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RESUME
Nous avons réalisé une étude transversale sur 12 mois basée sur 1’évaluation

préliminaire de la PCR multiplexe afin de determiner sa sensibilité et sa
spécificité chez les patients co-infectés TB/VIH+ au Centre Universitaire de
Recherche Clinique (UCRC/SEREFO). Nous avions retenu 72 patients répartis
en deux groupes dont 30 patients TB/VIH+ et 42 cas contrdles qui avaient une
microscopie et une culture négative. Ces patients ont tous bénéficiés des
techniques suivantes : I’examen microscopique apres coloration par le FDA et
I’auramine/rhodamine, le test Xpert MTB/RIF de GeneXpert®, la culture et la
PCR Multiplexe.

La population masculine était la plus majoritaire avec 66,67%.

La sensibilité et la spécificité de la PCR Multiplexe observee par rapport a la

culture étaient respectivement de 76,67% et de 95,24%.

ABSTRACT
We performed a 12-month cross-sectional study based on the preliminary

evaluation of multiplex PCR to determine its sensitivity and specificity in TB /
HIV + co-infected patients at the University Center for Clinical Research
(UCRC / SEREFO). We selected 72 patients divided into two groups, including
30 TB / HIV + patients and 42 control cases who had a microscopy and a
negative culture. These patients all benefited from the following techniques:
microscopic examination after FDA staining and auramine / rhodamine, Xpert
MTB / RIF test from GeneXpert®, culture and Multiplex PCR.

The male population was the majority with 66.67%.

The sensitivity and specificity of Multiplex PCR observed relative to culture
were 76.67% and 95.24% respectively.
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1 INTRODUCTION
La tuberculose (TB) est une maladie contagieuse, endémo-épidémique, a

transmission essentiellement interhumaine due au complexe Mycobacterium
tuberculosis (CMT) (1). L’atteinte pulmonaire est la plus fréquente des
localisations avec environ 75% soit 2/3 des cas et représente la source habituelle
de transmission (2,3). A I’échelle mondiale, la TB est 1’'une des 10 principales
causes de deces et la principale cause de décés di a un agent infectieux (4).

La coinfection TB et VIH forme une association mortelle avec un taux de déces
estimé a 251000 dans le monde et 1,6/100000 habitants au Mali en 2018 (4,5). En
effet ’immunodépression au VIH modifie I’expression classiques des symptomes
et signes pouvant entrainer un retard dans le diagnostic (6,7).

Par ailleurs, il faut signaler d’autres infections comme celles liées
aux mycobactéries non tuberculeuses (MNT) particulierement chez les
séropositifs au VIH. Les MNT sont des bactéries environnementales ubiquitaires
(8). Cent quarante (140) espéces de MNT ont été répertoriées dont les plus
fréequents dans les maladies pulmonaires sont le M. avium, M. intracellulare, M.
abscessus et M. kansasii (9,10). La plupart des especes de MNT sont non
pathogénes. Les manifestations cliniques sont pulmonaires dans 80 a 90 % des
cas (7). Contrairement a la tuberculose pulmonaire, une transmission
interhumaine directe de MNT a rarement été rapportée (10).

Le contrdle de la tuberculeuse exige un diagnostic et un traitement efficace de la
maladie. Cependant, la microscopie pour la recherche des bacilles acido-alcoolo-
résistants (BAAR) est le diagnostic de premiére intention utilisé dans les pays en
voie de développement comme le Mali. Cette technique de diagnostic est peu
couteuse, simple et rapide mais a une sensibilité faible d’environ 50% et ne permet
pas discriminer les mycobactéries tuberculeuses des non tuberculeuses (11).

La culture des mycobactéries reste le gold standard, son seuil de détection est

environ de 10 a 100 bacilles viables /ml d'échantillon dans plus de 80% des cas

Thése de Médecine Ibrahim B DIALLO Page 20



Evaluation préliminaire de la PCR multiplexe dans le diagnostic de la tuberculose chez les patients
Co-infectés par le VIH a Bamako

de tuberculose active pour une spécificité est de 98 %. Cependant elle est lente,
colteuse et nécessite un laboratoire de niveau de sécurité élevée (12,13).

Pour pallier a ce probleme, des techniques moléculaires ont été développées telles
que le test Xpert MTB/RIF (14).

La PCR Multiplexe est une PCR en temps réel fait maison développée pour
I’identification simultanée du Complexe Mycobacterium tuberculosis (CMT) et
les Mycobactéries Non Tuberculeuse (MNT). Ce test est une PCR en temps réel
couplé a une extraction par capture spécifique de I'ADN qui a déja montré des
résultats encourageants sur des souches de laboratoire (MTB et MNT). Dans cette
étude il est question de I’évaluation préliminaire de ce test dans une population
plus vulnérable a la tuberculose avec difficulté de diagnostic élevée.

Ainsi le but de cette étude est de faire une évaluation préliminaire de cette PCR
multiplexe afin de dégager sa sensibilité et sa specificité dans la détection de la

tuberculose pulmonaire chez les patients co-infectes par le VIH a Bamako.
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OBJECTIFS
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2 HYPOTHESE DE RECHERCHE ET OBJECTIES

2.1 Hypothese de recherche :
La PCR multiplexe est aussi performante que la culture dans le diagnostic de la

tuberculose pulmonaire chez les patients VIH+ a Bamako.

2.2 Obijectifs de I’étude
Objectif général :

Réaliser une évaluation préliminaire de la PCR multiplexe dans le diagnostic de
la tuberculose chez les patients tuberculeux co-infectés par le VIH a Bamako,
Mali.

Objectifs spécifigues :

v Déterminer les caractéristiques sociodémographiques, cliniques et
hématologiques des patients co-infectés par la tuberculose et le VIH a Bamakao,
Mali ;

v' Déterminer la proportion de cas de tuberculose détectée par la PCR multiplexe
chez les patients TB/VIH+ par rapport a la microscopie.

v’ Déterminer la proportion de cas de tuberculose détectée par la PCR multiplexe
chez les patients TB/VIH+ par rapport a la culture.

v" Déterminer la performance de la PCR multiplexe chez les patients TB/VIH+.
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GENERALITES
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3 GENERALITES

3.1 Tuberculose

3.1.1 Définition :
Maladie infectieuse et contagieuse provoquée par les mycobactéries du

complexe tuberculosis comprenant  différents  germes  principalement M.
tuberculosis qui touche le plus souvent les poumons. Elle se transmet par des
gouttelettes de secrétions bronchiques lors de 1’expectoration d’une personne
atteinte de tuberculose-maladie (15).

Les espéces mycobactériennes appartenant au MTBC sont M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae, M. pinnipedii, M

suricattae et M. mungi (16).

3.1.2 Forme clinigue pulmonaire :
La tuberculose pulmonaire est la forme la plus fréquente d’environ 80% de

tuberculose active et les symptomes les plus courants chez les personnes infectées
par le VIH restent la toux, la fiévre, les sueurs nocturnes et une perte de poids

significative (2,17).

3.1.3 Criteres de diagnostic bactériologique selon ’OMS et prise en charge
au Mali :
Deux frottis de crachats ou plus montrant des Bacilles acido-alcoolo résistants

(BAAR) ou un frottis de crachat positif en plus des signes ou des symptémes
compatibles avec une tuberculose pulmonaire active selon un médecin ou un

frottis de crachat positif plus une culture positive pour M. tuberculosis (18).

3.1.4 Traitement :
Le schéma thérapeutique pour la prise en charge de la tuberculose chez les patients

a germes sensibles est de 2 (RHZE)/4 (RH).

La phase initiale est 2 (RHZE), elle dure 2 mois et consiste a prendre une
combinaison a dose fixe de I’isoniazide (H=5 mg/kg), de la rifampicine (R=10
mg/kg), du pyrazinamide (Z=25 mg/kg) et de 1’éthambutol (E=20 mg/kg).
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La phase d’entretien consiste a la prise quotidienne d’isoniazide et de rifampicine

en association a doses fixes (19).

3.2 VIH
3.2.1 Définition :

» L’infection a VIH est causée par la pénétration du virus de
L’immunodéficience dans 1’organisme qui peut étre asymptomatique pendant
plusieurs années entrainant une production abondante de virus avant de détruire
les défenses immunitaires ou sans développer une maladie clinique.

> Le sigle SIDA désigne le Syndrome d’Immuno Déficience Acquise (20).

3.2.2 Stadesdu VIH:
L’infection par le VIH passe par trois stades successifs qui sont :

e La primo-infection est le plus souvent asymptomatique et se caractérise
par I’apparition fréquente de symptomes similaires a une grippe légere; une fiévre,
des éruptions cutanées, une fatigue, des maux de téte, etc. Mais elles disparaissent
spontanément apres quelques semaines, car le systeme immunitaire réagit a
I’agression des virus. Le risque de transmission s’avere particuliérement élevé
durant la primo-infection en raison de la forte charge virale a ce stade de
I’infection (21).

e La phase de latence : le sujet méne une vie normale durant cette phase
en moyenne 10 ans et pendant ce temps, le virus se propage insidieusement dans
I’organisme et malmene le systéme immunitaire en permanence jusqu’a SON
affaiblissement le rendant ainsi vulnérable aux infections opportunistes (21).

e Sida: A ce stade, le systéme immunitaire est tellement affaibli qu’il ne
peut plus empécher I’apparition de maladies graves, voire mortelles. On parle de
SIDA en présence de certaines associations spécifiques de maladies. Il va de
différents cancers a ’envahissement de 1’cesophage par le champignon Candida

albicans, en passant par certaines formes de pneumonie et la tuberculose. Aprés
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déclenchement du SIDA et en I’absence de traitement, 1’espérance de vie ne va

plus que de quelques mois a trois ans (21).

3.2.3 Diagnostic biologique :
Le diagnostic est essentiellement biologique et basé sur des techniques

immunologiques ou de biologie moléculaire car les signes cliniques
n’apparaissent que trés tardivement. Il se fait le plus souvent par dépistage des
anticorps qui apparaissent généralement 3 a 8 semaines aprés 1’infection.
L’intervalle entre I’infection et I’apparition des anticorps décelables est appelé «
période sérologiquement muette » ». Les anticorps sont beaucoup plus faciles a
repérer que le virus lui-méme. Il est parfois possible de mettre en évidence
I’antigéne du VIH pendant la période sérologiquement muette si, par coincidence
le test est effectué pendant la courte période ou le taux de particules virales en
circulation est le plus élevé (ELISA). Aprés avoir atteint ce maximum, le taux

d’antigénes P24 chute fortement et n’est plus décelable (ELISA).

3.2.3.1 Techniques immunologiques:

» ELISA (Dosage Immuno-enzymatique):
C’est un test immunologique pour la détection des anticorps anti-VIH. C’est

probablement le test le plus efficace quand il faut tester un grand nombre
d’échantillons par jour. Pour que les résultats soient fiables, le matériel génétique
doit étre régulierement entretenu. Le test est réalisé lorsqu’on doit rechercher
I’anticorps d’une maladie ou d'une protéine de virus. Ce test permet de détecter
I’'IgM, les anticorps VIH précoces, outre I'IgG, et de réduire ainsi la période
sérologiqguement muette de 2-4 semaines (22,23). C’est une technique qui est
difficile a mettre en ceuvre dans les pays a ressources limitées car elle nécessite
un personnel bien formé, un équipement de laboratoire sophistiqué, une

configuration expérimentale plus longue et des réactifs colteux (24).
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> Tests simples/ rapides :
Les TDR ont montré des améliorations continues de la sensibilité et de la

spécificité diagnostiques et les versions actuellement commercialisées se
comparent favorablement aux tests ELISA. lls ont été initialement développés sur
le principe des réactions « d’immunofiltration ou d’agglutination ». Aujourd’hui,
ces tests sont realises par des « méthodes immunochromatographiques (ICT),
Immuno-enzymatiques ou biochimiques ». L’ICT restant la méthode la plus
populaire, ainsi nous avons :

- Determine™ HIV-1/2;

- Alere Determine™ HIV-1/2;

- Alere Determine™ HIV-1/2 Ag/Ab Combo;

- SD Bioline™ HIV-1/2 (24,25).
Dans la plupart des formats, I’apparition d’un point ou d’un trait clairement visible
indique un résultat positif. La plupart de ces tests comportent aussi un systeme de
contréle qui valide le résultat (22).

» Western blot et immunoblot :
Ce sont des tests de confirmation les plus rependus utilisant des protéines de

synthése et permettent de déceler les anticorps spécifiques anti VIH-1 et/ou anti
VIH-2. Ce sont les plus rependus (22).

3.2.3.2 Technigues moléculaires :
Les tests utilisés permettent de mesurer le nombre de virus présents dans un

¢chantillon de sang. Le test utilise une technique d’amplification des acides
nucléiques, qui permet de déterminer le nombre de copies de VIH présentes dans
un millilitre de plasma. Le test d’amplification des acides nucléiques consiste en
une amplification du matériel génétique du virus lui-méme ou d’une sonde qui
s’est liée a ce virus. Une réaction chimique est ensuite utilisée pour mesurer la
quantité¢ d’amplification observée pendant le test, qui correspond a la quantité de
VIH présente dans I’échantillon. La technique de mesure de la charge virale la

plus couramment utilisée est la réaction de polymérisation en chaine quantitative
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soit (qQPCR). Les autres techniques de mesure de la charge virale comprennent
I’amplification du signal médiée par transcription et les techniques

d’amplification du signal par I’ADN branché (26).

3.2.4 Traitement:
Parmi les ARV qui sont disponibles dans les pays d’Afrique subsaharienne y

compris le Mali, on peut citer :

v" Les inhibiteurs nucléosidigues de la transcriptase inverse (INTI) :

Les plus utilisés sont la zidovudine (AZT), la lamuvidine (3TC), et le
tenofovir (TDF).
v Les inhibiteurs non nucléosidigues de la transcriptase inverse
(INNTI) :
Ce sont la nevirapine (NVP) et I’efavirenz (EFV).

v Les inhibiteurs de protéase (IP)

Les IP boostés avec du ritonavir sont utilisés en cas d’échec thérapeutique
comme : indinavir/ritonavir (IDV/r), le lopinavir/ritonavir (LPV/r),
atazanavir/ritonavir (AZV/r) ou possiblement non boostés, comme 1’atazanir
ou le nelfinavir (27).
Pour le traitement antirétroviral (TAR) de premiere intention, il est recommande
d’utiliser des schémas thérapeutiques simplifiés, peu toxiques et faciles a utiliser
en association d’ARV en doses fixes.
% Un TAR de premiére intention doit étre composé de deux INTI et d’un
INNTI.

L’option privilégiée recommandée pour mettre en route un TAR est :

e TDF+3TC+EFV
Schémas thérapeutiques de remplacement :

e AZT+3TC+EFV

o AZT +3TC + NVP

e TDF+3TC+ NVP
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% Traitement antirétroviral de deuxiéme intention :

Chez I’adulte, 1’adolescent et I’enfant, il est recommandé d’utiliser comme
stratégie privilégiée pour le TAR de deuxiéme intention une combinaison d’IP
potentialisé + deux INTI lorsqu’un schéma contenant un INNTI a été utilisé
comme TAR de premiere intention.
Schémas thérapeutiques privilégiés :

e AZT +3TC + LPV/ra

o AZT +3TC+ ATVira
Schémas thérapeutiques de remplacement :

e TDF +3TC (ou FTC) + ATVIr

e TDF +3TC (ou FTC) + LPV/r

% Traitement antirétroviral de troisieme intention :

- Nouvelles recommandations
Les programmes nationaux doivent élaborer des politiques pour le TAR de
troisieme intention. Les schémas thérapeutiques de troisiéme intention doivent
comprendre de nouveaux medicaments qui présentent le minimum de risque de
résistance croisée avec les schémas thérapeutiques utilisés précédemment, tels
que les inhibiteurs de I’intégrase ainsi que les INNTI et les IP de deuxieme
genération. Un patient en échec thérapeutique sous TAR de deuxiéme intention
pour lequel on ne dispose pas de nouvelle option d’ARV doit continuer a recevoir

un schéma thérapeutique bien toléré (28).

3.3 Les MNT
3.3.1 Définition :

Les mycobactéries non tuberculeuses sont des mycobactéries environnementales
sans transmission interhumaine (29). Les MNT sont divisées en especes a
croissance lente et a croissance rapide. Les maladies pulmonaires causees par les
MNT sont considérées comme opportunistes et concernent fréquemment

les patients atteints de maladies pulmonaires structurelles telles que la bronchite
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chronique et ’emphyséme, la bronchectasie, la fibrose kystique etc... (30). Les
especes les plus courantes causant une infection pulmonaire sont le MAC a
croissance lente (composé de M. avium, M. intracellulare et M. chimaera), M.
kansasii, M. malmoense, M. xenopi et le croissant M. abscessus (compose de M.
abscessus, M. a. massiliense, M. a. bolletii), M. chelonae et M. fortuitum (16).
Au Mali une étude réalisée entre 2004 et 2009 a Bamako, a enregistré 8 % de
MNT chez les patients ayant une tuberculose chroniques parmi lesquels M.

avium, M. simiae et M. palustre ont été les espéces les plus impliquées (31).

3.3.2 Forme clinigue pulmonaire :
Les symptbmes de la maladie pulmonaire a MTN sont variables et non

spécifiques. Cependant, tous les patients ont pratiquement une toux chronique ou
récurrente. D’autres symptomes incluent la production d’expectoration, la fatigue,
les malaises, la dyspnée, la fievre, I’hémoptysie, les douleurs thoraciques et la
perte de poids. Les symptdmes constitutionnels sont progressivement plus

fréquents avec I’avancement de la maladie pulmonaire 8 MTN (7).

3.3.3 Criteres de diagnostic :
L'évaluation minimale d'un patient suspecté d'une maladie pulmonaire a

mycobactéries non tuberculeuses (MNT) doit inclure les éléments suivants :
» Radiographie thoracique ou, en lI'absence de cavitation, tomodensitométrie
thoracique a haute résolution (HRCT);
> Trois spécimens ou plus de crachats pour la recherche du bacille alcoolo
acido-résistant (BAAR);
> Et exclusion d'autres infections telles que la tuberculose.
Les criteres cliniques, radiographiques et microbiologiques sont également
Importants et tous doivent étre remplis pour poser un diagnostic de maladie
pulmonaire a MNT.
Les criteres suivants s'appliquent aux patients symptomatiques présentant des

opacités radiographiques, nodulaires ou cavitaires, ou un scanner (HRCT)
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montrant une bronchectasie multifocale avec plusieurs petits nodules. Ces critéres
correspondent le mieux au complexe Mycobacterium avium (MAC), a M.
kansasii et a M. abscessus. La plupart des autres MNT ne sont pas suffisamment
connues pour étre certains que ces critéres de diagnostic sont universellement

applicables a tous les agents pathogénes respiratoires des MNT (7).

3.3.3.1 Clinigue :
Symptémes pulmonaires, opacités nodulaires ou cavitaires sur une radiographie

thoracique, ou scanner HRCT montrant une bronchectasie multifocale avec
plusieurs petits nodules ;

Et exclusion appropriée des autres diagnostics.

3.3.3.2 Critere Microbiologique :
La culture positive résulte d'au moins deux échantillons d'expectorations distincts

ou la culture positive résulte d'au moins d’un lavage alvéolaire ou bronchique, ou
d’une biopsie transbronchique ou d’un autre tissu du poumon présentant des
caracteéristiques histopathologiques mycobactériennes (inflammation
granulomateuse ou BAAR) et culture positive pour MNT ou biopsie montrant des
caractéristiques histopathologiques mycobactériennes (inflammation
granulomateuse) et un ou plusieurs crachats ou lavages bronchiques de culture
positive pour MNT.

La consultation d'experts devrait étre obtenue lorsque les MNT récupérées sont
peu fréquentes ou représentent généralement une contamination de
I'environnement.

Les patients suspectés d'avoir une maladie pulmonaire liée aux MNT mais qui ne
répondent pas aux criteres de diagnostic doivent étre suivis jusqu'a ce que le
diagnostic soit fermement établi ou exclu.

L'établissement du diagnostic de maladie pulmonaire a MNT ne nécessite pas, en
soi, l'institution d'un traitement, décision qui repose sur les risques et les avantages

potentiels du traitement pour chaque patient (7).
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3.3.3.3 Traitement :
Au Mali il n’existe pas de schéma thérapeutique standard pour les MNT. Les

molécules utilisées dans notre contexte sont la rifampicine, 1’isoniazide,
I’éthambutol et la clarithromycine ou I’érythromycine. Le traitement est long et
peut aller jusqu'a 12 mois apres négativation des prélevements ou au maximum
18 mois (29).

3.4 Epidémiologie :
La tuberculose est la principale cause de mortalité chez les personnes vivants avec

le VIH selon 1’organisation mondiale de la sante (4). En 2018, il y avait environ
10 millions de nouveaux cas de tuberculose dans le monde. La tuberculose affecte
les deux sexes de toutes les tranches d'age, mais le fardeau est plus éleveé chez les
hommes adultes dans 57% des cas, ensuite les femmes et les enfants avec
respectivement 32% et 11% (4). Les personnes vivant avec le VIH représentaient
8,6% dans le monde en 2018 (4). A I'échelle mondiale, il y a eu 1,2 million de
déces par tuberculose chez les personnes séronégatives et 251 000 chez les
personnes seropositives (4). Ces taux de déces ont considérablement baisseé depuis
2000 de 27% chez les personnes séronégatives et de 60% chez les personnes
séropositives (4). Le taux moyen de baisse du taux d'incidence de la tuberculose
était de 1,6% par an au cours de la période 2000-2018 et de 2% entre 2017 et
2018. La réduction cumulative entre 2015 et 2018 n'était que de 6,3%. La
réduction mondiale du nombre de décés dus a la tuberculose entre 2015 et 2018
était de 11% (4). En 2018, il y avait environ un demi-million (417 000 a 556 000)
de nouveaux cas de tuberculose résistante a la rifampicine dont 78% avaient une
tuberculose multirésistante (TB-MR). La prévalence des infections causées par
les MNT a augmenté au cours des dernieres années dans les pays industrialiseés
comme les Etats Unis d’Amérique se situant entre 1,4 et 6,6 / 100000 (16).

L’Afrique a enregistré 24% des cas de tuberculose en 2018. Huit pays
enregistraient les deux tiers du total dont deux pays africains a savoir le Nigéria

et I’Afrique du Sud. L'incidence et les décés diminuent respectivement de 4,1 et
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5,6 % par an dans la région africaine de I’OMS avec des réductions cumulatives
de 12% pour l'incidence et de 16% pour les déces entre 2015 et 2018. La
coinfection TB/VIH représentait 8,6 % dont 50 % en Afrique australe (4).

Au Mali, I’incidence de la TB était estimée a 35 cas/100 000 habitants en 2018.
Au total 6889 cas incidents toutes formes ont eté notifiés soit 63% de tuberculose
pulmonaire a bactériologie positive, 13% de cas cliniqguement diagnostiques, 3%
de rechutes, 1% d’échec et 18% de tuberculose extra pulmonaire (TEP) en 2018.
Le taux de détection était de 64% et 71% des patients avaient un statut VIH connu
soit 10% de séropositivite. Le taux de déces a été élevé de 18% chez les patients
TB/VIH (32).

Selon une étude realisée en 2012 a SEREFO, 19,71% étaient infectés par le VIH
parmi lesquels 89,3% étaient des tuberculeux naifs au traitement et 10,7% avaient
une tuberculose chronique (31). Les infections a MNT étaient plus fréquentes
chez les patients non VIH avec 12,28% comparé aux patients infectés par le VIH
(31).

3.5 Physiopathologie

3.5.1 TBetVIH:
Apres penétration dans les voies respiratoires, les Mycobactéries infectent les

macrophages, tandis que les lymphocytes T CD4 + produisent de l'interféron
gamma (IFN), de I'interleukine-2, du facteur de necrose tumorale alpha (TNFa) et
du facteur de stimulation des colonies de macrophages, qui activent les
macrophages et les cellules cytotoxiques pour inhiber leur croissance
intracellulaire. La tuberculose apparait lorsque la réponse immunitaire induisant
un granulome est insuffisante pour limiter la croissance des mycobactéries (33).
L'IFN joue un réle pivot a ce stade. En effet, les personnes porteuses de défauts
genétiques qui entrainent une baisse de la production d'IFN ou de ses récepteurs
cellulaires développent une TB grave et mortelle. Pendant I'infection par le VIH,

la production d'IFN diminue considérablement en paralléle avec la réduction des
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lymphocytes T CD4 +, ce qui conduit finalement a un risque nettement accru de
développer une réactivation ou une réeinfection par M. tuberculosis chez ces
patients. A l'inverse, la tuberculose peut également influencer I'évolution du VIH.
La production de cytokines pro-inflammatoires par les granulomes tuberculeux
en particulier le TNFa a été associée a une augmentation de la viremie a VIH, ce
qui pourrait accélérer la progression vers une immunosuppression severe. Le
risque de déces chez les patients infectés par le VIH atteints de tuberculose est le
double de celui des patients infectes par le VIH sans tuberculose avec un nombre
de cellules CD4 correspondant, la plupart des déces etant causés par une infection

progressive par le VIH plut6t que par la tuberculose (33).

Immuiodépression Croissance mycobactéries

cellulaire CD4 — /I

Baisse cytokines : ou de réinfection

1 Risque de réactivation

-IFN y (++++) |

IL.2 |
TNF | =
TB maladie
VIH
Risque d’évolution Vers stade SIDA /
= ! .

J
Charge viralet 1 _ ‘ Production TNNF
L.ocale et systémique [ IL.-6, IL.1/granulomes
Figure 1 : Physiopathologie de la co-infection : cercle vicieux (34).

3.5.2 MTN et VIH :
Chez les patients infectés par le VIH, les infections disséminées a MNT sont les

plus courantes et les plus graves généralement a cause du nombre bas de
lymphocytes T CD4 * en dessous de 50 / ul (7).
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3.6 Description des outils de diagnostic de la tuberculose

3.6.1 Examen microscopigue :
Cet examen peut étre effectué soit directement sur le produit pathologique soit

apres fluidification et décontamination. Le caractére d’acido-alcoolo-résistance
des mycobactéries permet 1'utilisation de colorations spécifiques telles que le
Ziehl Neelsen ou I’auramine. Il est peu colteux et permet un dépistage rapide en
quelques heures, cependant il présente deux inconvénients qui sont une faible
sensibilité et de spécificité. Il faut plus de 10* bacilles par millilitre de produit
pour que I’examen soit positif, et la sensibilit¢ est d’environ 50 % pour les
¢chantillons d’origine pulmonaire. Le manque de spécificite est 1i¢ au fait que

I’examen microscopique ne permet pas de différencier le MTBC des MTN (11).

Figure 2 : coloration fluorescente a I’Auramine-Rhodamine (14).
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3.6.2 La culture des mycobactéries (MTB/MNT) :
La culture sur milieux solides L-J reste le gold-standard du diagnostic de la

tuberculose et permet de faire I’identification des mycobactéries isolées et de
procéder a la mesure de la sensibilité aux antibiotiques (11,13). Il existe deux
types de milieux de culture : les milieux de culture solides et les milieux de culture

liquides.

3.6.2.1 Milieux solides :
Ce sont des milieux gélosés nous permettant d’avoir des colonies caractéristiques

et la purification de celles-ci. Parmi les milieux de cultures solides, on peut citer :
le milieu Lowenstein-Jensen (L-J) qui est le milieu de référence, le milieu 7H10,
7H11. La culture sur milieu solide dure de 2 a 6 semaines et il faut attendre 8
semaines pour la déclarer négative. Malgré le faible taux de croissance, la culture
de mycobacteéries est environ 100 fois plus sensible que le frottis BAAR ne

nécessitant que 10 a 100 UFC / ml d'échantillon pour une croissance fiable (14).

3.6.2.2 Milieux Liquides :
Ce sont des bouillons de culture permettant une croissance plus rapide. Son délai

est de 1 a 2 semaines et encore moins en milieu automatisé. Les cultures liquides
ne forment pas de colonies. Le MGIT est le milieu liquide le plus utilisé soit en

incubation manuelle (4 ml) ou automatisé (7 ml) au Batec MGIT 960. (15).
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Figure 3 : L'instrument BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson) et les

tubes de culture pour la croissance mycobactérienne a base de bouillon (14).

3.6.3 Méthode de biologie moléculaire

3.6.3.1 Le Test Xpert MTB / RIF:
En 2010, POMS a recommandé¢ I’utilisation du test Xpert MTB / RIF comme test

de diagnostic initial pour la détection de la tuberculose associée au VIH et pour
laquelle des taux élevés de pharmaco résistance étaient suspectés. Le test était en
premiere classe pour un certain nombre de raisons :

» Amélioration de la sensibilité par rapport aux tentatives précédentes

d'utilisation de stratégies NAA (NAA) ;

» Détection simultanée de la résistance a la rifampicine ;

» Format modulaire permettant des tests sur un spectre des besoins en volume ;

» La possibilité d’automatisation ;

> Simplicité ;

> Rapidite et
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> Sécurité (salle individuelle, aucune hotte contre les risques biologiques et
tests disponibles méme en clinique) (35).

Un systeme de traitement des échantillons et un dosage PCR automatisé en temps
réel sont intégrés dans une seule cartouche a usage unique. Le test peut étre
effectué directement a partir d'un échantillon d'expectoration clinique ou d'un
culot d'expectoration décontaminé et peut généralement étre terminé en moins de
2 heures. Sa sensibilité globale est de 98% a 100%, une sensibilité de 72% chez
les patients a frottis négatifs et une spécificité de 100% (36).
Beaucoup de pays utilisent largement le test Xpert pour le diagnostic chez les

patients infectés par le VIH (35).
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Figure 4 : Systéeme Cepheid Xpert ® et cartouche de test MTB / RIF pour le
diagnostic moléculaire du complexe M. tuberculosis et des mutations

associées a la résistance a la rifampicine (14).
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3.6.3.2 La PCR multiplexe :
C’est une nouvelle perspective de biologie moléculaire en évaluation permettant

de faire le diagnostic simultané de MTBC et MNT. L'essai est une PCR en
temps réel couplé a une extraction par capture spécifique de I'’ADN pour
minimiser et uniformiser les manipulations d'échantillons. La limite de détection
du test concernant pour MTBC est de 5 UFC / ml (37). Le témoin négatif interne
(les réactifs de PCR sans ADN) et les témoins positifs (ADN de MTBC et
MAC) sont inclus dans le test pour une interprétation appropriée des résultats.

% Principe du test gPCR :

La PCR quantitative en temps réel repose sur la possibilité de suivre le résultat de
I’analyse en cours (« en temps réel ») a I’aide de la fluorescence. Les données de
fluorescence sont collectées a chaque cycle de la PCR et représentent la quantité
de produits amplifiés a cet instant. Plus 1’échantillon est concentré en molécules
cibles a I’origine, moins il faudra de cycles pour atteindre un point pour lequel le
signal fluorescent est significativement supérieur au bruit de fond. Ce point est
defini comme le Ct et apparait en début de phase exponentielle. En moyenne une
PCR comporte entre 20 et 40 cycles.

Les composants de la PCR sont le milieu réactionnel qui comporte I’ADN a
amplifier, les dNTPs, les deux amorces, la Taq polymérase, un tampon et des ions
magnésium (MgClI2). Ces deux derniers composants définissent un milieu avec
un pH optimal et une concentration saline optimale pour le bon fonctionnement
de I’enzyme.

> Le matériel génétique : ADN ou ARN

Avant la réaction de PCR, le matériel génétique est extrait a partir de 1’échantillon
a analyser. Puis, cet extrait purifie en ADN ou ARN ne contenant que le fragment

a amplifier peut-étre utiliser en PCR.
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» Les deux amorces :

Ce sont des fragments courts d'ADN, capables de s’hybrider de fagon spécifique,

grace a la complémentarité des bases, sur I'un des deux brins d'ADN.

Les amorces sont choisies de facon a encadrer la séquence d’/ADN a amplifier. La

taille de ces amorces est généralement d’une vingtaine de désoxyribonucléotides.

De plus, les amorces sont en trés forte concentration par rapport a celle de I’ADN

a amplifier.

> Les Désoxyribonucléotides-Tri-Phosphates (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP):

Les dNTPs (Désoxyribonucléotides-Tri-Phosphates) sont des molécules de base,

qui constituent I’ADN, utilisés par la Taq polymérase pour la synthése du nouveau

brin d’ADN complémentaire.

> Une enzyme, tag polymérase :

L’enzyme utilisée est une polymérase, c'est-a-dire qu’elle peut synthétiser un

nouveau brin d’ADN a partir du brin d’ADN matrice apres s’€tre fixée a une

amorce.

Le test compte trois cycles avec des temps, températures et cycles différents et

prends au maximum 2h qui sont :

- Le premier cycle ou cycle de dénaturation initiale : elle consiste a
chauffer les brins d’ADN et dure 2min.

- Le deuxiéme cycle ou dénaturation cyclique : divise le double brin de
I’ADN en simple brin. Elle dure 15sec et est répété 45 fois.

- Le troisiéme cycle : il consiste a I’hybridation des brins d’ADN puis faire
la synthese de ce brin, les amorces se couplent aux sondes et ses sondes
émettent des fluorescences pour la lecture.

Les thermocycleurs utilisé dans notre étude sont Applied Biosystems® 7500 Fast
Dx Real-Time PCR Instrument avec le logiciel SDS. C’est un systéme
d'amplification en temps réel et de déetection de fluorescence a cing couleurs

disponibles pour un diagnostic in vitro. C’est un instrument qui offre des
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performances requises pour des résultats de haute qualité avec les plaques de 96
puits.

Deux régions ou génomes sont ciblées par 1’essai. Il s’agit de la région IS6110 et
le SenX3-regX3 pour détecter le CMT. Ces deux régions sont largement
préservées chez le CMT et absentes chez les MNT.

L’IS1311 a été utilis¢é comme cible d’identification pour toutes les especes de

MAC excepté M. intracellulaire.
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METHODOLOGIE
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4 METHODOLOGIE

4.1 Type, lieu et période de I’étude :
Nous avons mené une étude transversale allant du 01 Novembre 2018 au 31

Octobre 2019 au centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC/ SEREFO)

de I‘Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako

(USTTB).

4.2 Cadre de I’étude :
Les patients ont été recrutés dans les différentes communes du district de Bamako

au niveau des centres de santé de référence (CSRef) des communes 1V, V, VI et

le service de Pneumologie du CHU Point G.

4.3 Présentation du service :
Le laboratoire SEREFO (Centre de Recherche et de Formation sur le VIH et la

Tuberculose, actuel UCRC) a été inauguré officiellement le 6 mars 2006, Ce
programme de recherche est le fruit d’un partenariat entre 1’Université des
Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB ex Université
de Bamako) et I’Institut National d’allergie et des maladies infectieuses des
Instituts Nationaux de la Santé des Etats Unis d’Amérique (NIH/NIAID). Depuis
2015, les laboratoires UCRC/SEREFO font partir du programme de recherche
clinique de I’université appelé Centre Universitaire de Recherche Clinique
(UCRC). Ce centre comprend plusieurs laboratoires :

- Un laboratoire clinique

- Un laboratoire de tuberculose et des fievres hemorragiques

- Un laboratoire de biologie moléculaire

- Un laboratoire d’immunologie (Core)

- Un laboratoire d’épidémiologie moléculaire du VIH

a. Le laboratoire de tuberculose et des fievres hémorragiques : C’est un

laboratoire de Biosécurité de Niveau 3 (BSL-3+) permettant la manipulation

de pathogenes hautement dangereux. Il est certifié annuellement par des
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structures habilitées pour les normes internationales de sécurité
microbiologiques depuis 2006. C’est un des premiers laboratoires de niveaux
de sécurité 3 de la sous-région d’Afrique francophone. Il a conduit le
diagnostic des suspects de la maladie a virus Ebola au Mali et a aussi soutenu
la Guinée en 2015. Il a joué un role clé dans la riposte contre 1’épidémie ouest
africaine (2014-2015) de la maladie a virus Ebola et participe actuellement au

diagnostic et suivi des patients suspect de COVID-19 au Mali (38).

b. Le laboratoire de biologie moléculaire : composé de plusieurs
thermocycleurs pour PCR classique et PCR en temps réel. Ce laboratoire
fait essentiellement le typage des souches mycobactérie isolées dans le
BSL-3 en vue d’établir I’épidémiologie moléculaire de la tuberculose au
Mali et conduit la partie moléculaire du diagnostic des fievres
hémorragiques et le nouveau coronavirus apreés inactivation dans le BSL-3.

c. Lelaboratoire d’immunologie (Core) : Il a en son sein des cytometres de
flux et des chaines ELISA compléte. Ce laboratoire conduit des études
permettant de complexes visant a mieux comprendre la pathogénie de la
maladie, explore le systeme immunitaire et conduit des évaluations de
nouveaux vaccins contre le paludisme et la maladie a virus Ebola.

d. Le laboratoire d’épidémiologie moléculaire du VIH : il s’occupe
essentiellement du suivi de la charge virale des patients infectés par le
VIH/SIDA sous traitement antirétroviral (ARV). Elle conduit aussi le

genotypage des souches de VIH en vue de détecter la résistance aux ARV.

4.4 Population d’étude :
Les patients diagnostiques tuberculeux avec une bacilloscopie positive et co-

infectés par le VIH (cas) et des patients suspects de tuberculose dont la

microscopie était négative quelque soit le statut VIH (contréle).

4.5 Criteres d’inclusion :
- Etre agé(e) de 18 ans ou plus ;
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- Etre infecté par le VIH ;

- Avoir une microscopie positive a la recherche de BAAR naif de tout
traitement antituberculeux pour les patients TB/VIH+ (cas) ou un patient
présentant des symptdmes de tuberculose et dont la microscopie et la
culture étaient négatives quelque soit le statut VIH (contréle);

- Etre résident a Bamako au moment du recrutement;

- Donner son consentement libre éclairé.

4.6 Criteres de non inclusion :
- N’ont pas été inclus dans cette étude tout patient ne remplissant pas un des

criteres d’inclusion ;

- Les Patients VIH+ ayant une microscopie positive et qui ont une culture
négative pour les cas et une culture positive pour le groupe contréle ;

- Les patients souffrant de conditions médicales ou autre circonstance de
I’avis de I’investigateur pourrait rendre la participation du patient

dangereuse ou difficile.

4.7 Critéres d’exclusion :
- Microscopie positive et culture négative pour les cas ;
- Microscopie négative et culture positive pour les controles.

4.8 Echantillonnage :
L’échantillonnage a inclus tous les patients co-infectés TB/VIH+ qui répondaient

aux critéres d’inclusion pendant notre période d’étude.

4.9 Collecte des donnees :
Les patients ont été recrutés dans les centres de santé de référence (CSRéf) des

communes 1V, V et VI du district de Bamako et au service de Pneumologie du
CHU de Point G. Les malades étaient informés sur les procédures de 1’étude avant
de passer a la signature du formulaire du consentement, ensuite un examen
physique complet de malade était réalisé puis la collecte des échantillons qui

étaient envoyés au laboratoire SEREFO/UCRC pour des tests de laboratoires.
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La participation du malade se limitait a deux visites réparties comme suit :
Premiére visite (J1), deux échantillons de sang (SST et EDTA) pour le bilan
biologique (NFS et la sérologie VIH) et un échantillon de crachat. La visite 2 (J2)
au lendemain consistait au recueil de deux échantillons de crachat pour la
confirmation bactériologique de la tuberculose.

4.10 Méthode de laboratoire :
La PCR Multiplexe pour le diagnostic simultané de CMT et MNT a été mise au

point au laboratoire UCRC/SEREFO a la Faculté de Médecine et

d’Odontostomatologie de I’Université des Sciences, Techniques et Technologies
de Bamako (USTTB) a travers une étude pilote. Cette étude a utilisé I’ADN
commercial des souches de mycobactéries déja identifiées par séquencage et des
souches de mycobactéries déja identifiées et isolées dans le laboratoire P3 de
UCRC-SEREFO chez des personnes atteintes de tuberculose pulmonaire ou de
mycobactérioses non tuberculeuse ont été utilisés. Les souches utilisées ont été :
complexe M. avium, M. gordonea, M. kansasii, M. intracellulaire, M. fortuitum

et des souches de CMT comme souche de référence.

4.10.1Extraction d’ADN :
Cette extraction a été basée sur la capture magnétique de I’ADN des

mycobactéries tuberculeuses et non tuberculeuses uniquement dans les
échantillons cliniques tout en éliminant d’autres ADN présents dans
1’échantillon.

v Matériels et réactifs utilisés :

= Matériels utilisés :

- Tubes coniques 1,8ml ;

- Tube de fluidification contenant de la solution de Lauryl Sulfate de Sodium
(SDS) et du Tris PH8 pour homogéneiser le crachat ;

- Tube de liaison contenant du sel de Magnésium et de Sodium ;

- Plaque chauffante agitatrice ;

- Portoir magnétique ;
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- Portoir rotatrice ;

- Micropipette et embouts de 10ul ;

- Micropipette et embouts de 20ul ;

- Micropipette et embouts de 100ul ;

- Micropipette et embouts de 200pl ;

- Micropipette et embouts de 1000l ;

- Pipette de 1l ;

- Pipette Pasteur ;

- Portoir de tube conique ;

- Centrifugeuse de cryotubes ;

- Les tubes coniques 1,5 ml.
= Réactifs utilisés et leur role :

- Tampon de Tris et Tween 20 : 1l est utilisé comme solution de lavage.

- Protéinase K : Elle lyse la paroi bactérienne et libere le matériel génétique.

- Controle d’extraction : Il permet de confirmer la présence ou pas de
I’ADN apres extraction.

- Solution de Bille : Elle permet de capturer I’ADN par I’intermédiaire de la
sonde de capture.

- Capture sonde : Il permet la capture des brins d’ADN complémentaire des
MNT et du CMT.

v" Procédure d’extraction d’ADN par capture spécifigue :

Elle a été réalisée a partir des echantillons de crachats frais comme suit :

- Un millilitre (1ml) de crachat a été transferé dans le thinning tube contenant
SDS (Lauryl Sulfate de sodium) a 2% au quel une solution du controle
d’extraction et de la Protéinase k ont été ajoutées. Le melange a été
brievement vortexé et chauffé deux fois de suite dans une plaque chauffante
agitatrice a 55°C pendant 8 mn puis a 100°C pendant 10mn ;

- Cing microlitres (5 ul) de la solution de la capture probe ont été reparti dans
le Binding tube (NaCl+ MgCl,) auquel la totalité du contenu du Thinning
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tube a été transférée. Ce mélange a été ensuite vortexé puis dans I’agitateur
a 60° pendant 20 minutes pour la fixation du materiel génétique par la
capture probe ;

Pendant ce temps nous avons préparé la bille (PMP) en raison de 25ul de
PMPs par échantillon dans des tubes placés sur portoir magnétique puis lavé
avec une solution tampon (TT Buffer) trois fois de suite en aspirant le
surnageant.

Apres les 20 minutes, 20ul de PMPs ont été ajoutés a chaque échantillon
puis mélangé par rotation pendant 10 minutes ; Apres la rotation, les tubes
ont été placés dans un portoir magnétique puis procédé a un premier lavage
en ajoutant 1ml de TT Buffer puis transféré dans un nouveau tube et retiré
le surnageant de nouveau ;

Le matériel génétique a été récupéré par élution avec 20ul de 1’éluant a 75°C
pendant 3 minutes ;

L’éluant contenant I’ADN a été utilisé pour la PCR multiplexe en temps

réel.

4.10.2Réaction de polymérisation en chaine (PCR)
v' Matériels et réactifs utilisé :

= Matériels :

Micropipette de 10pl ;

Micropipette de 20ul ;

Micropipette de 100ul ;

Micropipette de 200ul ;

Plaque de PCR ;

= Réactifs et amorces utilises pour la préparation du Master Mix :
Tréhalose : Il est un acteur crucial dans I'assemblage et I'architecture de la

remarquable enveloppe cellulaire mycobactérienne en tant qu'élément de
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glycolipides hautement antigéniques uniques, a savoir le diméthylcolate de
tréhalose ;

- L’amorce du géne 1S6110 : Elle est présente uniquement dans les agents
pathogenes du Complexe Mycobacterium tuberculosis. Elle est le marqueur
épidémiologique de référence pour la tuberculose et joue un réle important
dans la plasticité du génome des micro-organismes ;

- L’amorce du géne 1S1311 : Elle est présente dans le Complexe
Mycobacterium avium, ¢’est le marqueur spécifique de ce dernier ;

- Geéne CotJc : géne d’atrophacus Bacillus spore et sert de contrble
d’extraction ;

- DesoxyriboNucléotides de Ti-Phosphate DNTP : sont
les monomeres précurseurs de I'ADN et qui peuvent ainsi étre utilises
pour I'amplification de I'ADN par PCR,;

- L’amorce du géne SenX3-RegX3 : C’est un géne qui est nécessaire a la
survie du CMT lors d’une infection murine (infections des rats, des souris
etc...);

- Les amorces des autres mycobactéries (Pan Myco) : Ensembles des
amorces spécifiques pour les mycobactéries non tuberculeuses
considérees par notre étude en se basant sur leur capacité a engendrer une
pathologie chez I’homme et leur prévalence au Mali ;

- Tween20 : est un agent dispersant et solubilisant non ionique, ni toxique,
ni irritant dérivé du sorbitol utilisé dans 1’industrie alimentaire et chimique;

- L’Eau ultra pure : elle est utilisée pour les dilutions ;

- Albumine du Sérum de Bovin (BSA) : offre de nombreuses utilisations
possibles comme protéine porteuse et comme agent stabilisant dans les
réactions enzymatiques.

v’ Réalisation de la PCR :

Des quantités indiquées par le fabricant ont eteé prises dans chaque amorce pour

constituer le mélange réactionnel (Master Mix). A la fin il a été conditionné en
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quantité de 10 réactions et 20 réactions puis lyophilisé pour faciliter sa
conservation.

Le lyophilisat a été reconstitué avec une solution de Glycérol a 60%, de la Bicine,
du Chlorure de Magnésium, de I’ Acétate de Potassium (KoAc), du Tris PHS, du
Tween20 et de I’eau ultra pure.

Ensuite 15ul du mélange réactionnel (Master-Mix) reconstitué ont été transférés
dans les puits de la plaque de PCR aux quels 10 pl de 1’éluat d’ADN ont été ajouté.
La plaque a été ensuite transférée dans le thermocycleur (ABI Fast 7500 Dx®) et

le test a été lancé pour 1h30 mn.

4.11 Analyse des données :
Les données ont été recueillies sur des fiches d’enquétes individuelles puis saisies

dans la base de données électronique Redcap de I’université de Northwestern
(USA) puis analysées avec Epi Info version 7. Le test de Fisher a été utilisé pour
comparer les proportions et ANOVA pour la comparaison des moyennes. La
sensibilité, la specificité, les valeurs prédictives positive et négative ont ete
calculées. La valeur de la probabilité p a été considérée comme statistiquement

significative si elle est inférieure a 0,05.

4.12 Aspects éthigues et déontologiques :
L’étude a été approuvée par le comité d’éthique de la FMOS et de 1I’Universite de

Northwestern aux Etats Unis. Un consentement a été obtenu de chaque patient
avant les procédures de I’étude. Les échantillons ont été rendu anonymes grace a

un numéro d’identification des patients avant leur acheminement au laboratoire.
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RESULTATS
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5 RESULTATS

5.1 Résultats globaux :
Nous avons recruté 100 patients dont 50 patients TB/VIH+ naifs de traitement

antituberculeux classés comme cas et 50 contrdles. Les controles ont été définis
comme tout patient ayant des symptdémes respiratoires compatibles avec la
tuberculose et dont la microscopie et la culture étaient négatives. Parmi les 50
patients VIH+ dont la microscopie était positive, 20 ont eu des cultures négatives
au CMT et ont été exclus de 1’étude. Huit (8) ont été exclus parmi les controles
pour culture positive. Au total les données de 72 patients dont 30 TB/VIH+ et 42

contréles ont été analysées.

Patients recrutés sur

(n=100)
50 TB/V"""‘ 50 controles
20 Exclus 8 Exclus
Culture A ae— —) Culture
négative positive
30 42

A

[ 18 Hommes ] [ 12 Femmes ] [ 30 Hommes ] [ 12 Femmes ]

Figure 5 : Diagramme de flux des patients de 1’étude.
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5.2 Caractéristigues sociodémographiques :

Femmes = 24
33,33%

Hommes =48

66,67% m Hommes

m Femmes

Total =72
100%

Les hommes étaient les plus représentés dans notre étude avec 66,67%.

Figure 6 : répartition des patients selon le sexe.

Tableau | : répartition des patients selon le statut matrimonial.

Statut matrimonial Effectif (n) Pourcentage (%)
Célibataire 7 9,72
Marié (e) 62 86,11
Divorcé (e) 1 1,39
Veuf (ve) 2 2,78
Total 72 100

Les mariés etaient majoritaires avec 86,11% des cas.
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Tableau Il : répartition des patients selon la profession.

Profession
Commercant
Cultivateur
Etudiant
Fonctionnaire
Ménagere
Ouvriers
Autres

Total

Effectif (n) Pourcentage (%)
7 9,72
7 9,72
2 2,78
7 9,72
21 29,17
20 27,78
8 11,11
72 100

Les ménageres et les ouvriers étaient les plus représentés avec respectivement

29,17% et 27,78%.

Tableau 111 : répartition des patients selon I’ethnie.

Ethnie Effectif (n) Pourcentage (%)
Bambara 23 31,94
Dogon 4 5,56
Malinké 10 13,89
Peulh 14 19,44
Senoufo 3 4,17
Soninke 8 11,11
Sonrhai 4 5,56
Autres 6 8,33
Total 72 100

Les bambaras etaient majoritaires avec 31,94%.
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Tableau IV : répartition des patients selon le groupe et le lieu de recrutement.

Lieu de recrutement TB/VIH+ n (%0) Controles n (%) Total

‘CommunelV 000  1(38 1
Commune V 22 (73,33) 35 (83,33) 57
Commune VI 6 (20,0) 6 (14,29) 12
CHU du Point G 2 (6,67) 0 (0,00) 2
Total 30 42 72

La majorité de nos patients a été recruté en commune V soit 73,33% des TB/VIH+
et 83,33% des controles.

Tableau V : répartition des patients selon le groupe et le sexe.

Sexe TB/VIH+ n(%) Controles n(%) Total
Hommes 18 (60,0) 30 (71,43) 48
Femmes 12 (40,0) 12 (28,57) 24
Total 30 42 72

Les hommes prédominaient dans les 2 groupes respectivement de 60% pour les
TB/VIH+ et 40% pour les controles avec un sex-ratio de 1,5 et 2,5.
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Tableau VI : répartition des patients selon la tranche d’age et le groupe.

25-34 ans 7 (23,33) 9 (21,43) 16
35-44 ans 8 (26,67) 15 (35,71) 23
45-54 ans 9 (30,0) 5 (11,90) 14
55-64 ans 1(3,33) 6 (14,29) 7
65 ans et plus 2 (6,67) 4(9,52) 6
Total 30 42 72

La tranche d’age de 45-54 ans était la plus représentée soit 30% dans le groupe
TB/VIH+ et celle de 35-44 soit 35,71% dans le groupe contrdle.

Femmes =12
40%
Hommes = 18

60%

B Hommes

B Femmes

Total =30
100%

Les hommes étaient les plus toucheés par le VIH avec 60% de nos patients.

Figure 7 : répartition des patients TB/VIH+ selon le sexe et le statut VIH.
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5.3 Caractéristigues cliniques et biologiques :

Tableau VII : répartition des patients par groupe en fonction des symptomes.

Toux 8000  42(100) 72
Douleur thoracique 9 (30,0) 11 (26,19) 20
Dyspnée 12 (40,0) 11 (26,19) 23
Fievre 3(10,0) 2 (4,76) 5
Sueur nocturne 1(3,33) 1(2,38) 2
Autres 9 (52,94) 8 (47,07) 17

Tous nos patients présentaient une toux. La dyspnée ainsi que la douleur
thoracique étaient plus fréquentes dans le groupe TB/VIH+ avec respectivement
de 40% et 30%.

Tableau VIII : répartition des patients en fonction des signes a ’auscultation
pulmonaire

Auscultation pulmonaire TB/VIH+ n (%) Controdles n (%) Total

Normal  5(1667)  13(3095) 18
Rales crépitants 25 (83,33) 27 (64,29) 52
Rhonchis 0 (0,00) 2 (4,76) 2
Total 30 42 72

Les rales crépitants étaient les plus retrouvés dans les deux groupes
respectivement de 83,33% dans le groupe TB/VIH+ et 64,29% dans le groupe
contréle.
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Tableau IX : répartition des patients par groupe en fonction de I’indice de masse

corporelle.
IMC

Insuffisance pondérale (< 18,5)
IMC normal (18,5-24,99)
Surpoids (> 25,00-30)

Obésité (> 30)
Total

TB/VIH+
n (%)

18 (60,0)
11 (36,67)
1(3,33)
0
30

Controles Total
n (%)

10 (23,81) 28
23 (54,76) 34

7 (16,67) 8
2 (4,76) 2
42 72

L’insuffisance pondérale était plus prédominante dans le groupe des TB/VIH+
soit 60% contre 23,81% dans le groupe contrdle. Le test de Chi? a montré une
association significative entre insuffisance pondérale et TB/VIH+, valeur p=

0,002.
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Tableau X : comparaison des moyennes des parametres hématologiques entre
TB/VIH et le groupe controle.

(Moy = Dev.Std)

Erythrocyte (10°6/mm3) 3,20+ 1,49 3,49 £2,22
MCV (fl) 70,03 + 28,22 59,78 + 39,44
MHC (f1) 22,24 £ 9,07 19,66 + 12,35
MCHC (fl) 27,40 £11,03 23,99 + 13,88
Hémoglobine (g/dl) 8,62 * 3,47 8,94 £ 6,04
Hématocrite (%) 25,90 £12,15 29,17 + 18,50
Plaquette (10°"5/mm3) 408,73 £ 148,57 302,80 £ 115,93
Lymphocyte (#) 1,39 £1,09 2,77 £ 7,45
Lymphocyte (%) 13,56 + 9,96 24,04 £ 20,21
Neutrophile (#) 7,33+5,17 2,96 £ 3,65
Neutrophile (%) 67,94 £ 26,06 35,56 + 27,43
Monocyte (#) 0,52 £ 0,43 0,45 +0,38
Monocyte (%) 5,22 +4,01 6,70 £ 5,06
Eosinophile (#) 0,04 + 0,06 0,27 £ 0,74
Eosinophile (%0) 0,90 £ 1,82 3,21 +5,40
Basophile (#) 0,05 +0,03 0,04 £0,04
Basophile (%0) 0,64 + 0,59 0,72 £0,60

La moyenne du taux d’hémoglobine était diminuee dans le groupe TB/VIH+
comparé au groupe contréle soit 8,62 g/dl contre 8,94 g/dl.

Par contre la fréquence de 1’anémie dans les deux groupes (Hb < 12 g/dl) était de
63,33% chez les patients TB/VIH+ et de 80,95% chez les controles.
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5.4 Evaluation du test :
Tableau Xl : résultat du multiplexe en fonction de la microscopie chez les

patients TB/VIH.

Microscopie + n (%)

Faiblement et Fortement
Multiplexe modérément positive Total
positive 1+ et 2+ a3+
Positif 1 (20,0) 22 (88,0) 23
Négatif 4 (80,0) 3(12,0) 7
Total 5 25 30

Le multiplexe a un taux de détection de 88% chez les patients qui avaient une
microscopie positive a 3+ contre 20% a 1+ et 2+.

Tableau XII : repartition des patients selon le résultat du multiplexe et la culture.

Culture + Culture -
Multiplexe = TBNVIH () Controles () Total
Positif 23 2 25
Négatif 7 40 47
Total 30 42 72

Le multiplexe a été positif chez 23 des patients TB/VIH+ et 2 du groupe controle.
Tableau XII1 : performance du test.

PCR Estimation Intervalle de confiance
Multiplexe (%) a95%
Sensibilite 76,67 (59,07 - 88,21)
Specificité 95,24 (84,21 - 98,68)
Valeur prédictive positive 92 (75,03 - 97,78)
Valeur prédictive negative 85,11 (72,31 — 92,59)
Exactitude du diagnostic 87,5 (77,92 - 93,28)

Le multiplexe avait une sensibilité de 76,67% et une spécificité de 95,24%.
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COMMENTAIRES
ET DISCUSSIONS
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6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION

» Limites de I’étude :
Au décours de cette étude d’évaluation préliminaire de la PCR multiplexe pour la

détection simultanée de MTB et MNT, nous avons noté quelques insuffisances
notamment :

- La petite taille de I’échantillon due a I’exclusion des patients ayant une
culture négative pour les TB/VIH+ ou positive pour le groupe controle
influencant la performance de cet outil.

- Les données sur le stade du VIH, le traitement, le taux de TCD4+ et la
charge virale n'ont pas été collectées, par conséquent nous n’avons pas pu

juger de leur impact.

» Caractéristigues sociodémographigues :
La plupart de nos patients ont été enrdlé en commune V soit 73,33% grace a la

bonne collaboration que le centre entretient avec UCRC/SEREFO depuis des
annees.

Au terme de cette étude, il est apparu que la population masculine était la plus
prédominante avec 66,67%. Selon une étude sur le genre et la tuberculose, plus
de 70% des personnes qui développent une tuberculose active sont des hommes
(39). Il serait possible que la consommation d'alcool et ou de tabac soit un facteur
de risque potentiel pour le développement de la tuberculose pulmonaire chez les
hommes (40). Des facteurs socioéconomiques et culturels conduisant a des
obstacles pour l'accés aux systemes de soins de santé entraineraient une sous
notification chez les femmes. Par ailleurs les facteurs biologiques notamment la
testostérone pourrait intervenir en diminuant la production de cytokines pro-
inflammatoires favorisant ainsi la croissance des bacilles et la progression de la
maladie (41).

La tranche d’age de 45-54 ans était la plus représentée avec 30%.
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La coinfection tuberculose/VIH touche principalement une couche tres
sexuellement active et la plus productive de la population notamment les jeunes

hommes.

» Aspects cliniques, biologigues et paracliniques :
Cette étude a observé une faible fréquence des signes d’imprégnation bacillaire

parmi lesquels la fiévre et la sueur nocturne avec des fréquences respectives de
10% et 3,33%. Une étude au Togo en 1991 a rapporté 19,48% de fievre et de sueur
nocturne & Lomé (42). Ceci pourrait s’expliquer par la frequence des consultations
par ces patients qui auraient bénéficié d’un traitement symptomatique pouvant
mettre ces symptomes au second plan (43).

La symptomatologie clinique de nos patients était dominée par la toux qui a été
retrouvee chez tous les patients tuberculeux, la douleur thoracique chez 30% et la
dyspnée chez 40%. A I’auscultation pulmonaire, les rales crépitants bilatéraux ont
été retrouves chez 83,33%. Ces signes ont également été cités par d’autres auteurs
comme étant les circonstances de decouverte de la tuberculose. La toux, la
dyspnée et la douleur thoracique ne sont pas spécifiques de la tuberculose. Ces
symptomes sont également rencontrés dans de nombreuses affections
respiratoires comme la crise d’asthme, la pleurésie, le pneumothorax, la
bronchectasie (44).

Dans notre série 63,33% des patients TB/VIH+ étaient anémiques. La moyenne
du taux d’hémoglobine chez les patients TB/VIH+ (8,62 g/dl) était Iégerement en
dessous de celle du groupe contrble (8,94 g/dl) et cette différence n’était pas
significative p < 0,81.

En 2005 une étude a rapporté que 95,5% des sujets atteints de VIH/Sida naifs de
traitement ARV étaient anémiques (45). Ce fut le cas dans bon nombres d’études
au Mali et dans le monde (46). En Inde, une étude menée entre Mars 2007 et Mars
2008 a rapporté I’anémie dans 65,5% des cas chez les patients infectés par le VIH

(47). L’anémie au cours de l’infection tuberculeuse serait di au déficit
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Immunitaire, mais également aux septicémies bactériennes, a 1’utilisation des
médicaments comme la zidovudine, le ganciclovir, a la myeélosuppression
médicamenteuse et a 1’absence de prophylaxie par le triméthoprime-
sulfamétoxazole (48,49).

Le protocole actuel recommande de débuter le traitement ARV sans délai des le
diagnostic quel que soit le stade clinique du patient (50). Ceci pourrait expliquer
le taux d’hémoglobine bas dans notre groupe TB/VIH+. Ce n’était pas le cas avant
2009 ou les patients ayant un taux de CD4 > 350 cellulessmm n’étaient pas
immédiatement mis sous ARV mais bénéficieraient d’autre traitement avant le
début des antirétroviraux (27).

La tuberculose continue d’étre un probleme de santé publique dans les pays
subsahariens. La microscopie reste 1’outil de diagnostic le plus utilisé malgré sa
faible sensibilité. La culture sur milieux solide reste le gold standard pour le
diagnostic de la tuberculose, elle est tres sensible mais présente des risques de
contamination pour les échantillons et la technique nécessite un laboratoire de
sécurité de niveau élevé dont beaucoup de centres ne disposent pas (13). Le Xpert
MTB / RIF peut étre réalise méme sans laboratoire de niveau éleveé mais ne permet
pas de détecter les MNT.

Le multiplexe a déetecte Mycobacterium tuberculosis chez 23 sur 30 cas de
tuberculose et a eté négative chez 40 sur 42 sujets contrdle de notre échantillon.
La sensibilité calculée du multiplexe par rapport a la culture pour la détection de
MTB était de 76,67% et la spécificite était 95,24%.

Les résultats préliminaires du multiplexe montrent une performance proche de
celle de la culture mais aussi du Xpert MTB / RIF (78%) chez les patients infectés
par le VIH (51). Du point de vu spécificité le multiplexe fera peu de faux négatif
dans le diagnostic de la tuberculose puis qu’elle a identifié les 40 négatifs sur 42
dans le groupe contréle. L’autre avantage du multiplexe que nous n’avons pas
évalué dans cette étude est sa capacité de diagnostiquer simultanément les MTB

et les MNT dans les échantillons. Cela permettra de confirmer la présence de
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MNT chez les patients a microscopie positive chez qui le Xpert MTB/RIF a été
négatif. Par ailleurs, grace a son court delai de diagnostic et sa bonne specificité
observeée dans cette évaluation préliminaire, le multiplexe doit faire 1’objet d’une

étude sur un échantillonnage large et mixte pour mieux explorer sa double vision

de MTB et MNT.
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CONCLUSION ET
RECOMMENDATIONS
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CONCLUSION
Dans cette étude I’échantillonnage était constitué majoritairement d’hommes avec

66,67%. La toux, la dyspnée, la douleur thoracique étaient les manifestations
cliniques les plus rencontrées. La sensibilité et la spécificité de la PCR multiplexe
ont été respectivement de 76,67% et 95,24% par rapport a la culture. Cette étude
préliminaire nous a montré que la PCR multiplexe a une bonne sensibilité et une
bonne spécificité chez les patients TB/VIH+. Des études futures utilisant un large
échantillonnage seront nécessaires pour une évaluation compléte de sa

performance pour la détection simultanée du MTB et des MNT.
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RECOMMENDATIONS
Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations suivantes :

Au ministére de la santé et des affaires sociales

Soutenir les structures de recherches dans 1’amélioration des outils de diagnostic
de la TB.

A la Cellule Sectorielle de Lutte contre le VIH SIDA, la Tuberculose et les
Hépatites virales (CSLS — TBH) :

Promouvoir la recherche active de la tuberculose chez les personnes vivant avec
le VIH a travers des contr6les de radiographie et de GeneXpert devant tout
épisode de toux productive.

Au centre de santé de réference (CSRéf) :

- Renforcer le dépistage volontaire du VIH chez les patients tuberculeux;

- Réserver un suivi particulier aux patients vivants avec le VIH afin de mieux
geérer les effets secondaires liés aux deux thérapies, mais aussi les interactions
médicamenteuses.

Au laboratoire de PUCRC/SEREFO :

Multiplier des études de recherche pour 1’amélioration continue des soins des

patients tuberculeux et VIH au Mali.
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ANNEXES
Fiche d’enquéte

Questionnaire

1. NUMETro du PAtIeNt ...onteit et eas

Initiale

© o N o g &~ D
w
a
>
o

Résidence

10.Centre qui a reféré le malade

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Symptomes / Histoire Médicale

1. ORL Oui .... Non ....
2. Pulmonaire/respiratoire Oui .... Non ....
3. Cardiovasculaire Qui ....Non ....
4. Gastro/Hépatique Oui ....Non ....
5. Génito-urinaire/Rénale Oui .....Non ....
6. Dermatologique Oui .... Non ....
7. Musculaire Oui .... Non ....
8. Hémato/Lymphatique Oui .... Non ....
9. Endocrino/Métabolique Oui .... Non ....
10.Neurologique Oui .... Non ....
11.Psychologique Oui .... Non ....
12, AULIE @ PICISET. ... ettt ittt e e e e e e e

Résultats du laboratoire

1. Ziehl Nielsen : 3+ ....2+ ... 1+ .... Négatif .... Non fait ....
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2. Auramine/Rhodamine : 3+....2+....1+ ...  Neégatif .... Non fait ....
3. Test Xpert MTB/RIF :

= MTB non détectée .... MTB détecté RIF/Résistant ....
= MTB détecté RIF/Sensible .... Non fait, Raison ..................

Signes Vitaux

1. Poids .... Kg
2. Taille ....Cm
3. Température ....°C

4. Tension artérielle .... mmhg
5. Fréquence Cardiaque ... Batt/min
6. Fréquence respiratoire .... Cycle/min

Facteurs de risques

1. VIH Positif .... Négatif ....
2. Tabac Oui....Non ....
3. Alcool Oui ....Non ....

Traitement anti-TB antérieur

1. Naif/nouveau cas Oui ....Non ....
2. Catégorie 1: Oui .... Non ....
3. Categorie 2 : Oui .... Non ....
4. Catégorie 3 : Oui ....Non ....
5. Seconde ligne : Oui ....Non ....

Examens physigues

1. ORL Oui ....Non ....
2. Pulmonaire/respiratoire Oui ....Non ....
3. Cardiovasculaire Oui ....Non ...
4. Gastro/Hépatique Oui ....Non ....
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5. Génito-urinaire/Rénale Oui ....Non ....
6. Dermatologique Oui .... Non ....
7. Musculaire Oui ....Non ....
8. Hémato/Lymphatique Oui .... Non ....
9. Endocrino/Métabolique Oui ....Non ....
10.Neurologique Oui .... Non ....
11.Psychologique Oui ....Non ....

12, AULIE A PIrECISEI ..ottt e e e,
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