier un traitement
adjuvant, médical ou chirurgical.

- Traitement médical

Il s’agit le plus souvent d’'uneorticothérapie administrée par voie orale a la
dose de 0.5 mg/kg/jour, que I'on associe a la attiméirapie pendant 3 a 6
semaines, dans les localisations extra-pulmonapagci-bacillaires mais trés
inflammatoires (meéningites, pleurésies, ascitegjcaklites, primo-infection
avec opacité segmentaire ou lobaire, adénopathiphgéique volumineuse

pseudo lymphomateuse, d’étiologie tuberculeusevgm®u
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Il peut s’agir aussi de ponction d'une adénite awndabces froid sous-cutané
suivi d’injections de streptomycine in situ. Il pesiagir enfin de ponctions
pleurales évacuatrices répétées associées a umsitkérapie respiratoire
précoce ou des ponctions évacuatrices d’'asciteduleeise.

- Traitement chirurgical

Un traitement chirurgical complémentaire peut @seocié a la chimiothérapie
pour des raisons fonctionnelles ou esthétiques camaines localisations :

. Thoracique (pariétalgguimonaire pleurale, mediastinale ou péricardique).
En cas de nécessité, on peut étre amené a posercéitiati d'une exérese
devant une tuberculose pulmonaire localisée, Bldmeesistants.

. Extra-thoracique (abces froid, adénopathies, gtardies apres traitement
complet, tuberculoses ostéo-articulaires ou uritglés) [66].

s Observance du traitement :

Modalités de surveillance: il faut

v’ S'assurer de la régularité du malade (bonne supervi; éducation
sanitaire)

v' Adapter la posologie en fonction du poids ;

v' Détecter d’éventuels effets secondaires ;

v' Apprécier l'efficacité d’'un traitement, essentiellent par des examens

bactériologiques dont les échéances sont pougimeéde 6 mois :
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Tableau IX : Enregistrement des résultats normalisés du traiteohes cas de

tuberculose a frottis positifs [60].

Guérison Malade donnant des frottis négatifs anlad a un
mois de la fin du traitement, ainsi qu’une autns fo

avant ce dernier

Traitement complet Patient qui a terminé son tnagtet mais pour
lequel on ne dispose pas des résultats des examens
des frottis d’expectoration a au moins deux

occasions avant la fin du traitement.

Echec Malade donnant toujours ou de nouveau déssfro

positifs aprés cing mois ou plus du traitement

Traitement interrompuMalade ayant interrompu son traitement pendant

(abandon) deux mois ou plus

Transfert Patient transféré vers une unité de seiesant
D’un autre district et pour lequel on ignore le

Résultat du traitement

Déces Patient mort en cours de traitement, quake g

Soit la raison du déces

Pour ces cas de patients (tuberculose extra puineoapulmonaire) a frottis
négatifs, il est impossible d’évaluer si le traitgrha réussi ou échoué ; car les
indicateurs de résultats dépendent de I'examerirdés d’expectoration. Pour
ces patients, on notera toute fois dans le regarealistrict les indications

suivantes : traitement complet ; déces ou transfert
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9-2-3.Traitement antituberculeux chez les patientmfectés par le VIH

Les catégories de traitement obéissent aux méntesesrquel que soit le statut
du malade par rapport au VIH. En général, la chindicapie est identique sauf
pour l'utilisation de la thioacetazone a laquelle aitribue un risque élevé de
réaction cutanée grave, voire mortelle, chez léepatinfecté par le VIH. Il
arrive que le traitement disponible le plus effe@omporte de la thioacetazone.
Lorsqu’on ne peut I'éviter, il est essentiel d’aueles malades sur le risque de
réactions cutanées graves. Il faut absolument knseiller d'arréter la
thioacetazone immédiatement et de venir consulias din service de santé Si
un prurit ou une réaction cutanée apparaissent [67]

Il existe des interactions médicamenteuses enhibitaurs Non Nucléosidique
de la Transcriptase Inverse (INNTI) ou les Inhibitede la Protéase (IP) et la
rifampicine. La névirapine (NVP) n’est pas recomad&a en raison de son
hépato-toxicité additive a celle des antitubercxlelsefavirenz (EFZ) sera
préféré parmi les Inhibiteurs Nucléosidique de fanBcriptase Inverse (INTI) :
Zidovudine (AZT) + Lamivudine (3TC) ou Entricital@n (FTC) + Efavirenz
(EFV).

Lorsque la tuberculose est révélatrice d’une imbeca VIH il faut commencer
d’abord par le traitement antituberculeux puisA&/ dées que possible dans 7 a
10 jours [67].
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CHAPITRE II : TRAVAIL
EXPERIMENTAL
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I.METHODOLOGIE

1. Type, Cadre et lieu d’étude

Nous avons réalisé une étude rétrospective trasmecentre Janvier 2006 et
Décembre 2012 au centre de recherche et de formsiiole VIH et la
Tuberculose (CEREFO/SEREFO). Les patients provahdies centres de santé
de référence (CS.Réf) des six communes du distedamako et du service de
pneumo-phtisiologie du centre hospitalier univarsi (CHU) du point-G.
SEREFO est une initiative de recherche biomédiealee les instituts nationaux
de la santé aux Etats Unis d’Ameérique (NIH-NIAID) BUniversité des
Sciences, Techniques et Technologies de Bamakoj. MEIREFO a été
officiellement inauguré le 6 mars 2006.

La principale mission du programme SEREFO est deemées activités de
recherches pointues et durables afin d’amélioresdaté de la communauté
Malienne et internationale en : conduisant la rexie durable en clinique et en
biologie sur les maladies bactériennes et viralex ain accent particulier sur
'immunologie et la biologie moléculaire du VIH, ate Mycobacterium
tuberculosis.

SEREFO collabore avec tous les CS.Réf des six caresmuu district de
Bamako, ARCAD /SIDA-CESAC et le service de pneurhtigiologie du CHU
du point G pour le recrutement des patients dandiféérentes études.

SEREFO possede 3 principaux laboratoires :

- Le laboratoire d'immunologie : est un laboratoite derniére génération qui
soutient des études complexes visant a mieux cowprele systeme

immunitaire de ’'homme et la pathogénie de la malad
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- Le laboratoire de tuberculose de SEREFO est ceéplun laboratoire de
biologie moléculaire et d’'un laboratoire de Bios@&éuNiveau 3 (BSL-3) qui
nous permet de faire la culture et I'identificatides agents bactériologiques
fortement infectieux comme par exemple les mycalraad.

- Le laboratoire de Virologie qui s’occupe essdlgiment de la charge virale
des patients infectés par le VIH/SIDA et aussidguencage pour les échecs de
traitement.

Lieu de recrutements des patients :

Le service de pneumo- phtisiologie du CHU du p@mui est la référence dans
la prise en charge de la tuberculose au Mali.

Il est situé au sud - est de I'entrée principalé€CtilJ et comprend :

- cing (05) bureaux de consultation pour les méadeci

- un (01) bureau pour le major

- une (01) salle pour les internes

- deux (02) bureaux pour les infirmiers dont urééabe

- une (01) salle de fibroscopie bronchique et dpdie pleurale

- une (01) salle des archives

- deux (02) salles de soins

- deux (02) salles pour le centre de pour lesakns de SEREFO dont une pour
les préléevements et I'observation des malades featés et I'autre pour la
réception des malades

- une (01) salle pour les techniciens de surface

- deux (02) magasins de stockage de médicamenttibamtuleux et de
matériels médicaux.

- et une unité de prise en charge des maladentatti TB-MR.

Il comporte 67 lits d’hospitalisation dont 20 aaz-ae-chaussée pour les malades
non tuberculeux, 32 a I'’étage occupés par lesrawleux bacilliferes, et 15 lits
pour les malades MDR.

Page

Thése de Médecine FMOS 2013 84 Antiémeé Combo. Georges TOGO



Le poids de Mycobacterium africanum (MAF) dans la Tuberculeuse pulmonaire au Mali

Les activités du service de pneumo phtisiologig seprésentées par :

»  Les soins curatifs :

- Consultations externes et la prise en charg@aisnts hospitalisés

- Examens spécialisés tels que la biopsie pleetdiefibroscopie bronchique

- Formation des internes: staff, réunion scientiiget bibliographie.

> La lutte antituberculeuse se caractérise par :

- le dépistage des malades

- la prise en charge des malades

- le suivi des malades (clinique, biologique etahldjique)

- le recensement et la recherche des perdus de vue

- 'application de l'intradermo- réaction a la tubeline

- la prise en charge des TB-MR

2. Echantillonnage

Compte tenu du caractére rétrospectif de cettee¢nmlis avons enregistré tous
les cas d’infection par le complexXd.tuberculosisqui ont bénéficié d’'une
culture des mycobactéries et le spoligotypage pandaériode d’étude.
L’échantillonnage était composé par I'ensemble uhedades tuberculeux des
différentes études de SEREFO entre Janvier 20Déegmbre 2012.

- Criteres d'inclusions :

Elle consistait a recenser tous les malades tuleercwui ont été enrdlés dans
les différentes études de SEREFO et dont les edsulie la culture, du
spoligotypage et ou des tests de sensibilité auttubarculeux étaient
disponibles et qui répondait aux critéres d’inansie cette étude :

- Etre 4gé de 18 ans au moins

- Avoir un taux d’hémoglobine supérieur ou égal@d@

- Etre suspect de tuberculose ou patient sou®itnaitt antituberculeux quelle

gue soit la durée,
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- Donner son accord pour garder les échantillondeekes réutilisés pour des
futures recherches,

- Donner son accord d’étre prélevé pour le dépesthgVIH,

- Donner son accord volontaire du consentement étréclairé avant d’étre
enrdlé dans I'étude.

- Critéres de non inclusion :

N’ont pas été inclus dans cette étude tout autiiergagui ne répondait pas aux
critéres cités ci dessus.

- Plan de collecte des données :

La collecte des informations a été faite au serdeegpneumo-phtisiologie du
CHU point-G a l'aide des dossiers des patientsg aveconsentement éclairé et
écrit des malades. Les malades étaient examinébom et les échantillons
prélevés étaient envoyés a SEREFO pour analyse.

lls s’agissaient d’'une série de deux crachats a deux ou trois jours
d’intervalles et de 5ml de sang.

3. Matériels et Méthodes

3-1.Matériels

Les données cliniques et sociodémographiques déngzaétaient recueillies
sur des questionnaires individuels en papiersagistérées sur ordinateur sur
fichiers Excel.

Chaque patient avait un dossier avec numero.

Les échantillons de crachats étaient recueillisdare boite en plastique fermée
et le sang était collecté dans les tubes de steclagsérum 5ml (SST) (BD
Vacutainer ® plus, Becton 17 K2EDTA, Becton Diclins Franklin Lakes, NJ,
USA).

3-2.Méthodes de laboratoire

A SEREFO, tous les échantillons ont été examit&sang pour le dépistage du
VIH et les crachats pour le diagnostic de la tublese.
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A. Dépistage du VIH

Pour le dépistage du VIH, tous les patients ontegiminés selon I'algorithme
suivant :

- D’abord le Détermine® ou test rapide (Déterming®V-1/2, Abbott
Laboratoires, Matsudo-Shi, Chiba, Japan) et quetmitele résultat on réalisait
ensuite le test ELISA/Genscreen Ultra (GenscredN-12 version 2 Assay,
Bio-Rad Laboratories, Marnes — La Coquette, France)

Aprés ces deux tests, tous les résultats postaferé confirmés par le Western
Blot (New Lav Blot | and Il, Bio-Rad LaboratorieMarnes — La Coquette,
France).

B. Diagnostic de la tuberculose

B-1. Culture et identification des mycobactéries

La technique de culture utilisée a été la comborades deux types de milieux,
le milieu solide et le milieu liquide. Dans le BSl.des échantillons de crachats
étaient étiquetés, puis analysés pour la rechateléacilles tuberculeux. Puis
on procédait a la décontamination, digestion, degition, concentration,
microscopie et la mise en culture de tous les édloas.

Les échantillons étaient traités suivant le modéerafpire standard de digestion,
de décontamination avec I'hydroxyde de sodium eiNiacétyle L-cystéine
pendant 15 minutes. Ensuite on effectue la nesatabin avec le phosphate
buffer & pH neutre (6.8+0.2) et enfin la centriftiga & haute vitesse (3000 Q)
pendant 15 minutes a 4 °C.

Apres centrifugation, une partie du culot étailisde pour faire des lames
colorées a I’Auramine/Rhodamine (BBLBecton Dickinson, Sparks MD, USA)
pour une lecture au microscope a fluorescencereste utilisé pour ensemencer
les deux milieux de culture : le milieu solide Mielrook® 7h11 Agar (Thermo
Fisher Scientifique, Lenexa, KS, USA) et le milikguide MGIT® (MGIT® ;
BBL "MGIT “Becton Dickinson, Sparks, MD, USA).
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Les cultures étaient mises en incubation pour wmege totale de 6 semaines
ou 42 jours dans les incubateurs a 37 °C et 7%eC@taient examinées au
moins une fois par semaine pour voir s’il n'y a pds croissance des
mycobactéries qui signifiait la positivité.

Les cultures positives étaient confirmées par ¢tdgrations de Kinyoun (Remel
Inc, Lenexa, KS 66215, US) et d’Auramine Rhodamiue montraient des
bacilles fins rouges en forme de batonnet que $emtmycobactéries au
microscope a fluorescence. Ensuite on procédait’identification des
mycobactéries.

Cette identification a été faite par le GenProbeculbtob® (Genprobe
AccuProbe® GenProbe, San Diego, CA, USA) et peaitett’éliminer les
mycobactéries non tuberculeuses.

B-2. Test de sensibilé des MTB aux médicaments (DST = Drug
Susceptibility Testing) antituberculeux de premiéerdigne :

Les tests de sensibilité ou antibiogrammes soriségi pour déterminer la
sensibilité ou la résistance d'une souche baalldiun malade aux différents
antituberculeux. Ici la méthode indirecte d’AST/&IRBecton Dickinson,
Sparks, MD, USA) contenant 0,8 pg/ml de StreptomgciO,1 pg/ml
d’Isoniazide, 1,0 pg/ml de Rifampicine et 3,5 pg/diEthambutole a été
utilisée.

B-3. Spoligotypage :

Le spoligotypage a été utilisé pour le typage dasclses de mycobactéries
isolées. C’est la méthode la plus souvent utilz@er le typage moléculaire des
souches du complexd.tuberculosigCMT).

Le spoligotypage« spacer-oligo-nucleotide-typing »repose sur la détection
des séquences courtes répétées (spacers) de da Bigect Repeat (DR) du

génome du CMT.
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Le spoligotypage a été réalisé comme décrit péabeacant [68]. Son principe
consiste en l'extraction de l'acide désoxyribonigeié (ADN) puis a
I'amplification de la région DR par la PCR suiviude hybridation sur une
membrane.

La présence ou I'absence dessp@icersétait révéelée aprés développement sur
film radiologique. L'analyse et la déterminatiorsdsus-types du CMT ont été
effectuées par comparaison avec la banque de donmdernationale
SPOTCLUST.

4. Traitement et Analyse des Données

Les données ont été recueillies sur des questi@maidividuels et reportées
sur fichier Excel et analysées sur Prism, GraphvP2@il 2.

Le test qualitatif deX” a été utilisé pour déterminer s'il y avait une éliéince
significative entre les différentes proportions.

Le risque alpha de 0,05 a été déterminé pour direé yga une différence
significative entre les proportions.

Les Variables mesuréeétaient I'age, le sexe, la profession, le statut,Me
résultat bactériologique (culture et identificatides mycobactéries), le résultat
de I'antibiogramme des médicaments de la premigre Ide la tuberculose, et
le résultat du spoligotypage.

5. Considérations Ethiques et Morales

Tous les résultats issus de cette étude ont égnubtgrace a des protocoles
validés préealablement par deux comités d’éthigleessomité d'éthique de la
FMPOS, Bamako ; Mali et par I'lRB (International \Rew Board) du NIH-
NIAID aux Etats Unis d’Amérique.

Les participants ont tous signé un consentemeairéale fagcon autonome avant
leur inclusion. Les participants avaient le choe sk retirer de I'étude s'ils le
souhaitaient a n’importe quel moment sans que @e&ntraine aucun

inconvénient sur leur suivi et leur traitement lggrmédecins investigateurs.
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En signant le consentement, ils acceptaient volontiers que leurs résultats et les
échantillons soient utilisés pour d’autres recherches.

La confidentialité a été respectée par 'anonymat des échantillons et I'archivage
des dossiers dans une armoire fermée a clé limitant 'accés aux personnels

autoriseés.
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ILRESULTATS

1. Résultats globaux

Nous avons recenseé 26as de tub«culoses toutes formes confondt au cours
de notre étude. L'infection Mycobacterium africanura été retrouvée chez
patients dans cette population soit une fréquend7,56%.
1-1.Lescaractéristiques socio démographique :

1-1-1.Age

Figure 10 : Répartition des patients en fonction de I'

B MAF
B Non MAF

18-25 26-35 36-45 46-57 Plus de
57

La tranche d’age d@6-35 ansétait la plus représentée aussi bien che:
patients infectés par MAF (36,11%) que ceux infestéar les autre
mycobactéries du CM{36.10%).
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1-1-2Relation Sexe et statut VIF :

Figure 11 : Répartition des patients en fonction du sexe aitstéH.

160
140
120

100
B Masculin

B Féminin

VIH+ VIH-

Le sexe ratio (H/F) a été de en faveur des hommes.

La co-infectim VIH/TB a été retrouvée chez de nos patients soit ul
fréquence dd5,61% et nous avons observé qu’elle était plus représeche:
les femmes (p<0,0088).
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1-1-3.La profession

Tableau X : Répartition des patients en fonction de la protessi

Profession MAF Non MAF
Fonctionnaire d'état 2(5,71%) 9(5,49%)
Profession libérale 10(28,57%) 53(32,32%)
Commercants 8(22,86%) 46(28,05%)
Eléve /Etudiants 4(11,43%) 25(15,24%)
Ménageéres 2(5,71%) 11(6,71%)
Marchant ambulants 3(8,57%) 10(6,10%)
Cultivateur/Paysans 6(17,15%) 9(5,49%)
Sans Profession 0(0%) 1(0,60%)
Total 35(100%) 164(100%)

La majorité de nos patients étaient de professimrdle, parmi ceux-@8,57%
et 32,32%avaient respectivement une infection MAF et CMag®AF). Chez

6 patients de notre étude, I'information sur laf@ssion n’a pas été retrouvée.
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1-1-4.Résidence/Provenance :

Tableau X1 : Répartition des patients en fonction de la proveaan

0(0%) 1(0,60)
0(0%) 7(4,22%)
0(0%) 1(0,60)
1(2,94%) 2(1,20%)
1(2,94%) 3(1,81%)
0(0%) 0(0%)
0(0%) 0(0%)
0(0%) 0(0%)
32(94,12%) 148(89,16%)
0(0%) 4(2,41%)
34(100%) 166(100%)

La majorité des patients résidait & Bamako-Distf8et,11%). La provenance

chez 8 de nos patients n’a pas été retrouvée.
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2. Reésultats de la culture, identification et tests de sensibitk des

Mycobactéries

2-1 Catégorie des malade

Figure 12 : Répartition des malades en fonction de type depétiiberculeu:

La distribution des patients entre nouveaux et retna@nt et/ovéchecs était
presque égalg3% contre 47%.
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2-2.Prévalence globale des difféerentes souches dgombactéries isolées
Nous avons recensé 205 cas du complexe tubercidb$l8 cas de la forme

atypique ceux qui fait au total 233 patients.

Figure 13 : Répartition des patients en fonction des différergeuches de

mycobactériesetrouvées.

® M.tuberculosis

= M. africanum

= M. bovis

® mycobactéries
atypiques

L’infection par Mycobacterium tuberculosia été la plus retrouvée avec une
fréequence de 72%.

L’infection & MAF venait en deuxieme position av&9o.
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2-3Prévalence des sous types M.africanum

Figure 14 : Répartition des patients en fonction des sous tyfM. africanum

Sur les 36 cas d’infection M.africanum34 /36 (94,4%) étaient dus au sol

type 2.
Résultat
No. TB- | Spolygotyp ;:;:
HIV| MR age SPOLIGOTYPE

1 [Neg| No |Mafricanum |@@@@0® / / /00000 /00000000000000000000000 /0000 )
2 | Neg | No |Mafricanum @0 @@ 08 ;. /000000000000 // 00000000000 .00 /0000
3 | Neg| No |M. africanum |@@ @@ 8® ; /00000 /000000 /,/  /00000000000000 /0000
4 | Neg| No |M.africanum |® 00088 / /. //,00 /00000 / /000 /0000000 , , 0000 |
5 | NA| No |M. africanum | ® /®® 4® ; /00000 ;000000 /, /0000000 ,, 00000 /0000 >
6 | Neg| No |M. africanum |#90@0@ /00000 ,00000000000000000000000 /0000 )
7 | Neg | No |M.africanum (@#®@®@00® / , /00000000000000000000000000000 /0000 )
8 | Neg| No |M. africanum |® 7®® /® /190000 ;00000 ;000000000 /00000 /0000 ,
9 No |M. africanum |9®®®0® / / /000000000000 / , /00000000000000 /0000 ,
10 No |M. africanum |®®®®®® / /00000 000000 ,, /00000000000000 /0000 ,
i1 No M. africanum |®®®®®® / / /00000 ;000000 /, /00000000000000 /0000 ,
12 | Neg| No [M. africanum |®@®@0®® , /000000000000 ,/ ,00000000000000 /0000

13 | Neg | No |M.africanum | ®®®®®® // /000000008 //////® //// 090000880 ,0 /0000 ,
14 | Neg| No [M. africanum |®®@00® / / /00000 /00000000000000000000000 /0000 )
15 No (M. africanum #0000 @ / /000000000000 / /0000000000000 0 0000 >
16 No |M. africanum |® /@@ @@ /00000 /00000 /, /  /00000000000000 /0000 >
17 No |M. africanum |®®®®®®® / ////® /00000 / / / /000000000000 , /0000 |
18 No |M. africanum |®®@@®®® , / /000000000000 /, /00000000000000 /0000 )
19 No |M. africanum |®®®ee®e® ;00000 /., ,/00000000000000000000 /0000 >
20 No |M. africanum |®®@®@®® , /000000000000 /,  /00000000000000 /0000 >
21 No |M. africanum |®®®®®® / / 000000000000 / /00000000000 /00 0000 ,
22 No |M. africanum |®®@®0@® , / /00000 /00000000000000000 /00000 /0000 >
23 No |M. africanum |®®®@®®® , / /000000000000 /, /00000000000000 /0000
24 [ Neg | No |M. africanum |@®®®0® /, / /00000000000000000000000000000 /0000 >
25 | Neg | No [M. africanum |@#® 0800 /) /00000000000000000000000000000 /0000 )
26 | Neg | No [M. africanum |®#®®®0® ; /) /0000000000080 ;,/,00000000000000 /00008 )
27 | Neg | No |M. africanum (@@ 000@ / / /00000 /00000000000000000000000 /0000 )
28 | Neg | No |M.africanum |®@®0®®00® , /000000000000 /,/ /00000000000000 000 )
29 | Neg | No [M. africanum |®#®@®®@® /) /00000 /00000000000000000 /0 /000 /0000 )
30 | Neg| No [M. africanum |@#@®008® /) /00000 /00000000000000000000000 /0000 )
31 M. africanum |@# @0 000 , /, /00000000000000000000000000000 /0000
32 | Neg M. africanum |00 000 / / /0000000000800 /, ,00000000000000 /0000 )
33 | Neg| No [M. africanum |®®®®®® ;) /000000000000 ,/,00000000000000 /0000 )
34 | Neg| No [M.africanum |®#®@®@®® ;) /000000000000 ,/ ,00000000000000 /0000 )
35 | Neg M. africanum |#00000® / / /000000000000 /,/,00000000000000 /0000 >
36 | Neg | NIA |M. africanum (@ ®® 0080 , /00000 /000000 /,,/00000000000000 /0000 )
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3. RelationM.africanum et I'infection par le VIH

Figure 15 : Répartition des patients en fonction de la souehmycobactérie ¢
du statut VIH.

160 148

140

120

100
B MAF

B Non MAF

VIH+ VIH-

La codinfection tuberculose/VIH a été la plus retrouvBezles patients infect:
parM.africanum(p<0,009).
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4. RélationM.africanum, Sexe et 'infection par le VIH

Figure 16 : Répartitiondes patients infect par M.africanumen fonction du

sexe, et du statut VIH.

25

21

20

B MAF Masculin
B MAF Feminin

HIV+ HIV-

Les patients de sexe féminin infectés M.africanum étaient c-infectés au

VIH par rapport aux autres patiel
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5. RelationM.africanum et la TB-MR

Figure 17 : Répartition des patients en fonction des résultkss tests d

sensibilitéaux antituberculet.

140

121

120

100
B MAF

80
B Non MAF
60

40

20

MDR Non MDR

La tuberculose Multirésistance (T- MR) a été observée chez 51 patients
une prévalence de 24,87%, et nous avons obserikygavait une faible
prévalence de I'infection M.africanumparmi ce groupe de patients (3/51)
5, 88% (p<0,01). Larévalence de la T-MR chez les nouveaux patients n'é
que de 1,6% (2/123).
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6.Rélation M .tuberculosis et TB-MR

Figure 18 : Répartition des patients en fonction des rats des tests

sensibilitéet de la souche tMycobactérium tuberculosis

120

100

80

EMTB

60

B Non MTB
40

20

MDR Non MDR

Nous avons observé que parmi les cas de TB 94,11% des patien étaient

infectés paMycobacterium tuberculos (p<0,01).
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[1I- DISCUSSIONS

1. Limite et Difficultés de I'étude

Malgré les résultats obtenus, notre étude présstéimites qui sont :

- La premiere limite se situe au niveau du test eteldure du
spoligotypage. Il est connu officiellement que t’ese technique qui présente
5% de faiblesse de diagnostic correct par rappax autres techniques
moléculaires.

- Les autres difficultés ont été rencontrées au mivéa suivi du
malade sous traitement et son évaluation a lauitraitement.

- Un échantillon beaucoup plus large comprenant latades des
différentes régions du Mali pourrait mieux précigeprévalence de l'infection a
M.africanumau Mali.

Le spoligotypage est utilisé a travers le monder goaluer la distribution des
mycobactéries dans les différentes régions.

La connaissance de la distribution des mycobast@oearrait faciliter la mise en
place des mesures de prévention et la lutte ctmtrealadie tuberculeuse.

Nous avons évalué la distribution dé.africanum entre Janvier 2006 et
Décembre 2012 et avons démontré que cette mycoigaétait responsable de
17,56% (36/205)0es cas de tuberculose au Mali.

Cette fréquence est comparable aux récentes étffidetués dans beaucoup de
pays de I'Afrique de I'Ouest en patrticulier le Ghafi9,75%) [5], le Sénégal
(19,2%), la Cbte d’lvoire, la Sierre Leone et lgg&lia respectivement avec,
22%, 18% et 11% [4].

Cette prévalence est tres inférieure a celle dgalambie (38%), du Bénin (48%)
et de la Guinée Bissau (51%) [4]. Mais elle restesatrés supérieure a celle du
Burkina Faso (1,7%) [4].
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Cette différence dans la distribution Beafricanumpourrait étre expliquée en
partie par le fait que sa distribution change d’téggon a une autre et d'un pays
a un autre. En plus, nous avons obtenu une plisignarévalence du sous type
11 (94%).

Il a été observé en général que le sous type Iplastfréquemment rencontré
dans la région occidentale de I'Afrique de I'Ouesttle type | dans sa région
orientale.

L’infection a M.africanuma été observée de facon sporadique en dehors de
I'Afrique de I'Ouest, particulierement en Allemagnéngleterre, France,
Espagne et les Etats Unis chez les patients ateéentuberculose pulmonaire et
extra-pulmonaire [4].

Mais aprés des études épidémiologiques, il s’eftéagiue ces patients venaient
tous de I'Afrigue de I'Ouest ou bien qu’ils ont é&n contact avec une
population Ouest Africaine.

La raison pour laquelléyl.africanumtype Il est essentiellement rencontrée en
Afrique de I'Ouest, et absente dans les autresegatu monde reste inconnue.
Des études plus approfondie sur cette mycobact@alogie, structure
biochimique) doivent permettre une meilleure corhprésion de linfection a
MAF. Cela pourra ouvrir des perspectives vaccinalags cette partie du
monde.

Nous avons observé que la prévalence de l'infeciovilH était plus élevée
chez les patients infectés p#d.africanum que les autres mycobactéries
(p<0,009). Cette observation avait été aussi reanéeren Gambie [69]. En plus

les femmes étaient plus exposées a cette co-infecti
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La plus grande fréquence de [linfection M.africanum chez les sujets
immunodéprimés pourrait s’expliquer par le fait ddeafricanum est moins
virulent en temps normal, mais gu’elle profite deummunodépression pour se
réactiver. Un échantillon beaucoup plus large éskessaire pour confirmer ou
infirmer cette tendance féminine de la co-infecfl@iVIH.

Les souches deM.africanum étaient plus sensibles aux médicaments
antituberculeux que les autres mycobactéries (d¥0@ette faible prévalence
de M.africanumdans les cas de TB-MR a aussi été reportée preksmsetoutes
les études de la sous région [4, 5, 6].

Cette faible virulence déVl.africanum par rapport aM.tuberculosisa une
conséquence positive pour son héte (Homme) et aiduexpliquer sa plus
grande prévalence chez les sujets immunodéprimés.

Puisque I'hdte immunocompétent résisterait plugdaent a I'infection.

Nous avons observé une faible prévalence de la RBdWlez les nouveaux
patients (1,6%) ce qui démontre globalement laitfudé la prise en charge des
patients tuerculeux au Mali.

2. Individuellement

Dans notre étude nous avons rencontré les malabesctileux de tous les ages,
mais la tranche d’age de 25 a 35 ans était larplusontrée avec 36,11%. Ce qui
expligue en partie le fardeau de la tuberculosesquaé qu’elle touche la
population jeune adulte, active et productive. Uaspgrande majorité des
patients venaient de Bamako (94,12%), ceci poustakpliquer par le fait que
le seul centre spécialisé dans la prise en chaegecds de retraitements et

échecs se trouve a Bamako et les patients doiead@acer pour y accéder.
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CONCLUSION

RECOMMANDATIONS
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1. CONCLUSION

Nous avons mené une étude rétrospective transgetsals le laboratoire de
niveau lll de sécurité du centre de recherche ébmieation sur la tuberculose et
le VIH (SEREFO) pour évaluer la fréquence de I'atilen tuberculeuse a
M.africanumau Mali entre 2006 et 2012.

Pendant cette période, 205 cas de tuberculosdédiagnostiqués a SEREFO.
Les patients étaient composés de 53% de nouveaetcd7% des cas de
retraitement ou échecs. Le sexe ratio a été detdd tranche d’age 26-35 ans
était la plus représentée avec 36,11%.

Le spoligotyping a permis de déterminer I'infectipar M.africanumchez 36
patients soit une prévalence de 17,56%.

La prévalence globale de la TB-MR a été de 24,87%.

Il y avait une faible prévalence de la TB-MR cheg houveaux patients 1,6%
comparée a celle chez les cas de retraitementshaec® 44,5%.

Les patients infectés pa¥l.africanum répondraient plus au traitement de
premiere ligne que les autres espéces tubercijpsds01).

La prévalence de la co-infection TB/VIH a été de61%6 et elle était beaucoup

plus observée en cas d’infection tuberculeuskairicanum(p<0,009).
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2. RECOMMANDATIONS

Au terme de notre étude nous formulons quelqueswae@ndations

»  Au Ministere de la santé/PNLT

- Soutenir l'unité de prise en charge de la TB-MR rpane meilleure
surveillance de ces patients

- Eduquer et former les personnels sur la prise angehde la tuberculose
dans les centres de santé et référer les cas d'éheservice de pneumo-
phtisiologie du CHU Point-G le plus tot possible.

»  Aléquipe de rechercheEROFO/SEREFO et ses Partenaires

- Etendre cette étude a un échantillon de plus grdaile comprenant
toutes les régions du Mali pour mieux préciser&valence dél.africanum.

- Continuer a supporter I'unité de prise en chargdadéB-MR pour le

diagnostic et les tests de sensibilités des patentas chroniques>>.
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PROCEDURE DE DIGESTION ; DECONTAMINATION ; CENTRIFUGATION ;
CONCENTRATION DES ECHANTILLONS DE CRACHATS ET PREPARATION

DE LAME.
A. Le principe :
La majorité des échantillons respiratoires sounoigrpa culture et I'isolement
des mycobactéries sont contaminés avec beaucoufretaagents de la flore
bactérienne, qui ont une croissance plus rapiddegumycobactéries.
L’isolement des mycobactéries devient beaucoup fdade si on utilise des
méthodes pour faire la lyse des autres organisaigestion), et réduire leur
nombre (décontamination). N-acétyl L-cystéine (NMALest utilisée comme
agent mucolytic pour la digestion des crachats agtlifer I'isolement des
mycobactéries. L’hydroxyde de sodium (NAOH 4 %) a#lisée comme agent
décontaminant. On mélange les échantillons resjriest a volume égal avec la
solution de NACL-NAOH, puis on les vortex pour lesssés a la température
pendant 20 minute. Apres on neutralise cette m@acpar I'addition du
phosphate. Les échantillons sont ensuite soumiseacentrifugation a haute
vitesse (4500 rpm) pour concentré les mycobactéresurnageant est verse et
le culot est conservé pour préparer les lames beaoin peut étre dilué avec le
phosphate pour inoculer les différents milieux ddtures. L'atmospheére
nécessaire pour une croissance optimale des mytéolescest comprise entre 8-
10% de CO2, associée a l'air.
B-Materiel :
Le gant, du respirateur, et de sous blouse egjatbire, un papier absorbant,

vesphene; un biquer, entonnoir ; un plastique rquye les déchets.
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C-Mode opératoire :

Toutes les étapes de cette procédure doivent serpasintérieur du laboratoire
de tuberculose sous la hotte.

Transférer les crachats d’échantillons dans leofia étiquetés de 50 ml, avec
les pipettes de transfert stériles. Si les crachant trés épais, il faut utiliser une
solution saline stérile de 2 ml pour les diluésrav@de les transférer dans les
flacons de 50 ml, et aussi si, le volume du craesasupérieur a 10 ml, il faut
les séparer en 5 ml et les transférer dans unrtade 50 ml, et considérer
comme un cas pour la digestion, décontaminatiola encentration et enfin de
les combinés apres la concentration dans un ssdrilde 50 ml. Pour chaque
échantillon il faut utiliser une pipette pummaadalie 10 ml pour ajouter le méme
volume de la solution de NACL-NAOH au crachant.&efé le flacon de 50 ml
et mettre la montre a 20 minutes ;

Vortexer chaque flacon pendant une période de 1€e26ndes jusqu'a liquéfier
les échantillons.

Si cette liquéfaction devient difficile, il faut ajter du NALC jusqu'a la
liquéfaction complete.

Si les échantillons sont difficiles a digérer iifaassocier un milieu sélectif pour
faciliter I'isolement des crachats.

A la fin des 20 minutes il faut remplir les flacoas niveau de 45 ml avec du
phosphate buffer pour neutralisée la réaction.

Refermer le flacon et inverser pour bien mélange&ointenu.

Placer les flacons dans la centrifugeuse et ledlidgu pour éviter un
chevaussement,

Centrifuger pendant 15 minutes a 4500 rpm 5°c. #&pee centrifugation le
concentré est utilisé pour faire les lames, lasgs#er sur une plaque chauffante
de 65-75°c.

Apres cette période de 10 minutes de contact av@hénol les lames ne sont

plus infectieuses.

Page

Thése de Médecine FMOS 2013 117 Antiémeé Combo. Georges TOGO



Le poids de Mycobacterium africanum (MAF) dans la Tuberculeuse pulmonaire au Mali

Transporter les lames pour la coloration a 'aurenthodamine.

Utiliser une pipette pummactic stérile et ajoutemllde phosphate buffer au
fond du culot sédimentaire,

Utiliser la méme pipette aspirer approximativernieml pour inoculer le MGIT
avec 0,5 ml; 0,2 ml sur milieu solide et 0,2 sutienm de LOWESTEIN
JENSEN avec 0,2 ml.

Mettre la pipette pimmactic dans la boite contemanvesphene.

En utilisant une loupe striée pour une bonne igmlales mycobactéries et lui
mettre dans un plastique.

Mettre tout les milieux dans un incubateur.

Autoclave toutes les boites et les déchets, nettioyes les endroits et tous les
instruments utilisées.

C-LIMITATION

La solution de NALC —-NAOH est toxique non seulemembur les
mycobactéries, mai aussi pour les autres bactéeiesoissance rapide.

Les points a surveiller pendant toute la procédord : le temps de contact avec
NALC-NAOH, la température pendant la centrifugatienla capacité de la

centrifugeuse de conserver le culot au fond du.tube

LE TEST D’ACCUPROBE-GENPROBE
A. Principe
Le test d’Accuprobe-Genprobe est un test d’idesdtion rapide basé sur
I'hybridation de I'acide nucléique et une abilité kh complementarité de 'ARN
ribosomal de la mycobactérie par une sonde moligéeujarobe) specifique aux
differents complexes.
NB: Tout le travail doit étre fait dans le laboratoirede TB a l'intérieur de la
hotte.

Les blousses, respirateurs et gans sont recommandés
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B. Préparation de 'inoculum

1. MGIT: Concentration
a-Labeller les tubes de lyse.
b-Vortexer le tube MGIT pour 30 secondes.
c-Transferer 1,2 ml du tube MGIT au microtube.
d-Mettre le microtube dans la microcentrifugeus&€0a500 rpm pendant 10
minutes.
e-Utiliser la pipette de Transfer pour évacuemimageant.
f-Ajouter 220 pl du réactif d’identification de @ure 1 (réactif de lyse).
g-Ajouter 220 pl du réactif d’identification de I@ure 2 (réactif d’hybridation).
h-Vortexer bien pour 30 sec.
I-Transférer 200 pl de la suspension dans les tébdgse labellés.
j-Vortexer bien pour 30 sec.
k-Procéder a la sonication.

2. Extraction de colonies

NB: Le choix de la sonde moléculaire est basé sur daractéristiques
morphologiques (macro, microscopique) de l'organisen a tester, ainsi que
les informations cliniques.
a-Labeller les tubes de lyse.
b-Ajouter 100 ul du réactif d’identification de [@ue 1 (réactif de lyse).
c-Ajouter 100 upl du réactif didentification de IBue 2 (réactif de
d’hybridation).
d-Avec I'anse de 1 ul récupérer les colonies deulture solide pour les tubes
de lyse contenant les réactifs d’identification.
e-Vortexer bien pour 30 sec.
f-Procéder a la sonication
C. Sonication, Lyse, et Préparation des probes teis
-Placer les tubes de lyse dans le portoir flottargnt de procéder pout5

minutes de sonication.
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-labeller les probes tubes et garder dans le g¥ftgur a I’ abri de la lumiére.
-Placer les tubes de lyse dans la plague chauft&n®s°C pour 10 minutes.
D. Hybridation

-Mettre 100 pl de la suspension dans les tubesrageso

-Ne pas prendre le culot du fond du tube.

-Vortexer brievement.

-Mettre les tubes dans le bain Marie a 60°C poumitfutes sans depasser
20mn.

E. Selection

-Mettre 300 pl du réactif d’identification de Quié 3 (réactif de selection) dans
chaque tube de sonde.

-A lire au maximum avant 1H de temps.

-Vortexer pour 15 seconde, cette etape est eshermur la performance du
test.

-Incuber les tubes de sonde dans le bain Marié@ géur:

la sonde deM. tuberculosis Complex —10 minutes ne pas depasser 11
minutes.

les sondes dé/. avium Complex et M. gordonae —5 minutes ne pas
depasser finutes.

la sonde deM. kansasii —8 minutes ne pas depasser 9 minutes.

-Retirer les tubes du bain Marie et attendre aunmbiminutes pour que les

tubes se refroidissent.

F. Detection

-Faire le control de qualité avant de lire les wilge sonde par la machine
Genprobe (Leader 50i Luminometer).

-Faire 3 series de lavage de la machine.

-Faire toujour passer d’'abord les échantillons detrole avant les isolats a

tester et cela avant la fin des 60mn apres lef datietection.

G. Interprétation des résultats
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-les échantillons de controle doivent étre interprier et acceptable avant
d’interpreter les autres a tester.

Reprendre le test si le control n’est pas acceptbh

Reaction positive = RLU (Relative Light Unit) Vale> 60 000

Reaction negative = RLU Valeur < 10 000

Une valeur de RLU entre 10 000 and 60d0Q étre repris

Les caractéristiques morphologiques doivent étrefacmes au résultat de
I’Accuprobe pour étre aussi acceptable.

H. Limitations

La reussite du test depend d’'un bon ajustemena denhperature et aussi d’'un

bon vortexage pour homogeniger les mixtures.

TEST DE SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUE : METHODE MGIT AST SIRE
|. Matériel

Vortex Mixer

Incubateur CO2, 35°C

Lampe de Wood (la lumiére ultraviolette)

Turbidimétre

Congélateur de -80°C

Cabinet de Biosécurité (hotte)

[I. Procédure

A. Préparation de MGIT AST SIRE tubes et vérifieplaeté des isolats
Pour le contréle de qualité et les isolats de chgmtient, les tubes suivants
doivent étre préparés

REMARQUE: Ajouter aseptiguement 0,5 ml d’OADC a gha tube MGIT.
A. Pour chaque tube MGIT marqu&ST contrdle de croissancene pas ajouter
d’antibiotique.

B. Pour chaque tube MGIT marqu&$R -Ajouter 100 ul STR Stock Solution
(40 pg / ml)

C. Pour le tube MGIT marquésH -Ajouter 100 pl de solution stock INH (5

ng / mi)
D. Pour le tube MGIT marquédlF -Ajouter 100 pl de solution stock RIF (50
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pg/mi)
E. Pour le tube MGIT marqué&iMB -Ajouter 100 ul de solution stock EMB

(175ng / ml)
5. Pour le contrdle de la qualité et chaque patéparer
> La gélose au sang de mouton.

> Le milieu de Middle brook 7H11.

Préparation de la suspension

1. Sans exception, le contréle de qualitéuberculosisATCC 27294, et tous les
isolats des patients soumis a l'essai ne doitipasé@perieure a 14 jours.

2. Sans exception, le controle de qualitéuberculosisATCC 27294, et tous les
isolats des patients soumis a l'essai doit étre. pur

3. Une fois la pureté et I'age des isolats onteétdirmes, pour le contrdle de
gualité et chaque patient a tester préparer lesstsbivants:

A. Tube 1 - tube stérile de verre avec 6 a 8 bdeserre.

B. Tube 2 - tube stérile de verre sans billes

C. Tube 3 - tube stérile de verre sans billes

D. Tube 4 - tube stérile de verre sans billes

4. Etiqueter avec le nom ou n ° d’étude

5. Ajouter 4ml de bouillon Middle brook 7H9 &ube 1

6. Ajouter 4ml de solution saline stérile tae 4.

7. Pour le contrdle de qualité et chaque patienimayen d'un coton-tige stérile,
retirer les colonies de la plague Middle brook 71 $uspendre dans le tube 1.
8. Préparer une suspension lourde, plus de 1,0 Néatfea

9. Vortexer chague suspension de 2 a 3 minutes.

10. Laisser chaque suspension pendant 20 minutesigsanger.

11. Apres 20 minutes, transférer le surnageantlaa 2 et laisser chaque
suspension pendant 15 minutes.

12. Apres 15 minutes, transférer le surnageanilae 3.

13. Utiliser le Middle brook 7H9, réglez le volurdans le tube 3, au moins a
3ml.
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Un volume de 3ml est nécessaire afin d'obtenirlecteire précise en utilisant le
turbidimetre

Utilisation du turbidimétre

Mesure du seuil "Zéro check”

1. Chaque jour, avant de l'utiliser, réaliser etgistrer les résultats du seuil

2. Mettre le turbidimétre dans la hotte le branéhkx prise électrique.

3. a l'aide d'un essuie-glace, nettoyer I'extémeuf2) tubes en verre contenant
4ml d’eau pure. S'assurer que des rayures ne aersyp les tubes.

4. Insérer un tube dans le "blank" "Blanc" ou "1".

5. Insérez le deuxieme tube dans le "échantill@aimple” ou "2".

6. Observez la lecture sur l'afficheur numérique.

7. Ecrire le résultat obtenu.

8. La limite acceptable est 0,00 +- 0,01.

Si la valeur sur I'écran est en dehors de cettelfietie, voir les lignes
directrices pour des détails spécifiques (Annexe A)

Mesurer 0,5 McFarland

1. Préparer un tube de verre contenant 4ml delbonwiddle brook 7H9. Ce
tube est la "Vierge".

2. Préparer une suspensionMietuberculosisc'est le "Test".

3. Mettez la "Vierge" tube dans la "Blank" ou "1".

4. Mettez le «Test» dans la suspension "échantidari'2".

5. Observer et enregistrer la lecture sur l'afficheumeérique. Cette lecture est la
différence de I'absorbance entre la "Vierge" etikee "échantillon”

6. La fourchette acceptable pour la turbidité deMd¢cFarland Standard est 0.05-
0.12.

7. Si la lecture de I'affichage numérique est iefée a 0,05, la suspension est
faible et plus d’organisme doit étre ajouté.

8. Si la lecture de l'affichage numérique est sepée a 0,12, la suspension est

trop lourde, et doit étre dilué en utilisant le tlon Middle brook 7H9.
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9. Utiliser le turbidimetre, ajuster la suspensaod,5 McFarland Utilisez Middle
brook 7H9 pour diluer si nécessaire.
10. Une fois que chaque suspension a été ajusid déacfarlane, étiqueter
chaque tube 0,5 MCF ".
11. Transférer 1,0 ml de la solution 0,5 Macfarldaas le tube 4
(1:5 dilution).
Label chaque tube "1:5 DIL".
12. Cette suspension diluée est maintenant prée aidlisés pour les essais.
D. Inoculation des MGIT pour le test de sensibilité
1. En utilisant une pipette pumpmatic 1 ml, ajcagéptiquement, 0,5 ml de
chaque suspension préparée aux tubes MGIT.
2. Fermer hermétiquement.
Inverser a plusieurs reprises pour mélanger.
3. En utilisant une pipette pumpmatic 1 ml, de laemaseptique, ajouter 0,1 ml
de chaque suspension préparée a la plague de sangudon(SBA).
Etaler pour l'isolement des colonies.
Mettre dans un sac en plastique et incuber a 35°- 3
4. En utilisant une pipette pumpmatic 1 ml, de r@enaseptique, ajouter 0,2 ml
de chaque suspension préparée a la plaque 7H11.
Etaler pour l'isolement des colonies et mettre demsac en plastique et incuber
a35-37°
5. Essuyez soigneusement I'extérieur de chaqueM@®@i& avec du vesphene.
Incuber les tubes a 35-37 ° C.
6. Préparer une fiche de travail pour le QC et akgzptient.
E. lecture des tubes MGIT AST
1. Examiner chaque gélose a 72 heures pour larogrddion bactérienne.
A. Si la gélose ne montre pas de croissance, amttia procédure pour la
lecture et l'interprétation des résultats.

B. Si la gélose au sang de mouton indique la aoiss, jeter les tubes MGIT
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AST et refaire le test.

2. A partir du 3éme jour aprés mise en place getis tubes MGIT AST de
I'incubateur et lire a I'aide d'une lampe Wood (UV)

Mettre les résultats sur la fiche de travail.

[ll. Interprétation des résultats

1. L'isolat est considégensible quand il n'ya pas de fluorescence dans le tube
contenant I'antibiotique (2) jours au-dela de laqpon de la fluorescence dans
le tubeAST contréle de croissance

2. L'isolat estrésistant quand il y a la fluorescence dans le tube comtena
I'antibiotique dans les

(2) jours avant ou aprés apparition de la fluonesealans le tub&ST contrdle
de croissance

3. S'il n'ya pas de fluorescence dans le ABE& contrble de croissancée 12e
jour apres mise en culture, le test est invaliddodtétre répéte.

V. Limites

1. Les suspensions doivent rester libres poumips$eindiqué, avant la
normalisation.

2. Un turbidimeétre doit étre utilisé pour effectleemesure de la suspension.
Ne pas utiliser le standard McFarland.

3.Le test est invalide si le tuB&ST contrdle de croissance’est pas positif 12
jours apres la mise en culture. L’essai doit &pate.

4. Utiliser uniquement des cultures puresvtiberculosis

Les cultures qui sont contaminées ou qui contiehdemultiples espéces de

mycobactéries peuvent donner des résultats erronés.

LE TEST DE SPOLIGOTYPAGE
l. PRINCIPE
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Spoligotypage est une méthode basée sur la PCRadeatection simultanée et
le typage des souches de tous les membres du camidletuberculosisLa
région répétée directe est présent a tous les nesmbu complexeM.
tuberculosis La région se compose de plusieurs copies déegeesice d'’ADN
de 36 paires de base, bien conservée, séparédepagéguences non repétitives
"espaceur”, chacune 34 a 41 paires de bases defondre des «espaceurs» est
le méme pour toutes les souches du compleixetuberculosis Mais, la
présence ou l'absence de ces «espaceurs» peuvientdane souche a l'autre.
Apres I'hybridation, la membrane est incubée avecanjugué de peroxydase
de streptavidine qui se lie a la biotine sur léie du produit de PCR. Aprés
une série de lavages, la membrane est incubée asmtanced
chimiluminescence (ECL) Réactifs de détection. peeoxydase présente sur la
streptavidine conjuguée catalyse une réaction egecdactifs ECL, résultant en
I'émission de lumiere. Cette émission de lumigtedeétectée par I'exposition
d'un film sensible a la lumiere de la membraneyisiypar le développement du
film.

Il. DIRECTIVES DE TYPE EXEMPLES

Types d'échantillons appropriés pour cette pro@dant les suivants:

1. ADN extrait de croissance Colonial

2. ADN extrait de Tween Dubos Broth albumine Suspan

3. L'ADN extrait des fondus, concentré expectoretiBellet

ll. EQUIPEMENT

. thermocycler

. Chambre PCR

. Mini-microcentrifuge

. Vortex Mixer

. Heat-bloc (99-100 ° C)

. Rotation bain d'eau et thermometre - 40 ° @ )

O O A b W DN P

. Hybridation Four et thermomeétre - (42 ° C)
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7. Moyens d'aspiration (pompe a vide, autre)

8. Air Incubateur et Thermomeétre (60-70 ° C)

9. Film Developer et Dark Room

10. Balance palance

IX. PROCEDURE

A. Préparation du Master Mix

RemarqueA partir del'étape 4tout travail doit étrdait dans leMaster Mix.
Chambrea l'intérieurd'une chambr@®CR.Blouse et des ganjstables.
Extraction de I'ADN, la quantification SOP-ADN (Mhéde photométrique),
procéder a I'extraction et la quantification ddDM Ajuster la concentration de
I'’ADN a isoler 2ngil. Utilisation de la spoligotypage Master Mix Féaiitle
préparation (Annexe A), calculer la quantité deqgelsacomposant de mélange
maitre nécessaire pour le nombre d'échantillonBN*AL. Dans la salle de
mélange maitre, assembler et préparer des réactfs matériel a I'emploi.
Obtenir de la glace dans un seau a glace. Etiqueterbe a bouchon a vis
1.5ml avec les lettres "MM". Placer le tube suglice.

6. Fermer les bouchons et étiquettes le nombreoppprde tubes de bande et
mettre de c6té dans un rack. Sur spoligotypageevidéik feuille, notez ce qui
sera distribué dans chaque tube de la bande.dtitliisde la spoligotypage
Master Mix Prep.

Feuille de travail comme guide, préparer la quaragpropriée de mélange
maitre. Soyez sdr de garder le mélange maitrengpb@sants du mélange maitre
sur la glace. Une fois que tous les composantsé@ange maitre ont été
combinés, rapidement vortexetdespin. Retour adeeg!

Placer la grille contenant les tubes de bandesditigs, sur la glace. Passer
soigneusement 40 pl du mélange maitre dans chasutubles bandes PCR.
Dans chaque tube de contrdle positif, dispenglked® I'ultra pur H20O. Dans le
tube de contrdle négatif, passer 10 pi de H20 pitra Garde tubes de bande
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dans la baie, sur la glace, et mettre de c6té.UrRews réactifs a leurs
emplacements appropriés.

En utilisant une solution d'eau de Javel a 10%jeyiar EtOH a 70%, le
nettoyage des pipettes et la zone de travail. di#sstde transport de la bande
vers la chambre de PCR pour I'addition de I'ADN.

B-Ajout d'ADN de Master Mix et chargement / Running Thermocycler
Remarque: Tous ldsavaux doivent étre effectudans le Amplicon Free

Zon€'. Uneblouse jetablet des gantsont obligatoires.es étapes,12 et3
doivent étre effectuéeslintérieurd'unePCR.Intérieur de la chambfeCR,
avec des tubede la bandsur la glaceverserl0 ulchacun de&DN de
I'échantillondans le tube dbandeappropriéeRemarqguete montant finable
I'’ADN ajouté achaque tubeée la bandeloit étre20ng Pour chaque contrdle
positif, distribuer2ul d’ADN dans le tube deandeappropriéeQuandtout

I'ADN a été ajouté&purnerrapidementestubesde la bandetcharger sute
thermocycleur

C-Hybridation et détection

Remarque: Tous les travaux doivent étre effectaés th «zone sale» parce
gu'on travaille maintenant avec des «zillions» mi@la&cons qui peuvent causer
la contamination de dosage.

-Prendre les dispositions nécessaires pour latitis du promoteur de film.
.-Retirer les tubes de la bande contenant le pr&tiR, du réfrigérateur, ou -20
° C congélateur.

- Allumez le bloc thermique régler a 99 ° C

- Allumez le tournant bain d'eau. Réglez la temigeaa 60 ° C.

- Mettre des bouteilles a la fois SDS 2XSSPE/QA et 2XSSPE/0.5% SDS a
tourner bain d'eau. Laisser revenir a la tempégatur

- Utilisation de la mini-buvard Canal Map Workshé&hnexe B), d'organiser
des échantillons par voie pas., L'échantillon hlehom de I'échantillon.

- Etiqueter le nombre approprié de tubes a bouéhans stériles de 1,5 ml avec
le cas échéant

mini-buvard numéro de canal.

Pour chaque tube étiqueté, ajouter 150ul de 2XB5FH SDS.

-Suivant ajouter 20 ul de produit PCR dans le mjj@roprié. Set tubes de coté.
- Lavez membrane spoligotypage dans 250ml de 2X&5PkR SDS, a 60 ° C
pendant 5 minutes.
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-Egoutter tampon 2XSSPE/0.1% de SDS.

-En utilisant des pinces et des gants, lieu mengbsan le mini-buvard de sorte
gue l'avant de la membrane est confronté a desixkamiai-buvard.

-Placer le bord entaillé de la membrane, sousgjliétte sur le mini-buvard sorte
gue les canaux soient perpendiculaires au motifyjde des oligonucléotides
appliqués sur la membrane.

-Placer un coussin de mousse sur le dessus dananaee.

-Placer la plaque de fond de la mini-buvard syold@ue supérieure inverseé si
les broches d'alignement tomber en place.

-Serrer les vis. A hermétiques mini-buvard rendempropres modéles de
spoligotype.

-Aspirer liquide résiduel provenant de chaque camai-buvard. Mettez de
cote.

-Dénaturation - Placer les tubes contenant le proiué PCR dans le bloc
thermique a 99 ° C pendant 10 minutes.

-Apreés l'incubation de 10 minutes, refroidir immeteiment, sur la glace.
-Utilisation de la carte sous la Manche Mini-buvaocinme guide, remplir
chaque canal avec environ 1B@u produit PCR dilué. Eviter les bulles d'air.
-Note: Remplissez les premiére et derniere canaex 2XSSPE/0.1% SDS.
-Hybridation - Lieu mini-buvard dans un incubatewair a 60 ° C pendant 60
minutes. Ne secouez pas.

-Au cours de I'hnybridation, préchauffer le SDS 2RER).5 d'% a 60 ° C dans le
bain d'eau en rotation.

-Aprés hybridation est terminée, aspirer les échams de tous les canaux de la
mini-buvard.

-Versez 250 ml de préchauffé 2XSSPE/0.5% SDS daméaipient en
plastique.

-Retirer la membrane de la mini-buvard aide d'uneg

-Lieu membrane en conteneur plastique de solutiéohauffée 2XSSPE/0.5%
SDS

-Couvrir récipient et fermer, et mis dans le 60 &uCbain d'eau rotatif.

-Mettre du poids sur le dessus du conteneur padleganembrane submergée.
Incuber pendant 10 minutes.
-Aprés 10 minutes, jeter la solution.

-Allumez le four a hybridation et régler la tempéra a 42 ° C.
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-Répétez la procédure (étapes 23-28) a laver.

-Préparer streptavidine-POD conjugué comme sulit:

Dans un tube 15ml conique (Falcon) ajouter 10e®?¥SSPE/0.5% SDS.
-Ajouter 2.5ul de conjugué streptavidine-peroxydase

-Rouler délicatement la membrane a l'intérieur efguille de maille du four de
taille appropriée.

-Placez délicatement la membrane dans une bouteilfeulement.

-Ajouter la solution de conjugué streptavidine-P@Bparé a la bouteille de
roulement. Fermez hermeétiquement.

-Rouler bouteille manuellement pour disperser smut

-Mettez bouteille rouler dans un four a hybridate@nncuber pendant 45 a 60
minutes a 42 °C.

-Pendant l'incubation, d'ajuster la températurbaln d'eau en rotation a 42 ° C
et de préchauffer la bouteille de 2XSSPE/0.5% d8§.SD

-Pendant l'incubation, laver et rincer mini-buvatdaisser sécher a l'air.
-Retirez délicatement la membrane de la boutedleodilement et laver deux
fois dans 250ml de 2XSSPE/0.5% SDS pendant 10 gsrauti2 ° C.

-Ensuite, lavez membrane deux fois dans 250ml d&SBPE pendant 5 minutes
a température ambiante.

-Dans un tube de 50 ml conique (Falcon), mélan@enllide réactif ECL-1 et 10
ml de réactif ECL-2.

-Régler la minuterie numérique pendant une minute.

-Eponger briédvement membrane sur du papier absoiidattez membrane dans
un conteneur dédié et ajouter 20 ml de la solu®néactifs de détection ECL
préparé. Lancement d'une temporisation.

-Laisser incuber pendant seulement 1 minute.

-Au cours de l'incubation d'une minute, secouexzdment le récipient pour
assurer le réactif ECL couvre membrane entiére.

-Aprés une incubation de 1 minute, transférer lanbrane a une page
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protecteur ouvert.

Soigneusement page dépliante protecteur sur la naem@pet doucement lisser
nos bulles.

-Placer la membrane dans une cassette de film.

-Des que possible, a l'intérieur d'une pieéce songxgoser un film sensible a la
lumiére a la membrane pendant 10 a 20 minutes.

52. Ajuster la température du bain d'eau en ratati80 ° C et de préchauffer la
bouteille de SDS a 1% Solution.

-Passez a la développeuse de films.

-Apres l'exposition, dans une piece sombre, retedim de la cassette du film
et de charger dans le développement du film.

-Apreés le développement du film, évaluer motif spatlype.

-Si le motif de spoligotype est trop sombre, d'esgvaune autre feuille de film a
la membrane a l'intérieur de la cassette de fiendant une période de temps
plus courte.

D. Membrane Régénération

1. Retirer la membrane de cassette de film prateetiepage et laver deux fois
dans 250 ml de préchauffé SDS a 1% Solution a@@éndant 30 minutes.

2. Lavez membrane dans 250ml d'EDTA 20 mM, pH &dpeat 15 minutes, a la
température ambiante.

3. Membrane de magasin dans 200 a 250 ml de 20 'BDITd\, pH 8, dans un
récipient en matiére plastique, a 4 ° C. Evitatdahydratation.

E. Clean ULaissez le laboratoire que vous souhaitéouver.

1. Essuyez toutes les surfaces avec I'eau de dddsh.

2. Rincez et essuyez les contenants et graduéedHe distillée.

3. Pipettes propres et boites de pointes de pipette la solution d'eau de Javel
a 10% puis de 70% Et OH.

4. Laver et rincer les bouteilles de roulemenassiser sécher.

5. Retour tous les réactifs a leur emplacementtexac
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6. Jeter tous les déchets.

7. Eteignez tous les appareils.

X. Interprétation des résultats

1. Confirmez les modéles de spoligotype a la fostg et le contrble négaitif,
afin d'assurer toutes les entretoises sont présedtexclure toute
contamination.

2. Examinez isoler des tendances pour les simdguet les différences.
Convertir le modele de spoligotype premier a cadaile enfin un code octal.
3. Compatrer les résultats a ceux de connaitre (bake de données, autre).

XI. limitations

1. Bruit de fond élevé (rayures) sur le modelep#igotype indique un besoin
de nettoyer le mini-buvard. Nettoyer avec une leaEdiée et tremper dans une
solution Alconox nuit.

2. Bruit de fond élevé (points) sur le modele daligptype indique un probleme
avec la membrane. Régénérer a nouveau la membreestseavec des produits
de PCR de la souche témoin. Si le probleme persistpas utiliser la
membrane.

4. Tampons FDS devrait étre pas plus de 1 semaine.

Travaliller avec les vieux SDS solution peut congldides problémes avec des
motifs de spoligotype.

5. Des problémes avec le test de spoligotypagentaCter Isogen sciences de la

vie, le support technique:
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RESUME:

Notre étude avait pour but d’évaluer la fréquenae Mycobacterium
africanum dans la tuberculose pulmonaire au Mali. Pour radtel nos
objectifs, nous avons effectué une étude rétrosmedtansversale entre
Janvier 2006 et Decembre 2012 au Centre de reahetale la formation sur
le VIH et la Tuberculose (SEREFO).

L’étude a porté sur 205 cas de tuberculeux quib@nigficié des techniques
suivantes : L'examen direct des crachats, led@&dntification moléculaire
par la méthode de Genprobe® Accuprobe®, le testselesibilité aux
antibiotiques et le spoligotypage®.

Le spoligotyping a permis de déterminer I'infectjper M.africanumchez 36
patients soit une prévalence de 17,56%.

La prévalence de la co-infection TB/VIH a été de615%6 et elle était

beaucoup plus observée en cas d’infection tubarsaléM.africanum
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Dans le cadre de ce travaill nous n'avons pas observé un signe
pathognomonique a l'infectioM.africanumpar rapport aux signes due u
tuberculosisau SEREFO.

Mots clés: Mycobacterium africanumTuberculoses,VIH, MDR, Bamako,
Mali.
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SUMMARY:

Our study aimed to evaluate the prevalenc&lptobacterium africanunm
tuberculosis in Mali. To achieve this goal, we cocteéd a retrospective
cross-sectional study between January 2006 andnilene?012 at the center
of research and training on VIH and TB.

The study included 205 cases of TB who receiveddhewing techniques:
direct sputum, testing molecular identification hwt Genprobe®
Accuprobe®, test sensitivity to antibiotic and sgotyping®.

The spoligotyping allowed to determine infection36 patients MAF is a
prevalence of 17,56%. The prevalence of co-infecltiB/ VIH wase 15,61%
and it was more observed in cases of tuberculdastion MAF.

As part of this work we have not seen a path gnamarfection MAF

compared to the signs relatedMio tuberculosisn SEREFO.

Kys words: MAF, Tuberculosis, VIH, MDR, Bamako, Mali

Page

Thése de Médecine FMOS 2013 135 Antiémeé Combo. Georges TOGO



Le poids de Mycobacterium africanum (MAF) dans la Tuberculeuse pulmonaire au Mali

SERMENT D'HIPPOCRATE

En présence des Maitres de cette faculté, et demees condisciples, devant
I'effigie d’Hippocrate, je promets et je jure, aoam de I'étre supréme, d’étre

fidéle aux lois de 'honneur et de la probité dbemsercice de la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a I'indigent etigepai jamais un salaire au
dessus de mon travail. Je ne participerai a aucamage clandestin

d’honoraires.

Admis a l'intérieur des maisons, mes yeux ne vergas ce qui S’y passe,
ma langue taira les secrets qui me seront configgn état ne servira pas a

corrompre les maeurs, ni a favoriser le crime.

Je ne permettrai pas que des considérations dgorelide race, de parti ou

de classe viennent s’interposer entre mon devaenogt patient.

Je garderai le respect absolu de la vie humain&adasception.

Méme sous la menace, je n‘admettrai pas de fair@geusdes mes
connaissances médicales contre les lois de I'hugani

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitresndeai a leurs enfants

I'instruction que j'ai recue de leurs peres.

Que les hommes m’accordent leur estime si je silgdefa mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de medisoiples si j'y manque.

Je le Jure!

Page

Thése de Médecine FMOS 2013 136 Antiémeé Combo. Georges TOGO



