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Serment d’Hippocrate

Au moment d étre admis 4 devenir membre de la
profession médicale, je m'engage solennellement d
consacrer ma vie au service de [humanité.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la

jJ,‘ reconnaissance qui leur sont dus.
\ X Je pratiguerai ma profession avec conscience et dignité.
) La santé de mes malades sera mon
premier but.

Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.
Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir
Chonneur et les nobles traditions de la profession
médicale.

Les médecins seront mes fréres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race,
aucune considération politique et sociale, ne
s'interposera entre mon devoir et mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine
dés sa conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas mes CONNALSSAnces
médicales d une facon contraire aux lois de [humanité.

Je m’y engage librement et sur mon Ronneur.

Declaration Geneve, 1948
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UNIVERSITE CADI AYYAD
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE
MARRAKECH

Doyens Honoraires : Pr. Badie Azzaman MEHAD]JI
: Pr. Abdelhag ALAOUI YAZIDI

ADMINISTRATION

Doyen : Pr. Mohammed BOUSKRAOQUI
Vice doyenne a la Recherche et la Coopération : Pr. Hanane RAISS

Vice doyenne aux Affaires Pédagogiques : Pr. Ghizlane DRAISS

Vice doyen chargé de la Pharmacie : Pr. Said ZOUHAIR

Secrétaire Générale : Mr. Azzeddine EL HOUDAIGUI

LISTE NOMINATIVE DU PERSONNEL ENSEIGNANTS CHERCHEURS PERMANANT

N° Nom et Prénom Cadre Spécialité

01 BOUSKRAOUI Mohammed (Doyen) P.E.S Pédiatrie

02 CHOULLI Mohamed Khaled P.E.S Neuro pharmacologie
03 KHATOURI Ali P.E.S Cardiologie

04 NIAMANE Radouane P.E.S Rhumatologie

05 AIT BENALI Said P.E.S Neurochirurgie

06 KRATI Khadija P.E.S Gastro-entérologie
07 SOUMMANI Abderraouf P.E.S Gynécologie-obstétrique
08 RAJI Abdelaziz P.E.S Oto-rhino-laryngologie
09 KISSANI Najib P.E.S Neurologie

10 SARF Ismail P.E.S Urologie

11 MOUTAOUAKIL Abdeljalil P.E.S Ophtalmologie

12 AMAL Said P.E.S Dermatologie

13 ESSAADOUNI Lamiaa P.E.S Médecine interne

14 MANSOURI Nadia P.E.S | Stomatologie et chirurgie maxillo faciale
15 MOUTAJ Redouane P.E.S Parasitologie

16 AMMAR Haddou P.E.S Oto-rhino-laryngologie




17 ZOUHAIR Said P.E.S Microbiologie

18 CHAKOUR Mohammed P.E.S Hématologie biologique
19 EL FEZZAZI Redouane P.E.S Chirurgie pédiatrique
20 YOUNOUS Said P.E.S Anesthésie-réanimation
21 BENELKHAIAT BENOMAR Ridouan P.E.S Chirurgie générale

22 ASMOUKI Hamid P.E.S Gynécologie-obstétrique
23 BOUMZEBRA Drissi P.E.S Chirurgie Cardio-vasculaire
24 CHELLAK Saliha P.E.S Biochimie-chimie

25 LOUZI Abdelouahed P.E.S Chirurgie-générale
26 AIT-SAB Imane P.E.S Pédiatrie

27 GHANNANE Houssine P.E.S Neurochirurgie

28 ABOULFALAH Abderrahim P.E.S Gynécologie-obstétrique
29 OULAD SAIAD Mohamed P.E.S Chirurgie pédiatrique
30 DAHAMI Zakaria P.E.S Urologie

31 EL HATTAOUI Mustapha P.E.S Cardiologie

32 ELFIKRI Abdelghani P.E.S Radiologie

33 KAMILI El Ouafi El Aouni P.E.S Chirurgie pédiatrique
34 MAOULAININE Fadl mrabih rabou P.E.S Pédiatrie (Néonatologie)
35 MATRANE Aboubakr P.E.S Médecine nucléaire
36 AIT AMEUR Mustapha P.E.S Hématologie biologique
37 AMINE Mohamed P.E.S Epidémiologie clinique
38 EL ADIB Ahmed Rhassane P.E.S Anesthésie-réanimation
39 ADMOU Brahim P.E.S Immunologie

40 CHERIF IDRISSI EL GANOUNI Najat P.E.S Radiologie

41 TASSI Noura P.E.S Maladies infectieuses
42 MANOUDI Fatiha P.E.S Psychiatrie

43 BOURROUS Monir P.E.S Pédiatrie

44 NEJMI Hicham P.E.S Anesthésie-réanimation
45 LAOUAD Inass P.E.S Néphrologie




46 EL HOUDZI Jamila P.E.S Pédiatrie

47 FOURAIJI Karima P.E.S Chirurgie pédiatrique

48 ARSALANE Lamiae P.E.S Microbiologie-virologie

49 BOUKHIRA Abderrahman P.E.S Biochimie-chimie

50 KHALLOUKI Mohammed P.E.S Anesthésie-réanimation

51 BSISS Mohammed Aziz P.E.S Biophysique

52 EL OMRANI Abdelhamid P.E.S Radiothérapie

53 SORAA Nabila P.E.S Microbiologie-virologie

54 KHOUCHANI Mouna P.E.S Radiothérapie

55 JALAL Hicham P.E.S Radiologie

56 OUALI IDRISSI Mariem P.E.S Radiologie

57 ZAHLANE Mouna P.E.S Médecine interne

58 BENJILALI Laila P.E.S Médecine interne

59 NARJIS Youssef P.E.S Chirurgie générale

60 RABBANI Khalid P.E.S Chirurgie générale

61 HAJJI Ibtissam P.E.S Ophtalmologie

62 EL ANSARI Nawal P.E.S Endocrinologie et maladies métabolique
63 ABOU EL HASSAN Taoufik P.E.S Anésthésie-réanimation

64 SAMLANI Zouhour P.E.S Gastro-entérologie

65 LAGHMARI Mehdi P.E.S Neurochirurgie

66 ABOUSSAIR Nisrine P.E.S Génétique

67 BENCHAMKHA Yassine P.E.S Chirurgie réparatrice et plastique
68 CHAFIK Rachid P.E.S Traumato-orthopédie

69 MADHAR Si Mohamed P.E.S Traumato-orthopédie

70 EL HAOURY Hanane P.E.S Traumato-orthopédie

71 ABKARI Imad P.E.S Traumato-orthopédie

72 EL BOUIHI Mohamed P.E.S Stomatologie et chirurgie maxillo faciale
73 LAKMICHI Mohamed Amine P.E.S Urologie




74 AGHOUTANE El Mouhtadi P.E.S Chirurgie pédiatrique
75 HOCAR OQOuafa P.E.S Dermatologie

76 EL KARIMI Saloua P.E.S Cardiologie

77 EL BOUCHTI Imane P.E.S Rhumatologie

78 AMRO Lamyae P.E.S Pneumo-phtisiologie
79 ZYANI Mohammad P.E.S Médecine interne

80 GHOUNDALE Omar P.E.S Urologie

81 QACIF Hassan P.E.S Médecine interne
82 BEN DRISS Laila P.E.S Cardiologie

83 MOUFID Kamal P.E.S Urologie

84 QAMOUSS Youssef P.E.S Anésthésie réanimation
85 EL BARNI Rachid P.E.S Chirurgie générale
86 KRIET Mohamed P.E.S Ophtalmologie

87 BOUCHENTOUF Rachid P.E.S Pneumo-phtisiologie
88 ABOUCHADI Abdeljalil P.E.S Stomatologie et chirurgie maxillo faciale
89 BASRAOUI Dounia P.E.S Radiologie

90 RAIS Hanane P.E.S Anatomie Pathologique
91 BELKHOU Ahlam P.E.S Rhumatologie

92 ZAOUI Sanaa P.E.S Pharmacologie

93 MSOUGAR Yassine P.E.S Chirurgie thoracique
94 EL MGHARI TABIB Ghizlane P.E.S | Endocrinologie et maladies métaboliques
95 DRAISS Ghizlane P.E.S Pédiatrie

96 EL IDRISSI SLITINE Nadia P.E.S Pédiatrie

97 RADA Noureddine P.E.S Pédiatrie

98 BOURRAHOUAT Aicha P.E.S Pédiatrie

99 MOUAFFAK Youssef P.E.S Anesthésie-réanimation
100 ZIADI Amra P.E.S Anesthésie-réanimation
101 ANIBA Khalid P.E.S Neurochirurgie




102 TAZI Mohamed lllias P.E.S Hématologie clinique
103 ROCHDI Youssef P.E.S Oto-rhino-laryngologie
104 FADILI Wafaa P.E.S Néphrologie

105 ADALI Imane P.E.S Psychiatrie

106 ZAHLANE Kawtar P.E.S Microbiologie- virologie
107 LOUHARB Nisrine P.E.S Neurologie

108 HAROU Karam P.E.S Gynécologie-obstétrique
109 BASSIR Ahlam P.E.S Gynécologie-obstétrique
110 BOUKHANNI Lahcen P.E.S Gynécologie-obstétrique
111 FAKHIR Bouchra P.E.S Gynécologie-obstétrique
112 BENHIMA Mohamed Amine P.E.S Traumatologie-orthopédie
113 HACHIMI Abdelhamid P.E.S Réanimation médicale
114 EL KHAYARI Mina P.E.S Réanimation médicale
115 AISSAOUI Younes P.E.S Anésthésie-réanimation
116 BAIZRI Hicham P.E.S | Endocrinologie et maladies métaboliques
117 ATMANE El Mehdi P.E.S Radiologie

118 EL AMRANI Moulay Driss P.E.S Anatomie

119 BELBARAKA Rhizlane P.E.S Oncologie médicale
120 ALJ Soumaya P.E.S Radiologie

121 OUBAHA Sofia P.E.S Physiologie

122 EL HAOUATI Rachid P.E.S Chirurgie Cardio-vasculaire
123 BENALI Abdeslam P.E.S Psychiatrie

124 MLIHA TOUATI Mohammed P.E.S Oto-rhino-laryngologie
125 MARGAD Omar P.E.S Traumatologie-orthopédie
126 KADDOURI Said P.E.S Médecine interne

127 ZEMRAOUI Nadir P.E.S Néphrologie

128 EL KHADER Ahmed P.E.S Chirurgie générale

129 LAKOUICHMI Mohammed P.E.S Stomatologie et chirurgie maxillo faciale




130 DAROUASSI Youssef P.E.S Oto-rhino-laryngologie

131 BENJELLOUN HARZIMI Amine P.E.S Pneumo-phtisiologie

132 FAKHRI Anass P.E.S Histologie-embyologie cytogénétique

133 SALAMA Tarik P.E.S Chirurgie pédiatrique

134 CHRAA Mohamed P.E.S Physiologie

135 ZARROUKI Youssef P.E.S Anesthésie-réanimation

136 AIT BATAHAR Salma P.E.S Pneumo-phtisiologie

137 ADARMOUCH Latifa P.E.S Médecine communautaire (médecine
préventive, santé publique et hygiene)

138 BELBACHIR Anass P.E.S Anatomie pathologique

139 HAZMIRI Fatima Ezzahra P.E.S Histologie-embyologie cytogénétique

140 EL KAMOUNI Youssef P.E.S Microbiologie-virologie

141 SERGHINI Issam P.E.S Anesthésie-réanimation

142 EL MEZOUARI El Mostafa P.E.S Parasitologie mycologie

143 ABIR Badreddine P.E.S Stomatologie et chirurgie maxillo faciale

144 GHAZI Mirieme P.E.S Rhumatologie

145 ZIDANE Moulay Abdelfettah P.E.S Chirurgie thoracique

146 LAHKIM Mohammed P.E.S Chirurgie générale

147 MOUHSINE Abdelilah P.E.S Radiologie

148 TOURABI Khalid P.E.S Chirurgie réparatrice et plastique

149 BELHADJ Ayoub Pr Ag Anesthésie-réanimation

150 BOUZERDA Abdelmajid Pr Ag Cardiologie

151 ARABI Hafid Pr Ag Médecine physique et réadaptation

fonctionnelle

152 ARSALANE Adil Pr Ag Chirurgie thoracique

153 NADER Youssef Pr Ag Traumatologie-orthopédie

154 SEDDIKI Rachid Pr Ag Anesthésie-réanimation

155 ABDELFETTAH Youness Pr Ag |[Rééducation et réhabilitation fonctionnelle

156 REBAHI Houssam Pr Ag Anesthésie-réanimation




157 BENNAOUI Fatiha Pr Ag Pédiatrie

158 ZOUIZRA Zahira Pr Ag Chirurgie Cardio-vasculaire

159 SEBBANI Majda Pr Ag Médecine Communautaire (Médecine
préventive,santé publique et hygiene

160 ABDOU Abdessamad Pr Ag Chirurgie Cardio-vasculaire

161 HAMMOUNE Nabil Pr Ag Radiologie

162 ESSADI Ismail Pr Ag Oncologie médicale

163 MESSAOUDI Redouane Pr Ag Ophtalmologie

164 ALJALIL Abdelfattah Pr Ag Oto-rhino-laryngologie

165 LAFFINTI Mahmoud Amine Pr Ag Psychiatrie

166 RHARRASSI Issam Pr Ag Anatomie-patologique

167 ASSERRAJI Mohammed Pr Ag Néphrologie

168 JANAH Hicham Pr Ag Pneumo-phtisiologie

169 NASSIM SABAH Taoufik Pr Ag Chirurgie réparatrice et plastique

170 ELBAZ Meriem Pr Ag Pédiatrie

171 BELGHMAIDI Sarah Pr Ag Ophtalmologie

172 FENANE Hicham Pr Ag Chirurgie thoracique

173 GEBRATI Lhoucine Pr Hab Chimie

174 FDIL Naima Pr Hab Chimie de coordination bio-organique

175 LOQMAN Souad Pr Hab Microbiologie et toxicolgie

environnementale

176 BAALLAL Hassan Pr Ag Neurochirurgie

177 BELFQUIH Hatim Pr Ag Neurochirurgie

178 MILOUDI Mouhcine Pr Ag Microbiologie-virologie

179 AKKA Rachid Pr Ag Gastro-entérologie

180 BABA Hicham Pr Ag Chirurgie générale

181 MAOUJOUD Omar Pr Ag Néphrologie

182 SIRBOU Rachid Pr Ag Médecine d’urgence et de catastrophe

183 EL FILALI Qualid Pr Ag Chirurgie Vasculaire périphérique




184 EL- AKHIRI Mohammed Pr Ag Oto-rhino-laryngologie
185 HAJJI Fouad Pr Ag Urologie

186 OUMERZOUK Jawad Pr Ag Neurologie

187 JALLAL Hamid Pr Ag Cardiologie

188 ZBITOU Mohamed Anas Pr Ag Cardiologie

189 RAISSI Abderrahim Pr Ag Hématologie clinique
190 BELLASRI Salah Pr Ag Radiologie

191 DAMI Abdallah Pr Ag Médecine Légale
192 AZIZ Zakaria PrAg | Stomatologie et chirurgie maxillo faciale
193 ELOUARDI Youssef Pr Ag Anesthésie-réanimation
194 LAHLIMI Fatima Ezzahra Pr Ag Hématologie clinique
195 EL FAKIRI Karima Pr Ag Pédiatrie

196 NASSIH Houda Pr Ag Pédiatrie

197 LAHMINI Widad Pr Ag Pédiatrie

198 BENANTAR Lamia Pr Ag Neurochirurgie

199 EL FADLI Mohammed Pr Ag Oncologie méOdicale
200 AIT ERRAMI Adil Pr Ag Gastro-entérologie
201 CHETTATI Mariam Pr Ag Néphrologie

202 SAYAGH Sanae Pr Ag Hématologie

203 BOUTAKIOUTE Badr Pr Ag Radiologie

204 CHAHBI Zakaria Pr Ass Maladies infectieuses
205 ACHKOUN Abdessalam Pr Ass Anatomie

206 DARFAOUI Mouna Pr Ass Radiothérapie

207 EL-QADIRY Rabiy Pr Ass Pédiatrie

208 ELJAMILI Mohammed Pr Ass Cardiologie

209 HAMRI Asma Pr Ass Chirurgie Générale
210 EL HAKKOUNI Awatif Pr Ass Parasitologie mycologie
211 ELATIQI Oumkeltoum Pr Ass Chirurgie réparatrice et plastique




212 BENZALIM Meriam Pr Ass Radiologie

213 ABOULMAKARIM Siham Pr Ass Biochimie

214 LAMRANI HANCHI Asmae Pr Ass Microbiologie-virologie

215 HAJHOUJI Farouk Pr Ass Neurochirurgie

216 EL KHASSOUI Amine Pr Ass Chirurgie pédiatrique

217 MEFTAH Azzelarab Pr Ass | Endocrinologie et maladies métaboliques
218 DOUIREK Fouzia Pr Ass Anesthésie-réanimation

219 BELARBI Marouane Pr Ass Néphrologie

220 AMINE Abdellah Pr Ass Cardiologie

221 CHETOUI Abdelkhalek Pr Ass Cardiologie

222 WARDA Karima Pr Ass Microbiologie

223 EL AMIRI My Ahmed Pr Ass | Chimie de Coordination bio-organnique
224 ROUKHSI Redouane Pr Ass Radiologie

225 EL GAMRANI Younes Pr Ass Gastro-entérologie

226 ARROB Adil Pr Ass Chirurgie réparatrice et plastique
227 SALLAHI Hicham Pr Ass Traumatologie-orthopédie

228 SBAAI Mohammed Pr Ass Parasitologie-mycologie

229 FASSI FIHRI Mohamed jawad Pr Ass Chirurgie générale

230 BENCHAFAI llias Pr Ass Oto-rhino-laryngologie

231 EL JADI Hamza Pr Ass | Endocrinologie et maladies métaboliques
232 SLIOUI Badr Pr Ass Radiologie

233 AZAMI Mohamed Amine Pr Ass Anatomie pathologique

234 YAHYAOUI Hicham Pr Ass Hématologie

235 ABALLA Najoua Pr Ass Chirurgie pédiatrique

236 MOUGUI Ahmed Pr Ass Rhumatologie

237 SAHRAOUI Houssam Eddine Pr Ass Anesthésie-réanimation

238 AABBASSI Bouchra Pr Ass Pédopsychiatrie

239 SBAI Asma Pr Ass Informatique




240 HAZIME Raja Pr Ass Immunologie

241 CHEGGOUR Mouna Pr Ass Biochimie

242 RHEZALI Manal Pr Ass Anesthésie-réanimation
243 ZOUITA Btissam Pr Ass Radiologie

244 MOULINE Souhail Pr Ass Microbiologie-virologie
245 AZIZI Mounia Pr Ass Néphrologie

246 BENYASS Youssef Pr Ass Traumato-orthopédie
247 BOUHAMIDI Ahmed Pr Ass Dermatologie

248 YANISSE Siham Pr Ass Pharmacie galénique
249 DOULHOUSNE Hassan Pr Ass Radiologie

250 KHALLIKANE Said Pr Ass Anesthésie-réanimation
251 BENAMEUR Yassir Pr Ass Médecine nucléaire
252 ZIRAOUI Oualid Pr Ass Chimie thérapeutique
253 IDALENE Malika Pr Ass Maladies infectieuses
254 LACHHAB Zineb Pr Ass Pharmacognosie
255 ABOUDOURIB Maryem Pr Ass Dermatologie

256 AHBALA Tariq Pr Ass Chirurgie générale
257 LALAOUI Abdessamad Pr Ass Pédiatrie

258 ESSAFTI Meryem Pr Ass Anesthésie-réanimation
259 RACHIDI Hind Pr Ass Anatomie pathologique
260 FIKRI Qussama Pr Ass Pneumo-phtisiologie
261 EL HAMDAOUI Omar Pr Ass Toxicologie

262 EL HAJJAMI Ayoub Pr Ass Radiologie

263 BOUMEDIANE El Mehdi Pr Ass Traumato-orthopédie
264 RAFI Sana Pr Ass | Endocrinologie et maladies métaboliques
265 JEBRANE Ilham Pr Ass Pharmacologie

266 LAKHDAR Youssef Pr Ass Oto-rhino-laryngologie
267 LGHABI Majida Pr Ass Médecine du Travail




268 AIT LHAJ El Houssaine Pr Ass Ophtalmologie

269 RAMRAOUI Mohammed-Es-said Pr Ass Chirurgie générale
270 EL MOUHAFID Faisal Pr Ass Chirurgie générale
271 AHMANNA Hussein-choukri Pr Ass Radiologie

272 AIT M’BAREK Yassine Pr Ass Neurochirurgie
273 ELMASRIOUI Joumana Pr Ass Physiologie

274 FOURA Salma Pr Ass Chirurgie pédiatrique
275 LASRI Najat Pr Ass Hématologie clinique
276 BOUKTIB Youssef Pr Ass Radiologie

277 MOUROUTH Hanane Pr Ass Anesthésie-réanimation
278 BOUZID Fatima zahrae Pr Ass Génétique

279 MRHAR Soumia Pr Ass Pédiatrie

280 QUIDDI Wafa Pr Ass Hématologie

281 BEN HOUMICH Taoufik Pr Ass Microbiologie-virologie
282 FETOUI Imane Pr Ass Pédiatrie

283 FATH EL KHIR Yassine Pr Ass Traumato-orthopédie
284 NASSIRI Mohamed Pr Ass Traumato-orthopédie
285 AIT-DRISS Wiam Pr Ass Maladies infectieuses
286 AIT YAHYA Abdelkarim Pr Ass Cardiologie

287 DIANI Abdelwahed Pr Ass Radiologie

288 AIT BELAID Wafae Pr Ass Chirurgie générale
289 ZTATI Mohamed Pr Ass Cardiologie

290 HAMOUCHE Nabil Pr Ass Néphrologie

291 ELMARDOULI Mouhcine Pr Ass Chirurgie Cardio-vasculaire
292 BENNIS Lamiae Pr Ass Anesthésie-réanimation
293 BENDAOUD Layla Pr Ass Dermatologie

294 HABBAB Adil Pr Ass Chirurgie générale
295 CHATAR Achraf Pr Ass Urologie




296 OUMGHAR Nezha Pr Ass Biophysique

297 HOUMAID Hanane Pr Ass Gynécologie-obstétrique
298 YOUSFI Jaouad Pr Ass Gériatrie

299 NACIR Oussama Pr Ass Gastro-entérologie
300 BABACHEIKH Safia Pr Ass Gynécologie-obstétrique
301 ABDOURAFIQ Hasna Pr Ass Anatomie

302 TAMOUR Hicham Pr Ass Anatomie

303 IRAQI HOUSSAINI Kawtar Pr Ass Gynécologie-obstétrique
304 EL FAHIRI Fatima Zahrae Pr Ass Psychiatrie

305 BOUKIND Samira Pr Ass Anatomie

306 LOUKHNATI Mehdi Pr Ass Hématologie clinique
307 ZAHROU Farid Pr Ass Neurochirugie

308 MAAROUFI Fathillah Elkarim Pr Ass Chirurgie générale
309 EL MOUSSAOUI Soufiane Pr Ass Pédiatrie

310 BARKICHE Samir Pr Ass Radiothérapie

311 ABI EL AALA Khalid Pr Ass Pédiatrie

312 AFANI Leila Pr Ass Oncologie médicale
313 EL MOULOUA Ahmed Pr Ass Chirurgie pédiatrique
314 LAGRINE Mariam Pr Ass Pédiatrie

315 OULGHOUL Omar Pr Ass Oto-rhino-laryngologie
316 AMOCH Abdelaziz Pr Ass Urologie

317 ZAHLAN Safaa Pr Ass Neurologie

318 EL MAHFOUDI Aziz Pr Ass Gynécologie-obstétrique
319 CHEHBOUNI Mohamed Pr Ass Oto-rhino-laryngologie
320 LAIRANI Fatima ezzahra Pr Ass Gastro-entérologie
321 SAADI Khadija Pr Ass Pédiatrie

322 DAFIR Kenza Pr Ass Génétique

323 CHERKAOUI RHAZOUANI Oussama Pr Ass Neurologie




324 ABAINOU Lahoussaine Pr Ass | Endocrinologie et maladies métaboliques
325 BENCHANNA Rachid Pr Ass Pneumo-phtisiologie
326 TITOU Hicham Pr Ass Dermatologie

327 EL GHOUL Naoufal Pr Ass Traumato-orthopédie
328 BAHI Mohammed Pr Ass Anesthésie-réanimation
329 RAITEB Mohammed Pr Ass Maladies infectieuses
330 DREF Maria Pr Ass Anatomie pathologique
331 ENNACIRI Zainab Pr Ass Psychiatrie

332 BOUSSAIDANE Mohammed Pr Ass Traumato-orthopédie
333 JENDOUZI Omar Pr Ass Urologie

334 MANSOURI Maria Pr Ass Génétique

335 ERRIFAIY Hayate Pr Ass Anesthésie-réanimation
336 BOUKOUB Naila Pr Ass Anesthésie-réanimation
337 OUACHAOU Jamal Pr Ass Anesthésie-réanimation
338 EL FARGANI Rania Pr Ass Maladies infectieuses
339 JIM Mohamed Pr Ass Pneumo-phtisiologie
340 AKANOUR Adil Pr Ass Psychiatrie

341 ELHANAFI Fatima Ezzohra Pr Ass Pédiatrie

342 MERBOUH Manal Pr Ass Anesthésie-réanimation
343 BOUROUMANE Mohamed Rida Pr Ass Anatomie

344 IJDDA Sara Pr Ass | Endocrinologie et maladies métaboliques

LISTE ARRETEE LE 09/01/2024







Tout dabord a ALLAH

A mon Seigneur, miséricordieux et tout puissant, qui posséde tous les pouvoirs et qui
m’a donné la force d’en arriver (d.

Je le remercie de m’avoir guidee tout au long de mon parcours et le prie de m'aider d
accomplir mon métier de médecin avec conscience et dignite.

Au peuple palestinien
A ce peuple résistant et déterminé qui n'a jamais cessé de (utter pour sa liberté

Que Dieu vous apporte la force et la déetermination pour réaliser votre droit de
liberteé



A la mémoire de ma chére maman

Malika Hafan

Ma chére maman, dont la lumiére continue de briller dans mon cceur malgré ton
absence. Je t’écris ces mots avec un ceeur lourd et une dme empreinte d'un chagrin
qui défie le temps. Tu m’as appris par ton amour, ta force et ta sagesse des lecons qui
guident chacun de mes pas. Ton rire résonne encore dans mes souvenirs et ta
tendresse reste un baume apaisant dans les moments de solitude

Je garde précieusement les souvenirs de ces moments passés ensemble, des petites
traditions que nous avions et de ton rire qui remplissait notre foyer de joie. Ces
souvenirs sont mes trésors qui me permettent de me sentir d nouveau proche de toi

Ta vie fut un cadeau inestimable pour nous tous, et bien que tu ne sois plus parmi
nous, Lécho de ton amour résonne encore, apportant paix et consolation d nos coeurs
attristes

Aujourd hui, je célébre Lempreinte ineffacable que tu as laissée sur moi et sur tous
ceux qui ont eu le privilége de te connaitre. Que ton dme repose en paix et que
chaque jour qui passe soit un témoignage de Lamour que tu as semé

A mon pilier, mon pére Moulay Driss Mimouni

Apreés le départ de notre méve, tu as porté sur tes épaules le poids de notre monde,
affrontant chaque deéfi avec une force que seul un amour paternel veritable peut
inspirer. Ta capacité d nous guider et nous protéger est une source d'admiration et
de gratitude infinie pour nous tous.

Chaque jour, tu as mis de cété tes propres besoins pour veiller sur nous, nous offrant
non seulement le soutien et la sécurité dont nous avions désespérément besoin, mais
aussi lamour et la chaleur qui nous manquaient tant. Tu es notre héros sans cape,
lexemple vivant de ce que signifie étre courageux et altruiste.

Pour tout ce que tu as fait et continues de faire, je te suis éternellement
reconnaissante. Que ces mots servent de témoignage de mon amour et de ma
profonde appréciation pour chaque sacrifice que tu as fait. Merci papa d'étre notre
refuge sur. Je t'aime plus que les mots ne pourront jamais exprimer.



A mon allié et mon refuge dans chaque instant de ma vie, d ma moitié, mon cher
mari Nidal Mahvaz

Je te sevai éternellement reconnaissante pour ton soutien constant et pour ta
compréhension. Tu n'as jamais hésité d me faire passer en priorité, et chaque
moment de doute est vite dissipé par ta présence rassurante et ton amour
inconditionnel. Aucun mot ne saurait exprimer ma gratitude envers toi pour tout ce
que tu as fait pour moi. Ce travail est autant le tien que le mien, car sans toi il
n'aurait jamais vu le jour.

Ta sagesse et ta patience ont faconné qui je suis aujourd'hui, et chaque réussite que je
rencontre est le reflet de tes enseignements et de ton soutien sans faille. Je chéris
chaque moment partageé et me réjouis d [idée de tous ceux que nous avons encore d
vivre.

Je te remercie du fond du ceeur d’étre celui sur qui je peux toujours compter, celui
qui rend chaque instant de ma vie plus lumineux

A toutes nos années passées ensemble et d celles d venir, je te dédie ce travail témoin
de Camour profond qui nous réunit.

A mes chers fréres Anas, Amine et Asaad

A vous qui avez été mes premiers amis et mes compagnons, cette dédicace est un
petit hommage d notre fraternité solide. Ensemble, nous avons partagé des
aventures et des rives, enduré des épreuves, et grandi cote a céte, tissant des liens
qui défient les mots.

Yous avez chacun d votre maniére enrichi ma vie, m'enseignant par vos actions et

vos choix, me soutenant sans condition dans mes propres parcours. Votre présence

est un pilier sur lequel je sais pouvoir toujours compter, peu importe les virages que
la vie peut prendre.

Je vous remercie du fond du ceeur pour tout ce que vous étes : des fréres devoues, des
guides avisés et des protecteurs bienveillants. Que cette route que nous parcourons
ensemble continue d’étre parsemée de joie, de complicité et de soutien mutuel.

Je vous aime inconditionnellement



A ma belle-famille : A ma belle-mére Boutaina, mon beau-pére Anis, mes beaux-
fréres Jihad et Ilias et ma belle-sceur Jihane

Je ne pourrais jamais assez exprimer Lamour et le respect que je ressens pour vous.

Je serai éternellement reconnaissante pour chacun de vous pour vos
encouragements, vos gestes et votre affection. Mevrci de m’'avoir accueillie parmi
vous et de me considérer comme partie intégrante de la famille.

Je suis profondément reconnaissante pour tous les moments que nous avons partagés
ensemble, pour les rives échangés et méme pour les larmes consolées, qui ont tissé
entre nous des liens que je chéris profondément.

Que cette belle relation continue de fleurir et de nous apporter amour et joie.

Puisse Dieu, le tout puissant vous préserver du mal, vous combler de santé, de
bonheur et vous procurer longue vie et puisse ce travail témoigner de ma profonde
affection et de ma sincere estime

A ma belle-mére Boutaina

Aucune dédicace ne pourrait pleinement exprimer Lamouyr et le respect que je
ressens pour toi. Je te remercie infiniment pour ton soutien inébranlable et pour ta
présence constante tant dans les moments de doute que dans les moments de
bonheur. Merci d’étre une mere aimante, une amie et une confidente. Mevrci d’étre
une source constante de soutien et de réconfort, une personne vers qui je peux me
tourner dans n’'importe quelle situation.

Je t'aime trés fort



A la mémoire de mes grands-parents maternels et de mon oncle Mustafa Hafan
Qui sont toujours dans mon esprit et dans mon ceeur. Je vous dédie aujourd hui ce
travail. Que la cléemence de Dieu régne sur vous et que sa miséricorde apaise votre

ame.

A mes chéres tantes, Fatiha, Charifa et Fatima, A mes chers oncles Mohamed et
Rachid, A toute (a famille Hafan
Je veux vous dire merci du fond du ceeur. Votre amour sans condition et votre
soutien constant ont été essentiels pour moi tout au long de ce parcours. Chaque mot
écrit ici est imprégné de ['encouragement et de la confiance que vous m'avez
généreusement offert. Merci d’avoir été [a pour moi. Ce succes, je le partage avec
VOous.

A mes grands-parents paternels, mes oncles et tantes, d toute la famille Mimouni
Merci pour vos encouragements, votre soutien tout au long de ces années. En
reconnaissance d la grande affection que vous me témoignez et pour la gratitude et
Camour sincére que je vous porte, je vous dédie ce travail. Je prie Dieu le tout
puissant de vous accorder santé, bonheur et succes.

A tous les membres de la famille Bennouna et de la famille Mahraz
A tous les moments agréables que nous avons partagés ensemble, aux rires qui ont
rempli nos cceurs, et bien plus encore
Je vous dédie ce travail. Je prie Dieu le tout puissant de vous accorvder santé,
bonheur et succes.

A ma sceur Hanae Eddoughri, et d son aimable famille : ma tante Fatiha, mon oncle
Bouazza, ses sceurs Fatine et Imane et au petit bout de chou Cadorable Amr

Avec toute Caffection que je te porte, je souhaite te dédier ces quelques lignes,
temoignage de notre amitié précieuse. Je te remercie profondéement pour ta
sensibilité et ta générosité sans limites qui illuminent ma vie. J apprécie sincérement
ton écoute attentive et ta capacité d te souvenir des plus infimes détails de nos
échanges, témoins de ton dévouement et de la pureté de ton coeur.

Je tiens également d exprimer ma gratitude envers ta famille, pour leur accueil

chaleureux et leur gentillesse sans bornes. Ils m’ont toujours ouvert leur porte et

leurs cceurs avec le sourire, m’invitant d partager des moments des moments de
convivialiteé et de joie.

Merci mon adorable Hanae pour tout ce que tu es et tout ce que tu fais pour moi.

Ma chére Hanae, je dédie ce travail a toi et d ta famille, en hommage d notre belle
amitié et d Lamour que je vous porte.



A ma sceur Amal Yassine et d sa famille

Plus d'une décennie d’amitié nous lie, et chaque moment partagé a renforcé les
fondations sur lesquelles notre amitié repose. Depuis nos premiers jours jusqu’a
aujourd hui, ton soutien et ta présence ont été des cadeaux inestimables dans ma vie.

Tu as toujours été plus quune amie ; tu es devenue une sceur pour moi. Merci pour
ta présence et ton soutien qui m’ont aidé a traverser les moments les plus sombres de
ma vie.

Mon adorable Amal, je dédie ce travail da toi et d ta famille, en hommage de notre
amitié et de la reconnaissance que je porte d chacun de vous.

A mes sceurs de ceeur : Zineb Jaouher et Zineb Aassime

Notre parcours ensemble a tissé des liens indeéfectibles damitié et de confiance. Vous
avez éte mes pi[iers, m’encourageant et me soutenant, m’écoutant et me conseillant
avec une Sincérité et une geneérosité sans bornes.

Ensemble, nous avons vécu des moments de pure joie et de grandes réussites, tout
comme des périodes difficiles d’échecs. Malgré la distance qui nous sépare désormais,
notre amitié reste solide, nourrie par Lamour profond et le vespect mutuel que nous

partageons.

Je vous dédie ce travail, en hommage d notre amitié et d Laffection que je ressens
pour chacune de vous. Que notre lien continue de prospérer, peu importe les
kilométres qui nous séparent.

A ma sceur Soumaya Jamil

Nos premiers échanges au passage de gynécologie ont marqué le debut d’'une amitié
précieuse qui s’est profondément envacinée dans mon cceur. Je te sevai éternellement
reconnaissante pour ton soutien constant dans les moments les plus éprouvants. Je te

remercie infiniment pour ton écoute attentive et pour ton amitié véritable que tu
m'offres sans cesse.

Je serai toujours émerveillée par ton dévouement professionnel, ta rigueur et ton
sérieux au travail, qui m’'inspirent profondément.

Je te dédie ce travail en expression de ma gratitude pour ta genérosité et ton coeur
bienveillant.



A mon cher ami Saad Chroqi et d sa maman Malika Bentbib
Votre présence dans ma vie est une source de joie et de réconfort.

A tante Malika, qui a toujours été d’'une gentillesse et d’une douceur impérissables.
Puissions-nous continuer d tisser ensemble des liens aussi solides et chaleureux que
nos créations en tricot et en crochet

A Saad, je te remercie pour ton soutien et ton aide si précieuse qui m'ont été des
cadeaux précieux dans ma vie. A cette amitié qui résiste d Lusure du temps, d nos
longs débats la veille des examens, d nos souvenirs du boycott.

A vous deux, je vous dédie ce travail en témoignage de la reconnaissance pour tout
ce que vous m'apportez.

A ma chére amie Mounia Assili

A tous les moments de joie et de fous rires qu'on a passés ensemble, d nos longues

conversations sur tout et rien. Merci d’illuminer ma vie de ta gentillesse et de ton

humouyr. Cette dédicace est pour toi, témoin de [affection profonde que je ressens
pour toi, et je te souhaite tout le bonheur du monde.

A ma chére amie Chaymae Treyi

Notre amitié a commenceé par une rencontre fortuite et elle s’est renforcée a travers
les années. Merci pour ta sinceérité et pour ta géenérosité. Merci pour tes
encouragements et pour ton support durant les moments difficiles.

Je te dédie ce travail en témoignage de la belle amitié qui nous unit malgre la
distance, et je te souhaite une vie pleine de bonheur et de prospérite.

A ma chére amie Ibtissame Benhamou

Dés notre premiere rencontre d la faculte, tu es devenue plus qu'une simple amie. Tu
as su me soutenir quand les ombres s'étendaient et m'encourager d trouver la
lumiére. Tes conseils sages et ton aide généreuse ont été des dons précieux qui ont
éclaire mon chemin et renforcé notre lien. Au gré des bons moments et des épreuves,
notre amitié n'a cessé de grandir, tissant entre nous des liens solides et durables.

A nos nuits de préparation infinies, d ["amitié qui nous unit

Je te dédie ce travail témoin de mon affection profonde



A ces belles dmes que le résidanat m'a permis de rencontrer

A ma chére amie Jinane Bari

Ta présence dans ma vie est un réconfort constant. Merci de m’avoir écouté lorsque
les probléemes semblaient interminables. Je te suis profondéement reconnaissante pour
ton sourire bienveillant et pour chaque geste de générosité que tu partages. Merci
d’étre une personne si merveilleuse. Je te dédie cette thése témoignage de mon
affection profonde.

A ma chére amie Maria Jaimi et d sa petite famille

Cette dédicace est pour t'exprimer ma gratitude pour ton amitié et ton soutien
indéfectibles. Nos conversations, tes encouragements, et les moments passés avec la
petite Lina illuminent mon quotidien. Je suis extrémement reconnaissante de t'avoir
dans ma vie. Que notre amitié continue d s’épanouir et d’envichir nos vies pour de
nombreuses années encore.

A ma chére amie Sara Harrar

Je te suis infiniment reconnaissante pour ton encouragement sans failles. J'ai eu la
chance d'apprendre tellement de choses grdce a toi. Tu es une source d’inspiration
pour moi par ta détermination et ta sincérité. A nos précieux moments passes
ensemble, d nos conversations autour d’'une tasse de café, je te dédie ce travail en
hommage d notre amitié précieuse, et je te souhaite une vie épanouie, remplie de
bonheur et de réussite.

A ma chére amie Kawtar Benkhaldoun

Je técris ces lignes pour te remercier pour ta générosité et ton soutien constants qui
ont enrichi les précieux moments passés ensemble. Nos souvenirs et nos voyages sont
des trésors que je chérirai toujours. Cette dédicace est un témoignage de ma
gratitude infinie pour ta présence dans ma vie.

A ma chére amie Imane El Xhannouri

Merci de peindre notre monde avec les couleurs vives de ton humour et de ta joie de
vivre. Merci pour ta genérosité et ton support sans bornes. A tous nos moments
passés ensemble, je te dédie ce travail en expression de [affection que je te porte. Je
te souhaite une vie paisible pleine de succes et de bonheur.



A mes adorables amies : Btissam Ait Boucetta et Youssra El Amrani

A ces deux dmes douces et charmantes
A ce précieux lien qui nous relie
A notre passion commune de Skincare et d nos petites pauses café d Chopital qui
egayaient nos journees
Je vous remercie sincérement de faire part de ma vie
Que cette belle amitié reste une source intarissable de réconfort et de tendresse
Que la vie vous apporte tout le bonheur et vous enveloppe de paix

A ma chére amie Fatimazahra Rahali

Cette dédicace est le reflet de mon immense reconnaissance. Dés le premier jour, tu
n'as jamais hésité d m'offrir ton aide avec une générosité sans [imites. Plus qu’'une
simple collégue, tu as été pour moi la grande sceur dont javais besoin, me guidant et
me conseillant avec sagesse et patience.

Puissent ces mots refléter une fraction de Ladmiration et du respect que j'ai pour toi.
Je te souhaite tout le bonheur dans ta vie. Je te souhaite de tout coeur que tous tes
réves se concrétisent.

A (équipe exceptionnelle du service de parasitologie-mycologie du CHU Mohammed
VI de Marrakech
A ma chére professeur Awatif EL Hakkouni et Docteur Fatima Babokh
Au major du service Si Abdelmoujoud Ait Rahali
Au techniciens du service : Si El Mustafa Oukoujane, Mohamed Souqrat et Chaima
E( Gachabile
A la Secrétaire du service Fadila Ait Brahim

Votre engagement et votre soutien ont été essentiels d chaque étape de ce travail,
depuis les premiéres idées jusqu'd sa finalisation. Votre écoute, votre foi en mes
capacites et votre accompagnement constant ont été fondamentaux.

J'ai énormément appris d vos cotés, et chaque jour passé avec vous a enrichi ma
compréhension et ma passion pour notre domaine. Vous avez non seulement partagé
votre savoir mais aussi vos valeurs et votre humaniteé.

Merci du fond du coeur pour tout ce que vous avez fait. Que la vie vous apporte tout
le bonheur que vous méritez.



A mes amis et collégues résidents en biologie médicale : Othmane Naouis, Rim Ahl
Cheikh, Omar Lamyidi, Mona Jabrane, Hiba Lazrek, Smail Ghouzraf et d tous ceux
que j'ai involontairement omis de citer
Je suis sincérement reconnaissante d'avoir pu travailler d vos cotés et de partager
tant de moments significatifs.

Que notre chemin continue de se croiser et que le futur nous apporte encore plus de
succes d célébrer ensemble.

A toutes les merveilleuses personnes que jai eu le privilége de connaitre durant mon
internat

A ma premiére amie d’internat, Nouha Mnasar

Je suis comblée de bonheur d’avoir croisé ton chemin. Merci pour ta gentillesse et
pour ta pureté ddme qui égayent les moments passés ensemble. A nos gardes passées
ensemble, a nos (trveés) longues discussions interminables, cette dédicace est une
expression de ma gratitude pour ta présence joyeuse dans ma vie.

A mes chéres amies, Fatima-Zahra Afryad et Najat Bouhdoud

A nos longues soirées animées de rires sans fin, d nos séances de sport que je n'ai
jamais finies, d nos échanges profonds autour d’'une tasse de café. Mevci pour tous
ces souvenir formidables que je chérirai d jamais dans mon cceur. Mevci pour votre

soutien et pour votre compréhension indéfectibles.

Je vous dédie ce travail et je vous souhaite une vie pleine de bonheur, d amour et de
succeés. Que notre amitié reste éternelle.

A mes chers amis Rim Almaggoussi, Jihane Hamdane et Salaheddine Youbi

Je dédie ce travail d toutes les expériences qu'on a vécues ensemble durant les 6mois
passés ensemble au service des urgences pédiatriques. Mevci pour tous les moments
quon a partagés et qui ont fait de cette expérience la meilleure de ma vie. Que dieu
vous comble de bonheur, de santé, de succes et de prospérité dans vos vies et vous
protége



A tous mes amis et collégues de (a 19°™ promotion des internes : Yasmina Yassine,
Ichtiyak Amou, Ayoub Alaoui, Samia Kabbaj, Saloua Hazmiri, Fatima Arabi, Sara
Boumadiane, Assiya Lemkhoudem, Saad Moumen, Mohamed Amine Majhoul...

A tous mes amis et colléegues de la 20°™ promotion des internes : Chayma E( ouatig,
Omaima Kanali, Khaoula Elaakib, Fatima Fzzahra Bouanani, Imane Zouaki...

Pour tous les moments, qu'ils soient joyeux ou décevants, que nous avons vecus
ensemble, pour cette expérience inoubliable et précieuse, je vous remercie
sincerement.

A tous ceux qui ont participé de prés ou de loin a Célaboration de ce travail.

A tous ceux qui ont pour mission cette tache de soulager [étre humain et d’essayer
de lui procurer le bien-étre physique, psychique et social. A tous mes maitres aupreés

de qui j'ai eu Chonneur dapprendre.
A tous les patients,

Puisse Allah le Tout-Puissant vous accorder un prompt rvétablissement et soulager
vos souffrances.

A tous ceux dont Coubli du nom nest pas celui du cceur.



<" REMERCIMENTS




A mon maitre et Présidente de Thése Professeur Tassi

Professeur des maladies infectieuses et chef de service des maladies
infectieuses au CHU Mohammed VI de Marrakech

Je suis infiniment sensible d [honneur que vous m'avez fait en acceptant de présider
le jury de cette thése. Je vous remercie de la confiance que vous avez bien
voulu m’accorder. Vos qualités professionnelles et la sympathie que vous
témoignez d tous ceux qui vous sollicitent suscitent mon admiration. Que

ces lignes puissent témoigner de mon grand respect et ma trés haute
considération.

A mon maitre et rapporteur de thése, Professeur Soraa, professeur de microbiologie
et chef de service de microbiologie-virologie

Yous m’'avez accordé un immense honneur et un grand privilége en
acceptant de diriger ce travail de thése. Mevrci chére professeur pour
Llattention particuliére que vous avez accovde d ce travail, votre
disponibilité constante, votre orientation et vos conseils précieux.

Je tiens d exprimer ma profonde gratitude pour votre approche
pédagogique enrichissante, et pour votre encadrement rvigoureux et
bienveillant.

VYous m’avez profondément touchée par votre sympathie, votre
modestie et vos qualités humaines.

En espérant avoirété d la hauteur de vos attentes, veuillez croire d
Cexpression de ma profonde reconnaissance et de ma haute
consideration.



A mon maitre et juge de thése, Professeur Draiss,
Professeur de pédiatrie et Vice-doyenne aux affaires pédagogiques

Je suis particuliérement touchée par la gentillesse et la bienveillance avec lesquelles
vous m'avez accueillie et bien voulu juger ce modeste travail.

Je vous remercie pour le grand honneur que vous m'avez fait. Votre savoir et votre
sagesse suscitent toute notre admiration.

Veuillez trouver ici, chére maitre, le témoignage de notre grande estime et de notre
sincere reconnaissance.

A mon maitre et juge de thése Professeur Amro,
Professeur de pneumologie et chef de service de pneumologie

L’honneur que vous m’'avez accordeé en acceptant de juger ce modeste travail m’a
énormément touché.

Je vous exprime ma profonde admiration pour la sympathie et la modestie qui
emanent de votre personne. Veuillez vecevoir ici Lexpression de ma reconnaissance
et ma profonde considération.

A mon maitre et juge de la thése : Professeur Lanimini, Professeur de pédiatrie

Yous m’avez fait Chonneur de votre présence parmi les membres du jury de cette
thése. J'ai eu le privilege et Lhonneur de profiter de votre enseignement et
innombrables qualités humaines durant mon passage d’internat au service des
urgences pédiatriques. Je tiens d vous exprimer ma sincere gratitude pour le soutien
et Lencouragement constants que vous m'avez prodigué. Votre grandeur d’esprit et
votre finesse de coeur m’inspirent une profonde admiration et un grand respect.
Veuillez recevoir Lexpression de mon respect le plus profond.



A tous les enseignants de la FMPM

A toute Céquipe du laboratoire de microbiologie de Chdpital Arrazi du CHU
Mohamed VI de Marrakech

La réussite de ce travail est également la votre
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La tuberculose est une maladie dont la transmission interhumaine se fait par
voie aérienne, anciennement appelée phtisie, c’est une pathologie infectieuse et
contagieuse transmise par les souches du complexe Mycobacterium Tuberculosis.

La tuberculose existe depuis la nuit des temps, son histoire phylogénétique
est complexe et les traces d’ancétres de ces mycobactéries sur des lésions animales
remontent au pléistocene [1].

La tuberculose (TB) est, a I'échelle mondiale, une maladie infectieuse et
contagieuse majeure, avec une mortalité et une morbidité significative. Elle pose
un probleme de santé publique, avec environ 10.6 millions de nouveaux cas et 1,3
million de décés dans le monde en 2022 [2]. Durant la méme année, la tuberculose
est considérée comme la deuxiéeme cause mondiale de décés due a un seul agent
infectieux apres la COVID 19 [2].

Pour tenter de mettre fin a la tuberculose d’ici 2035, I'OMS a élaboré une
stratégie « End TB » qui vise la réduction des déces, de [I'incidence et des colts
catastrophiques liés a la tuberculose [3]. Pour atteindre cet objectif, I'accent est mis
sur larecherche et l'innovation pour la découverte et la mise au point de nouveaux
outils de diagnostic.

La pandémie du COVID-19 a annulé des années de progrés obtenus dans la
prestation des services essentiels pour mettre fin a la tuberculose et dans la
réduction de la charge de tuberculose. La plupart des cibles internationales fixées
pour mettre fin a la tuberculosesont loin d’étre atteintes [2].

Au Maroc, la situation de la tuberculose reste préoccupante malgré les efforts
déployés. L’incidence estimée par I'OMS en 2021 est de 35.000 cas, correspondant a
un taux d’incidence de 94 pour 100.000 habitants. Bien que [I'incidence est en
diminution constante, l'incidence de la tuberculose ne baisse pas assez rapidement

(le taux annuel moyen de diminution est a seulement 1% entre 2015 et 2021) pour
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que le pays puisse atteindre les objectifs fixés a I'horizon 2030 dans le cadre de la
stratégie Mettre Fin a la tuberculose et des Objectifs de développement durable [4].

On distingue la tuberculose pulmonaire et la tuberculose extra-pulmonaire.
Le poumon est le siege prédominant de la maladie. Ainsi, la tuberculose pulmonaire
est la seule forme contagieuse. Les signes cliniques ne sont pas spécifiques, bien que
les images radiologiques soient évocatrices. Le prélevement bactériologique est une

étape clé du diagnostic de la tuberculose.

Le diagnostic est évoqué devant des données cliniques, et radiologiques, mais
la confirmation n’est que bactériologique parfois histologique sans que cette derniére
ne soit spécifique. Les techniques mises a la disposition du clinicien ces dix dernieres
années sont en train de modifier radicalement [I’approche diagnostique de la
tuberculose.

Les méthodes de diagnostic bactériologique standard incluent un examen
microscopique direct aprés coloration au Ziehl-Neelsen et une association de deux
méthodes de culture sur un milieu solide et sur un milieu liquide. L’avéenement des
tests utilisant les techniques de biologie moléculaire comme le test Xpert MTB/RIF a
révolutionné la prise en charge de la tuberculose en permettant un diagnostic plus

rapide et plus précis.

Le traitement antituberculeux est bien codifié. Cependant, les souches

résistantes constituent un défi majeur pour la prise en charge de cette maladie.

L’objectif de cette étude est de faire un état des lieux de la prévalence de la
tuberculose confirmée par culture au CHU Mohammed VI, et de décrire les méthodes
de diagnostic microbiologique de la tuberculose au laboratoire de microbiologie sur

une période de 5 ans allant de Janvier 2018 a Décembre 2022.
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. Matériels d’étude :

1. Type et période de I’étude :

Il s’agit d’une étude rétrospective a visée descriptive, étalée sur une période de 5 ans, allant

du Ter janvier 2018 au 31 décembre 2022.

2. Lieu de I’étude :

Cette étude a été menée au sein du laboratoire de microbiologie de I’h6pital Arrazi au CHU

Mohammed VI de Marrakech.

3. Criteres d’inclusion :

Nous avons inclus dans cette étude tous les patients hospitalisés au CHU Mohammed VI, ainsi
que les patients adressés des hopitaux du jour ayant une suspicion clinique de la tuberculose toutes
formes confondues avec une confirmation bactériologique par culture au laboratoire de

microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech.

4. Critéres d’exclusion :

Nous avons exclu les dossiers incomplets ne permettant pas une analyse suffisante, ainsi que

les prélevements en double. Chaque patient étant représenté par un seul prélévement.
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Il. Méthodologie d’étude :

1. Recueil des données :

La collecte des données a été faite a partir de la base de données du service de microbiologie

de I’hopital Arrazi du CHU Mohammed VI de Marrakech.

Les différentes variables recueillies ont été notées sur une fiche d’exploitation. (Voir annexes)

2. Procédure de recherche du complexe Mycobacterium tuberculosis au service de

microbiologie au CHU Mohammed VI de Marrakech :

Le diagnostic bactériologique de la tuberculose a reposé sur la mise en évidence des espéces
appartenant au complexe Mycobacterium tuberculosis. Cette démarche a compris la recherche des
bacilles tuberculeux par examen microscopique, la mise en culture sur milieux spécifiques, et les
tests de sensibilité aux antibacillaires.

2.1. Reqgles générales de sécurité :

Toute manipulation génératrice d’aérosol présente un danger. Le risque apparait
deés les premieres étapes de I'analyse et il est maximal au moment de la manipulation
des cultures.

La protection du personnel exige de prendre des mesures de niveau de risque 3 :

- Les manipulations se sont effectuées au niveau de I'unité des Mycobactéries au sein
du laboratoire de Microbiologie du CHU Med VI de Marrakech. Cette unité est séparée
du reste des unités et elle est munie d’un sas d’entrée.

- L’opérateur a été équipé d'un masque, d'un calot, d’une surblouse, de sur-
chaussures et de gants jetables avant d’entrer au laboratoire.

- Les manipulations des prélevements et des cultures ont obligatoirement été

pratiquées sous poste de sécurité microbiologique de type Il (Figure 1).
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Figure 1 : Poste de sécurité microbiologique ll.

Photo prise au laboratoire de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech

2.2. Phase pré analytique :

En cas de suspicion de tuberculose pulmonaire, pour chaque patient 3
échantillons d’expectoration (1 par jour, 3 jours successifs) ont été envoyé au laboratoire
de microbiologie, le matin a jeun, lors d’'un effort de toux précédée d’une inspiration
profonde. En cas de suspicion de tuberculose extra pulmonaire par le médecin traitant,
un préléevement de pus,de LCR, de ponction ganglionnaire, de liquide péritonéal, de
liquide pleural ou d’un fragment de biopsie a été recueilli et acheminé rapidement au

laboratoire.
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Les prélevements doivent étre effectués avant tout traitement antituberculeux. Ils
ont été recueillis dans des récipients stériles, a usage unique, a fermeture hermétique,
sans aucun additif.

Il faut éviter la contamination par I'eau du robinet ou tout autre liquide pouvant
contenir des mycobactéries de I’environnement et étre a I’origine de faux positifs.

Eviter d’utiliser les écouvillons: volume de prélevement insuffisant et difficultés a
décharger le prélevement (les mycobactéries hydrophobes y restent accrochées)

Les préléevements ont rapidement été acheminés au laboratoire. En cas de délai de
traitement prolongé, ils ont été conservés par le laboratoire au maximum 24 heures a +4

°C.

2.3. Diagnostic microbiologigue :

2.3.1. Examen microscopigque direct :

» Confection des frottis :

- Le frottis a été réalisé soit directement a partir de I’échantillon non décontaminé soit
a partir du culot de centrifugation post-décontamination.

- Le frottis ne doit étre ni trop fin ni trop épais. Il a été réalisé a partir du préléevement
et étalé sur la zone centrale de la lame gridce a un mouvement continu de rotation
(Figure 2). Un étalement d’environ 20mm sur 10 mm est recommandé.

- Il a ensuite été laissé sécher a l'air pendant environ 30 minutes ou sur une plaque

chauffante a température moyenne pendant environ 10 minutes.
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Figure 2: Technique de réalisation des frottis

Photo prise au laboratoire de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech

> La coloration de Ziehl Armand :

Les frottis confectionnés ont été colorés selon la coloration de Ziehl Armand, variante de la
technique de Ziehl Neelsen en utilisant le Kit Quick-TB.
o Le principe de la coloration :

La présence d'acides mycoliques dans les parois cellulaires des bactéries acido-alcoolo-
résistantes est la base cytologique de cette coloration. L'acide mycolique donne a ces bactéries une
plus grande affinité pour le colorant primaire et une résistance a la décoloration par une solution
d'acide-alcool.

La fuchsine est utilisée comme colorant primaire parce qu'elle est liposoluble et pénétre la
paroi cellulaire cireuse. L’utilisation du colorant d’Armand permet de réaliser simultanément la
décoloration et la contre-coloration de toutes les bactéries non acido-alcoolo-résistantes, des
éléments cellulaires et du fond de la préparation.

o Les réactifs utilisés pour la coloration de Ziehl Armand (Figure 3) :
- Fuchsine phéniquée RAL

- Colorant d’Armand
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Figure 3: Réactifs utilisés pour la coloration de Ziehl Armand

Photo prise au laboratoire de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech

o Les étapes de la coloration de Ziehl Armand : cette coloration s’est déroulée en deux
étapes :

- La premiére est une étape de coloration par la fuchsine: les lames ont été fixées sur
le support de coloration, recouvertes par la solution de fuchsine pendant 5 minutes
puis rincées délicatement a I’eau courante (Figure 4).

- Le colorant d’Armand utilisé lors de la deuxiéme étape permet de réaliser
simultanément la décoloration et contre-coloration : les lames ont été recouvertes
par le réactif d’Armand pendant 1 minute puis rincées a |'eau courante. Elles ont
ensuite été laissées sécher a I'air libre (Figure 5).

Les bacilles tuberculeux apparaissent en rose sur fond bleu (figure 6)

-10 -
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a) Placer les lames fixées sur le support
de coloration, la face d'étalement

b) Couvrir les lames par la solution de

fuchsine phéniquée
vers le haut

c¢) Laisser les recouvertes de fuchsine d) Rincer les lames a I’eau pour écarter
pendant 5 minutes I’excés de fuchsine. Les frottis ont

une couleur rouge

Figure 4: Coloration de Ziehl Armand : étape de coloration par la fuchsine

Photo prise au laboratoire de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech

-11 -
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a) Recouvrir les lames avec la solution
d’Armand

d) Evacuer lI'eau des lames et les laisser

¢) Rincer les lames et évacuer I’exces d’eau ) o
sécher a l'air libre

Figure 5: Coloration de Ziehl Armand : étape de coloration par la fuchsine

Photo prise au laboratoire de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech

-12 -
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Figure 6: Les bacilles tuberculeux au microscope optique apres coloration

Photo prise au laboratoire de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech

La lecture des frottis a été faite selon une procédure systématique et standardisée
qui débute a I'extrémité gauche du frottis, se poursuit sur une ligne du frottis en
déplacant la lame de gauche a droite, puis en la déplacant d’arriere en avant on lit une
deuxiéme ligne parallele de droite a gauche, puis si nécessaire une autre ligne est
examinée en allant de gauche a droite. Il y a environ 100 champs microscopique dans
I’axe longitudinal d’un frottis de 2cm. Trois lignes de frottis examinés correspondent a
300 champs microscopiques controlés. La figure 5 illustre la technique de lecture des

frottis.

-13 -
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Figure 7: Technique de lecture des frottis

Les résultats de [I’examen direct ont été quantifiés avec la Codification
OMS/UICTMR (UICTMR : wunion internationale contre la tuberculose et les maladies
respiratoires) (Tableau ).

Tableau | : Quantification des résultats de |'examen direct

Interprétation Nombre de BAAR
Absence de BAAR < 0 Bacille/ 300 champs
Examen direct douteux 1-2/ 200 champs
Présence de BAAR (+) 1-10 Bacilles / 100 champs
Présence de BAAR (++) 1- 10 Bacilles / 10 champs
Présence de BAAR (+++) 1-10 Bacilles / 1 champ
Présence de BAAR (++++) >10 Bacilles / 1 champ

2.3.2. Etape de décontamination — fluidification :

Tous les prélevements contaminés par une flore commensale (respiratoires,
urinaires, fistules...) ont subi une décontamination. La principale méthode de
décontamination utilisée au laboratoire repose sur [l'utilisation de [I'acétyl-cystéine (BBL
Mycoprep) et de la soude qui sont des agents recommandés pour obtenir une
fluidification et une décontamination efficaces et non agressives. Cette étape n’a pas été

appliguée aux prélevements provenant de sites supposés stériles.

- 14 -
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> Mode opératoire : (voir annexes)

- Les prélevements ont été transférés dans un tube conique.

- Un volume du décontaminant égal a la quantité d’échantillon a été ajouté.

- Laisser en contact pendant 20 min

- Aprés les avoir laissés en contact pendant 20 minutes, on a ajouté le tampon
phosphate (préparé par la dilution du sachet du tampon dans I’eau distillée) jusqu’a
ce que le tube soit rempli.

- Le mélange a été centrifugé pendant 20 minutes a 3000 RPM.

- Le surnageant a été jeté puis on a ajouté 2 ml du tampon phosphate avant de

remettre le culot en suspension.

2.3.3. Lamise en culture :

La mise en culture a été précédée par une étape de décontamination-fluidification pour les
prélévements issus des sites non stériles.

Les mycobactéries sont des bactéries aérobies strictes trés exigeantes. Afin d’isoler les
mycobactéries tuberculeuses, il est nécessaire de fournir un environnement contenant des
nutriments spécifiques et des agents sélectifs qui favorisent la croissance des mycobactéries tout en
inhibant la croissance des contaminants.

Pour optimiser les résultats de la culture, deux milieux de culture de natures différentes ont
été utilisés :

» La culture sur milieu de Léwenstein Jensen :
- Les milieux Lowenstein Jensen ont été ensemencés avec 0,2 ml de culot de centrifugation, les
bouchons des tubes ont été, dans un premier temps, dévissés pour permettre |I’évaporation de
I'inoculum 3 a 6 jours) puis ils ont été vissés.

Les milieux ont été incubés sur des portoirs spéciaux en position trés inclinée, la surface du

milieu étant horizontale (Figure 8).
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Sen

Figure 8: Incubation des cultures sur milieu Lowenstein Jen

Photo prise au laboratoire de microbiologie au CHU Mohammed VI de Marrakech

- La lecture de I'ensemble des cultures a été faite une fois par semaine. En cas de
croissance de colonies des mycobactéries, un examen microscopique aprés coloration
de Ziehl Armand a été réalisé. Les cultures positives avaient un aspect rugueux en
« chou-fleur » de couleur beige (Figure 9)

- A Vlissue de huit semaines d’incubation, les tubes ont été éliminés définitivement

apres un controle visuel.
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Figure 9: Colonies jaunes rugueuses de Mycobacterium tuberculosis sur milieu solide

Photo prise au service de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech

» Culture en milieu liquide : MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube)
- Avant la mise en culture des prélevements sur les milieux MGIT, on a ajouté :
o Un supplément de croissance OADC (O : acide oléique, A: albumine, D:
C : catalase)

o Un supplément  d’antibiotiques  pour inhiber la  pousse des

commensales PANTA : P: polymyxine, A: amphotéricine, N: acide nalidixique,

triméthoprime, A : azlocilline).

- Mode opératoire (voir annexes) :

o Dans un tube MGIT, on a ajouté [I’échantillon préparé au mélange OADC/PANTA

avant de les mettre dans l'instrument Bactec™ MGIT 960 (Figure 10). Les tubes

MGIT contiennent un substrat fluorescent (indicateur de croissance), qui réagit a la
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quantité d’oxygéne dissous dans le milieu. Lorsque I'oxygeéne est consommé par
les bactéries en croissance, la fluorescence change. L’automate Bactec™ MGIT 960
détecte ce changement grace a un systeme optique qui lui permet de mesurer la
fluorescence dans chaque tube. L’émission d’un signal sonore signe la croissance
bactérienne.

o L’automate Bactec™ MGIT 960 est équipé d'un logiciel qui permet de visualiser les
courbes de croissance et de surveiller [I'état des cultures. Une surveillance
journaliere des cultures durant la premiere semaine d’incubation a été faite,

permettant d’éliminer les tubes en cas de contamination.

- Les cultures positives ont été confirmées par la coloration de Ziehl Armand, et par
test rapide BD MGIT™ TBc ID test, qui détecte I’antigéne MPT64 témoignant de la

présence du complexe Mycobacterium tuberculosis (Figure 11).
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Figure 10: Automate BACTEC MGIT 960

Photo prise au service de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech
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TBc ID

Figure 11: Test rapide positif au complexe Mycobacterium tuberculosis

Photo prise au service de microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech

2.3.4. L’étude de la résistance aux antibacillaires :

- Létude de la résistance aux antibacillaires a été réalisée pour toutes les cultures

positives au complexe Mycobacterium tuberculosis sur I’automate Bactec™ MGIT 960.

- Mode opératoire (voir annexes)

@)

Pour chaque souche, 5 tubes MGIT 7 ml ont été utilisés: 4 tubes avec
antibiotique, et un tube témoin.

Dans tous les tubes, on a ajouté 0.8 de supplément MGIT SIRE

Dans le tube controle, on a ajouté 0.5 ml d’une dilution a 1/100 de I'inoculum.

Dans chaque tube des 4 tubes restants, on a ajouté 100 pl de la solution
antibiotique, puis on a ajouté de maniére aseptique 0.5 ml de la suspension de
I'inoculum.

L’ensemencement a été réalisé avec 0.5 ml de la suspension de Il'inoculum, et les

tubes ont été incubés a 37 °C et vérifiés quotidiennement.
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Le systeme MGIT 960 détecte la croissance dans les tubes contenant les antibacillaires
par rapport au tube témoin. Une croissance bactérienne détectée dans un tube
contenant un antibacillaire indique une résistance. Inversement, [|’absence de

croissance est synonyme de sensibilité.

3. Analyses statistiques des données :

Les données collectées ont été saisies et analysées sur le logiciel Excel. Les résultats ont été

exprimés en pourcentages (%) pour les valeurs qualitatives, et en moyennes ou en médianes pour les
valeurs quantitatives.

4. Considérations éthiques :

Le recueil des données a été effectué avec respect de I'anonymat des patients et la

confidentialité de leurs informations personnelles.

-21 -



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

- 22 -



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

|. Etude épidémiologique de la tuberculose au CHU de Marrakech
durant la période 2018-2022 :

1. Prévalence de la tuberculose confirmée par culture :

Entre Janvier 2018 et décembre 2022, 275 cas de tuberculose ont été
confirmés par culture au laboratoire de microbiologie au CHU Mohammed VI de
Marrakech, sur un total de 11634 préléevements recus, provenant des patients

hospitalisés suspects d’étre atteints de tuberculose toutes formes confondues.

La répartition des cultures positives selon les années est illustrée dans la

figure 12.

3000
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1500
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1000
500
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Figure 12: Répartition des cas positifs selon I'année de recrutement

La prévalence de la tuberculose selon les années est représentée dans le tableau Il.
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Tableau Il : Prévalence de la tuberculose selon les années de recrutement

Année de Prélevements Cultures Prévalence de la
recrutement recus positives tuberculose confirmée
par culture
2018 2804 60 2.13
2019 2420 59 2.43
2020 1771 51 2.87
2021 2053 50 2.43
2022 2586 55 2.12
Total général 11634 275 -

2. Répartition selon I’age :

Dans cette étude, I’dge moyen des patients était de 36,92 ans avec des
extrémes allant de 1 mois a 82 ans. Plus de la moitié des patients avaient un age
compris entre 16 et 45 ans ce qui représente 53.45 % des cas, soit 147 patients. La
tranche d’dge la moins touchée était celle des sujets agés de plus de 75 ans qui
représentait 1.82% (5 cas).

La figure 13 représente la répartition selon la tranche d’age.

75
72

wn

<16 ANS 16 - 30 ANS 31 - 45 46 - 60 ANS 61 - 75 > 75 ANS

37
13,45%

27,27%
| 26,18%
. 1
| 22,18%

25
9,09%
1,82%
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Figure 13: Distribution selon les tranches d'dge (n=275)

3. Répartition selon le sexe :

3.1. Répartition de la tuberculose toute forme selon le sexe :

Dans cette étude, nous avons noté une prédominance masculine avec 162
hommes pour 113 femmes. Le sexe ratio H/F était de 1,43. La distribution des

patients positifs en fonction du sexe est illustrée dans la figure 14.

W Féminin

W Masculin

Figure 14: Distribution selon le sexe (n= 275)

3.2. Répartition de la tuberculose pulmonaire et extra pulmonaire selon le sexe :

Dans cette étude, la tuberculose pulmonaire était prédominante chez les
patients de sexe masculin avec un sexe ratio Homme/ Femme de 1.37. En revanche,
la tuberculose extra pulmonaire était notée principalement chez les patientes de sexe

féminin avec un sexe ratio de 0.83 (Figure 15).
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W Sexe masculin Sexe féminin
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Figure 15 : Répartition de la localisation de la tuberculose selon le sexe (h=275)

4, Répartition selon les services demandeurs :

Les patients ayant présenté une tuberculose documentée par la culture durant
cette période provenaient principalement du service des maladies infectieuses dans
28.73% des cas et de la Pneumologie dans 21.45% des cas. Le reste étant partagé
entre les différents services du CHU Mohammed VI, notamment le service de Pédiatrie

A et les patients adressés des hopitaux de jour.
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Tableau lll : Distribution selon les services demandeurs (n= 275)

Services demandeurs Nombre de cas positifs Pourcentage
Maladies infectieuses 79 28,73%
Pneumologie 59 21,45%
Pédiatrie A 26 9,45%
Hépato-gastro-entérologie 15 5,45%
Hopitaux de jour 10 3,64%
Rhumatologie 10 3,64%
Chapiteau de réanimation COVID 9 3,27%
Chirurgie thoracique 6 2,18%
Neurochirurgie 5 1,82%
Réanimation médicale 5 1,82%
Dermatologie 5 1,82%
Centre d'oncologie-hématologie 5 1,82%
Médecine interne 5 1,82%
Chirurgie infantile 4 1,45%
Service d'accueil des urgences vitales 4 1,45%
Cardiologie 4 1,45%
Neurologie 3 1,09%
Psychiatrie 2 0,73%
Urologie 2 0,73%
Pédiatrie B 2 0,73%
Chirurgie cardio vasculaire 2 0,73%
Ophtalmologie 2 0,73%
Réanimation pédiatrique 2 0,73%
Néphrologie 2 0,73%
Oto-rhino-laryngologie 2 0,73%
Gynécologie-obstétrique 1 0,36%
Endocrinologie 1 0,36%
Réanimation maternelle 1 0,36%
Réanimation chirurgicale 1 0,36%
Traumatologie 1 0,36%
Total général 275 100,00%
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Figure 16: Distribution selon les services demandeurs (h= 275)

5. Prévalence des infections aux mycobactéries atypigues :

Durant la période de cette étude, 112 <cas de cultures positives aux
mycobactéries atypiques ont été isolées au laboratoire de microbiologie au CHU
Mohammed VI de Marrakech, sur un total de 11634 prélevements recus,

correspondant a un taux de positivité de 0.96%.
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Il. Données cliniques :

1.

Formes cliniques de la tuberculose :

Dans cette étude, la forme prédominante de la tuberculose était la forme
pulmonaire présente chez environ 71% des patients (Figure 17). La tuberculose extra
pulmonaire était présente chez environ 29% des patients, et était dominée par
I'atteinte ganglionnaire (25 cas) suivie par [I'atteinte pleurale (23 cas) et neuro-
méningée (23 cas) (Figure 18).

La figure 15 illustre les variations des différentes formes de la tuberculose au
fil des années. En 2019, la prévalence de la tuberculose extra-pulmonaire a
augmenté, alors que celle de la tuberculose pulmonaire a connu une baisse. Depuis

2020, cette prévalence tend a diminuer et a se stabiliser.

M Tuberculose pulmonaire

Tuberculose extra-pulmonaire

Figure 17 : Répartition selon la localisation de la tuberculose (n=275)
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B Tuberculose ganglionnaire

m Tuberculose neuro-méningée
H Tuberculose pleurale

M Tuberculose ostéo-articulaire
M Tuberculose cutanée

M Tuberculose péritonéale

Figure 18 : Répartition selon les formes de la tuberculose extra-pulmonaire (n=79)
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Figure 19 : Evolution des formes de la tuberculose selon les années
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2. Prévalence de la co-infection VIH-tuberculose :

les 275 patients ayant une culture positive au complexe Mycobacterium

soit 13.82% dont 26

Parmi

tuberculosis, 38 patients avaient une sérologie VIH positive,

étaient des patients de sexe masculin. 79% des patients ayant une coinfection VIH-

tuberculose avaient un age compris entre 20 et 50 ans, avec des extrémes allant de 8

ans a 68 ans (Figure 20).

B Négative MInconnue M Positive

Figure 20: Répartition des patients selon le statut VIH (h=275)

Parmi les patients séropositifs, environ 74% des patients avaient une forme

pulmonaire de la tuberculose.
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ll. Etude bactériologique de la tuberculose confirmée par culture au
CHU de Marrakech durant la période 2018-2022 :

1. Nature des prélévements étudiés :

Dans cette étude, 80.67 % des préléevements recus étaient des prélevements
d’origine pulmonaires, tandis que les préléevements extra-pulmonaires représentaient

8.34%. Le reste des prélévements (10.99%) étaient de nature non précisée (Figure 21).

m Prélévements pulmonaires

M Prélevements extra-
pulmonaires

M Nature non précisée

Figure 21: Nature des prélevements étudiés (n=11634)

Les expectorations représentaient le prélevement le plus recu vu la
facilité¢ de leur recueil (76.67%), suivis par les aspirations bronchiques (2.30%)
et par la ponction du liquide céphalo-rachidien (1.99%).

Les différentes natures des prélevements étudiés sont résumées dans

le tableau IV.
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Tableau IV : Nature des prélevements étudiés (n=11634)

Nature des prélevements recus Nombre Pourcentage
Prélevements pulmonaires 9385 80,67%
Expectorations 8920 76,67%
Aspirations bronchiques 268 2,30%
Tubage gastrique 161 1,38%
Lavage broncho-alvéolaire 20 0,17%
Biopsie bronchique 7 0,06%
Biopsie pulmonaire 5 0,04%
Préléevement distal protégé 4 0,03%
Préléevements extra—pulmonaires 970 8,34%
Liquide céphalo-rachidien 231 1,99%
Liquide pleural 217 1,87%
Pus 110 0,94%
Biopsie ganglionnaire 100 0,86%
Biopsie pleurale 99 0,85%
Urines 63 0,54%
Ponction d'adénopathie 44 0,38%
Liquide d'ascite 44 0,38%
Liquide synovial 21 0,18%
Liquide péricardique 12 0,10%
Ecouvillonnage cutané 11 0,09%
Biopsie osseuse 3 0,03%
Ponction de kyste 3 0,03%
Ponction de moelle osseuse 2 0,02%
Biopsie vertébrale 2 0,02%
Biopsie cutanée 2 0,02%
Ponction de masse thoracique 2 0,02%
Biopsie rénale 1 0,01%
Biopsie des fausses nasales 1 0,01%
Biopsie synoviale 1 0,01%
Selles 1 0,01%
Nature non précisée 1279 10,99%
Total général 11634 100,00%
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2. Examen microscopique direct des frottis aprés coloration de Ziehl-Neelsen :

Durant la période de cette étude, 11634 préléevements ont été recus pour
recherche du complexe WMycobacterium tuberculosis. Chez les patients ayant une
culture positive, I'examen direct apres coloration de Ziehl-Neelsen a été réalisé sur
tous les prélevements recus.

Dans cette série, I'examen direct était négatif chez 78.91 % des patients et

positif chez 21.09 % des patients (Figure 22).
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Figure 22: Répartition selon le résultat de |'examen microscopique direct (n=275)

La répartition des examens directs selon la charge en BAAR est illustrée dans la
figure 23.
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Figure 23: Répartition des examens directs selon la charge en BAAR (n= 58)

3. Résultats de la culture :

Dans cette série, les cultures se sont positivées sur milieu MGIT dans un
délai allant de 5 a 24 jours avec une moyenne de 12.67 jours.

Les délais de pousse sur milieu LOowenstein-Jensen étaient beaucoup
plus longs, variant entre 22 et 64 jours avec une moyenne de 40.36 jours.

Les cultures positives ont été controlées par la coloration de Ziehl-
Neelsen.

La répartition des cultures positives selon la nature du préléevement est

schématisée sur la figure 24.
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Biopsie et cytoponction Liquide céphalo - [jquide pleural

ganglionnaire rachidien 6.91 _ Aspirations bronchiques
9.09% 8.36% 3.27%
Biopsie pleurale
1.45%

Liquide d'ascite
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Figure 24: Répartition des cultures positives selon la nature du préléevement (n= 275)

4. Etude de la résistance aux antibacillaires :

Le test de sensibilité aux antituberculeux a été réalisé sur tous les prélevements, en
milieu liquide sur automate BACTEC MGIT 960.

Dans cette étude, le profil des résistances aux antituberculeux a été réparti comme suit :
o 10 patients étaient résistants a la streptomycine
o 17 patients étaient résistants a I’isoniazide

5 patients étaient résistants a la rifampicine

o

o 10 patients étaient résistants a I’éthambutol

La figure 25 illustre le profil des résistances aux différents antituberculeux selon les
années.

Durant la période de cette étude, la tuberculose multi résistante a été diagnostiquée

chez 8 patients (Figure 26).
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Figure 25: Profil des résistances au antituberculeux selon les années

(a2}
o~ (o]
-
I o

2018 2019 2020 2021 2022

Figure 26: Répartition des souches multi résistantes selon les années
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5. Recherche du complexe Mycobacterium tuberculosis par GeneXpert :

Dans cette étude, chez les 275 patients ayant une culture positive au
Mycobacterium tuberculosis, 70 patients ont bénéficié d’'un examen GeneXpert. Le

GeneXpert s’est révélé positif chez 59 patients, soit environ 84% des cas (Figure 27).

B GeneXpert positif GeneXpert négatif

Figure 27 : Répartition des patients selon le résultat du GeneXpert (h= 70)
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1.

Rappel théorigue :

Histoire de la tuberculose

1.1. De P’antiquité a la phtisie :

La tuberculose est I'une des maladies les plus anciennement connue par I’homme.
Les premiers cas de la tuberculose humaine seraient apparus il y a environ 8000 ans
avant Jésus-Christ, avec le développement de [I’agriculture et le regroupement des
communautés au sein de villages [5]. Les momies égyptiennes datées de 3000 ans
avant Jésus-Christ, et des momies péruviennes révelent des signes évidents de
tuberculose [6].

La littérature regorge de description de la tuberculose. Des textes de médecine
grecque, chinoise, égyptienne, et indienne datant de plus de 2000 ans évoquent la
tuberculose [71, remplis de  désaccords, de contradictions et  d’hypothéses
alternatives.

Depuis  I’Antiquité, plusieurs auteurs l'ont décrite comme une maladie
amaigrissante, dénommée « Phtisie » (venant du grec et signifiant « dépérissement »)
ou « Consomption » (de « consumer ») ou Peste blanche [8]. Hippocrate faisait
mention d’infections broncho-pulmonaires a évolution trés lente au Veéme sjecle avant
Jésus-Christ. Il en a dressé les symptomes, tels que [I'amaigrissement progressif, la
langueur, la toux et la présence de sang dans les crachats ; et a décrit les différentes
formes de la tuberculose (osseuse et ganglionnaire) [9]. Johann Lukas Schonlein finit
par unifier la nosologie et proposa le nom de « tuberculose » en 1834 en raison de la

présence de tubercules dans toutes les formes de la maladie.
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1.2. DelaphtisiealaTB:

Hippocrate considérait la tuberculose comme wune maladie héréditaire. L'ere
scientifique  a commencé lorsque René Laennec a utilisé [I'observation clinique,
I’auscultation et I'individualisation de la tuberculose en tant qu’entité

anatomoclinique [7].

Jean-Antoine Villemin en 1865 a démontré de maniére convaincante la nature

infectieuse de la TB, grace a des expériences sur le lapin.

Robert Koch en 1882 a incriminé et identifié la bactérie responsable de Ila
tuberculose, le bacille de Koch [10].

Au moment de la découverte du bacille, au début de 1882, dans le monde, un
habitant sur sept mourait de TB [10]. La découverte du BK et la compréhension du
mode de transmission de la TB, ont contribué a enrayer la propagation de la maladie ;
et ont fait émerger des moyens de lutte et de diagnostic.

1.3. De la découverte a I’éradication :

L’émergence de moyens de prévention, de lutte et de diagnostic a marqué le
début d'une tendance a [I’éradication de la tuberculose. Notamment avec la mise au
point du vaccin BCG en 1921 par Albert Calmette et Camille Guérin [4],[8] et en 1944
la découverte de la streptomycine par Selman Waksman [12]. La découverte d’autres
traitements tels [|'acide para-amino-salicylique (PAS) en 1949, la pyrazinamide en
1952, la kanamycine en 1957, [lisoniazide en 1959, [I’éthambutol en 1961, et la
rifampicine en 1966 ; marque la nouvelle ére du traitement antituberculeux. [7]

Les premieres épidémies de la tuberculose sont apparues, surtout en Europe
avec l'augmentation de la densité des populations dans les villes, et semblent avoir
atteint son apogée entre 1780 et 1830. Au XVllle et au début du XIXe siecle, en effet,
la TB représente la principale cause de mortalité dans les populations de ['Ouest

européen et d'Amérique du Nord.
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Cependant, au début du XXe siecle, le recul de la maladie est observé dans les
pays industrialisés, grace a [I’amélioration des conditions de vie et d’hygiene
(logements plus sains, acces a l'eau plus répandu, hygiene améliorée et alimentation
plus riche), et la découverte des antibacillaires (guérison et rupture de la chaine de
transmission).

Alors qu’on la croyait éradiquée, la TB resurgit a partir de 1984 dans le monde,
a la faveur de [I’émergence de [linfection VIH et des souches résistantes et
multirésistantes aux antibacillaires. En 1991, I’OMS déclare la TB urgence mondiale.

Le séquencage du génome de MTB H37Rv et les progrées en matiére de

développement d’outils diagnostiques et thérapeutiques a considérablement modifié

le visage épidémiologique de la TB.
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2. Epidémiologie :

2.1. Au niveau mondial :

La fréquence de la tuberculose dans le monde, maintenue par sa
transmissibilité élevée, et favorisée dans des populations au niveau socio-économique
bas ou touchant I'immunodéprimé, en fait une menace persistante et majeure en
matiére de santé publique mondiale.

Selon [I'OMS, le nombre de personnes chez qui la tuberculose a été
diagnostiquée pour la premiere fois s’élevait a 7,5 millions en 2022 a [I'échelle
mondiale. Il s’agit du nombre le plus élevé depuis que I'OMS a commencé a surveiller

la tuberculose dans le monde en 1995. (Figure 28) [2]

8.0

7.5

7.0

6.5

6.0

5.5
2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022

Figure 28: Tendance mondiale des notifications de cas de personnes nouvellement diagnostiqués par

la tuberculose entre 2010 et 2022
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En 2022, 55% des personnes qui ont développé la tuberculose étaient des
hommes, 33% des femmes, et 12% des enfants (agés de 0 a 14 ans) [2] ;
La prévalence de la tuberculose varie grandement d’'une région sanitaire OMS a

une autre (Figure 29 et 30).
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Figure 29: Estimation de I'incidence de la tuberculose pour les différents pays du monde en 2022
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Figure 30: Variation de I'incidence estimée de la tuberculose (nouveaux cas pour 100 000 habitants)

en 2022 par rapporta 2015

En 2022, les deux tiers des cas ont été rapporté dans huit pays: I'Inde (27%),
I'Indonésie (10%), la Chine (7,1%), les Philippines (7,0%), le Pakistan (5,7%), le Nigéria
(4,5%), le Bangladesh (3,6%) et la République démocratique du Congo (3,0%).

S’agissant de la mortalité, la tuberculose a entrainé 1,3 million de décés dans
le monde dont 167000 déces dus a la tuberculose et officiellement classés comme
dus au VIH/sida, parmi les personnes vivant avec le VIH. [2]

A Péchelle mondiale, le nombre annuel estimé de personnes ayant développé
une tuberculose multirésistante ou une tuberculose résistante a la rifampicine (TB-
MR/RR) est resté relativement stable entre 2020 et 2022 (Figure 31), aprés une lente

tendance a la baisse entre 2015 et 2019. Leur nombre en 2022 était de 410 000.
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Le nombre de personnes chez qui la tuberculose a été diagnostiquée et un
traitement instauré était beaucoup plus faible par rapport a 2019 : 175650 en 2022,
soit environ deux personnes sur cinq qui en aurait besoin contre 181533 personnes

en 2019. [2]
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Figure 31: Cas incidents de personnes ayant développé une tuberculose multirésistante ou résistante a

la rifampicine entre 2015 et 2022[2]

2.2. Au niveau national :

La tuberculose demeure un probléme majeur de santé publique au Maroc. Elle
fait partie des maladies a déclaration obligatoire.

Le Maroc fait partie des pays a incidence moyenne de la tuberculose.
L'incidence estimée par I'OMS en 2021 est de 35.000 cas, correspondant a un taux

d’incidence de 94 pour 100.000 habitants. La tuberculose associée au VIH est estimée
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a 410 cas, soit un taux a 1,1 pour 100.000 habitants. Le taux d’incidence pour

100.000 habitants a baissé de 115 en 2000 a 94 en 2021 (Figure 32). [4]

100 V\

50

2000 2005 2010 2015 2021

Figure 32: Estimation OMS du taux d’incidence de la tuberculose et du taux de notification des
nouveaux cas et rechutes, Maroc 2000-2021 [4]

Plus d'hommes que de femmes ont été dépistés en 2021, comme pour la
plupart des pays de la sous-région de la Méditerranée-Orientale. La tranche d'dge de
25 a 34 ans est la plus touchée (Figure 33). Les cas manquants (partie blanche du
graphique ci-dessous) sont retrouvés beaucoup plus chez les populations jeunes. Les

efforts de dépistage devront se concentrer chez les jeunes et les enfants [4].
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Figure 33: Estimation OMS de I'incidence de la tuberculose par tranche d’age et par sexe et nombre de

cas notifiés en 2021au Maroc [4]

Durant la méme année, la mortalité chez les malades atteints de tuberculose
qui ne sont pas coinfectés par le VIH a été estimée a 3300 cas, soit un taux de
mortalité de 8,8 pour 100.000 habitants, alors que pour les malades coinfectés par le
VIH, le nombre de déces est de 84, soit un taux de 0,23 pour 100.000 habitants.
Ainsi, le taux de létalité est de 10% pour le total des cas de tuberculose et de 20%
pour les malades coinfectés par le VIH.

Le taux de mortalité pour 100.000 habitants a baissé de 9,3 en 2000 a 7,9 en
2019. En 2020, ce taux est monté a 10 déces pour 100.000 habitants (coincidant avec
I’épidémie du Covid 19), puis a connu a nouveau une baisse en 2021 pour passer a
8,8 déces pour 100.000 habitants.

Ainsi, la situation de la tuberculose au Maroc reste préoccupante malgré les
efforts déployés. Les taux de mortalité et d'incidence restent élevés, et leur taux de
diminution n'est pas assez suffisant pour atteindre I'objectif de mettre fin a la maladie
d'ici 2030.

La pandémie COVID 19 semble accentuer ce phénomene avec augmentation de

I'incidence et de la mortalité de la tuberculose, avec un affaiblissement significatif de
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la performance en matiere de détection des cas, ce qui peut compliquer davantage la
gestion de la maladie.

Le nombre de cas de LA TUBERCULOSE notifiés en 2021 est de 29.327 soit un
taux de notification de 80 «cas pour 100.000 habitants avec une prédominance

masculine a 59% contre 41% chez les personnes de sexe féminin (Figure 34).
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Figure 34: Evolution des notifications des nouveaux cas et rechutes au Maroc 2015-2021[4]

La répartition des cas de tuberculose selon la localisation montre une
proportion élevée de la tuberculose extra pulmonaire (49% contre 51% de formes
pulmonaires).

Le taux de notification des cas par région en 2021 est illustré dans la figure

35.
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Figure 35: Taux de notification des cas par région en 2021 au Maroc
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3. Agent pathogéne :

3.1. Taxonomie des mycobactéries :

Conformément au Bergey's manuel, les Mycobactéries appartiennent au Reégne
des procaryotes (Bacteria), au Phylum et a la classe des Actinobacteria, a la sous-
classe des Actinobacteridae, a [I'ordre des Actinomycétales, au Sous-ordre des

Corynebacterinae, a la famille des Mycobacteriacea et au genre Mycobacterium. [13]

I Régne I Embranchement I Classe | Sous-classe I Ordre | Sous-ordre I Famille I Genra I
Actinomycineae B
~ Micrococcinege Corynebacteriaceae
Archaea Dielzigceae
Corynebocterineae I
Mycobacterioceae % Mycobacterium

Micromonosporineme
Procaryotes | — P .
s . Propionibacterineae Nocardiaceae
Actinomycetales
Pseudonocardineae Segniliparaceae
Bacteria . . -
Actinobacteria  Actinobacteria  Actinobacteridae Tsukamurellaceae

diargellineae Nocardioceae

Bifidobacteriales
Protistes

Mycites
Plantes
Animaux

Figure 36: Taxonomie des bactéries du complexe Mycobacterium tuberculosis d’aprés la "Taxonomie

résumée des Archaea et Bacteria", selon le "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” [14]

Les espéces du genre Mycobacterium, communément nommées Mycobactéries,
sont aussi rassemblées au sein du groupe Corynebacterium-Nocardia-Mycobacterium
(CNM), dans lequel a été ajouté dernierement le genre Rhodococcus. [13] Au sein du

genre Mycobacterium, trois grands ensembles d’espéces sont décrits (Figure 37) :
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Domaine:
Bacteria
Classe:
Actinobacteria

Ordre:
Actinomycetales

Famille:
Mycobacteriaceae

Genre:
Mycobacterium

Espéce:

M)'cobacféries non Complexe M_vcol;actérics
cultivables: M.tuberculosis atypiques

¥
i

M.tuberculosis

~ 7 -
M.africanum - M.avium 3
M.canetti intracellulaire,

M.leprae M. Microti M.marinum,
M.lepraemunium M.bovis M. kansasii,
M.xenopi,

M.pinnipedii gk
M.simiae...

M.caprae

Figure 37: Représentation schématigue du genre Mycobacterium

- Les mycobactéries du complexe tuberculosis (Mycobacterium  tuberculosis
complex : MTC) qui sont responsables de la tuberculose :

o Mycobacterium tuberculosis aussi nommé bacille de Koch et anciennement
nommé Bacterium tuberculosis qui est l'agent le plus impliqué dans Ia
tuberculose humaine.

o Mycobacterium bovis qui provoque chez les bovins des Ilésions tuberculeuses
pulmonaires et des Ilésions des glandes mammaires. |l peut é&tre pathogéne
également pour I'homme qui se contamine a partir du réservoir animal par
inhalation de particules infectées, notamment dans les étables.

o Mycobacterium  africanum est responsable de tuberculoses humaines en

Afrique, il est plus rare en Europe.
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o Mycobacterium microti est une espeéce trés peu pathogene pour I'homme qui
infecte les rongeurs et les bovins.

o Mycobacterium canetti est rarement responsable de tuberculose, ces cas ont été
décrits en Afrique.

- Les mycobactéries non tuberculeuses (MNT), encore appelées mycobactéries
atypiques, mycobactéries environnementales potentiellement pathogenes
(potentially pathogenic environmental mycobacteria : PPEM), ou bien mycobactéries
autres que tuberculeuses, (Mycobacterium other than tuberculosis : MOTT): qui
sont pour la plupart des especes saprophytes. Elles peuvent étre occasionnellement
pathogene en cas de défaillance des défenses immunitaires de I'hote. Elles ont été
classées en 4 groupes par Runyon en 1959 en fonction de leur délai de croissance
et de l'aspect des colonies en culture.

- Les mycobactéries non cultivables : responsables de la lépre humaine et féline,
respectivement  Mycobacterium leprae (aussi nommée bacille de Hansen et

anciennement Bacterium leprae) et Mycobacterium lepraemurium.

3.2. Caractéristigues morphologiques :

Etymologiquement, le genre Mycobacterium, du dgrec myces, qui signifie un
champignon, et backterion, qui signifie une baguette (en bactériologie, un petit
bacille), constitue un groupe de bactéries ressemblant a des champignons. La
ressemblance se situe seulement au niveau de leur capacité a se développer en
s’étalant a la surface des milieux liquides.

La visualisation des mycobactéries au microscope optique nécessite le recours
a une coloration spéciale: la coloration de Ziehl-Neelsen. [15] L'apparence
microscopique ne permet pas de distinguer les agents pathogeénes de la tuberculose,

en particulier Mycobacterium tuberculosis, des autres mycobactéries. Dans les frottis

colorés a la fuchsine ou a l'auramine et examinés au microscope optique, les bacilles
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tuberculeux apparaissent généralement sous la forme de batonnets droits ou
[égerement incurvés. Selon les conditions de croissance et l'age de la culture, la taille
et la forme des bacilles peuvent varier, allant des coccobacilles courts aux longs
batonnets. [4]

Généralement, ces bactéries se présentent sous forme de bacilles assez fins,
Gram positif, non mobiles, asporulés, acapsulés et producteurs de catalase dont les
dimensions seraient de 1 a 10 um de longueur et de 0,2 a 0,6 um de largeur [16]. De
ce fait, sa longueur est comparable au diametre du noyau d'un lymphocyte. [17]

L’enveloppe des mycobactéries, et particulierement de Mycobacterium
tuberculosis est unique du fait de sa structure et de sa composition. Elle joue un role
majeur dans la virulence et la survie des bacilles tuberculeux. Grace a cette paroi, ils
vont pouvoir survivre et se développer au sein d’environnements trés défavorables y
compris a l'intérieur des macrophages. Elle permet leur fixation aux cellules de I’héte,
de résister a ses mécanismes de défense, et participe éventuellement aux dommages
causés a I'hote infecté. Sa forte teneur en lipide (60% du poids sec de la paroi) leur
confere une faible perméabilité aux différent agents thérapeutiques [18].

Schématiquement I'enveloppe est constituée depuis le cytoplasme vers I'extérieur de :

- Une membrane interne ou membrane cytoplasmique, similaire a la membrane
cytoplasmique retrouvée chez les autres bactéries, composée d’une bicouche
lipidique, et qui possede le rble d’'une barriere sélective en régulant de nombreux
processus physiologiques.

- Un complexe lipidiqgue central appelé MAPc (Mycolic acid-Arabinogalactan-
Peptidoglycan complex) composé d’une couche de peptidoglycane liée a des
molécules d’arabinogalactane, elles-mémes estérifiées avec des acides mycoliques

sous forme de Dbicouche lipidique appelée la mycomembrane. Ces acides

mycoliques, donnent aux mycobactéries une caractéristique distinctive : [l'acido-
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alcoolo résistance qui permet de les différencier des autres bactéries lors de la
coloration de Ziehl Neelson.

- Une capsule 5ou pseudo capsule car elle n'est pas liée par covalence au reste de
I'enveloppe) constituée de polysaccharides, de protéines et de lipides surmonte

I’ensemble des structures mentionnée (Figure 38).
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Figure 38: Représentation schématigue de la paroi des mycobactéries

3.3. Les caractéristiques culturales :

Comme toutes les mycobactéries, les bacilles tuberculeux sont des bactéries
aérobies strictes; ce qui explique la prédilection pour la localisation pulmonaire.
L’atteinte des organes extra pulmonaires est facilitée grace a leur vascularisation qui
apport |'oxygéne nécessaire a la multiplication de ces bactéries. Cependant, ces
bacilles ont la capacité de s’adapter a n’importe quel environnement et ce en adoptant
différents modes physiologiques les rendant a méme de survivre dans les piétres
conditions. 1l a été prouvé que durant l'infection des souris par le M. tuberculosis,
son métabolisme peut passer d’'un mode aérobic, a un autre mode plus micro-

aérophile utilisant des lipides [19].

- 55 -



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

La division d’une mycobactérie dure vingt heures a cause du faible nombre de

copies des genes des acides ribonucléiques (ARN) ribosomaux, ceci explique la
lenteur des cultures particulierement sur milieux solides, en moyenne deux a trois
mois. Cette lenteur de croissance regle le rythme d’administration des antibacillaires

(une seule prise par jour) d’ou une longue période de traitement [20].
Le tableau V résume les caractéres culturaux des principales mycobactéries du
groupe Mycobacterium tuberculosis :

Tableau V : les caracteres culturaux des principales mycobactéries du groupe Mycobacterium
tuberculosis [21]

M. tuberculosis M. africanum M. bovis BCG

Type respiratoire Aérobies strictes Micro-aérophiles | Micro-aérophiles Aérobies
strictes

Délai moyen de 14-28 60-90 30-40 14-28
croissance (jours)
Aspect Eugoniques Dysgoniques Dysgoniques Eugoniques
macroscopique des | Rugueuses « chou- | Rugueuses Plates | Lisses « Rugueuses
colonies fleur » a centre sur élevé | gouttelettes » Etalées
Couleur Beige Beige Cire de bougie Beige
Pigmentation Aucune Aucune Aucune Aucune
Température 35a37°C 35a37°C 35a37°C 35a37°C
pH 6,8a7.0 6,8a7.0 6,8a7.0 6,8a7.0
Humidité et CO2 (5 | Nécessaire Nécessaire Nécessaire Nécessaire
a 10%)
Besoins nutritifs Nécessaire Nécessaire Nécessaire Nécessaire
(azote, carbone...)

3.4. Les caractéristiqgues biochimiques :

Mycobacterium

tuberculosis

possede

qui permettent son identification au sein du groupe :

- L’activité

minutes : La

hydrolyser

catalasique

principale

thermolabile

enzyme

qui disparait

antioxydante

plusieurs

de M.

caractéristiques

apres

le H202 est une catalase-peroxydase thermolabile avec a

chauffage

tuberculosis

biochimiques

pendant 20
qui  peut

la fois des
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activités de catalase et de peroxydase. La stabilité thermique de cette enzyme est
un marqueur du complexe de M. tuberculosis. Ce dernier a également une alkyl-
hydro-peroxydase alternative, qui est supposée compenser le manque d'activité
catalase. Paradoxalement, la catalase n'est pas seulement auto protectrice mais
peut également étre  autodestructrice car elle active le promédicament
antituberculeux INH.

- Une activité nitrate réductase et accumule de l'acide nicotinique, ce qui peut étre
révélé par I'épreuve a la niacine. La niacine (acide nicotinique) joue un role vital
dans la vie organique, car elle intervient dans les réactions d'oxydoréduction du
métabolisme énergétique et dans les processus de réparation de I'ADN. Bien que
toutes les mycobactéries produisent de la niacine, la plupart d'entre elles
I'emploient dans la synthése des coenzymes. En revanche, M. tuberculosis produit
et accumule des quantités importantes de niacine résultant d'un processus de
dégradation trés active du dinucléotide nicotinamide-adénine et de l'incapacité de
traiter la niacine résultante [22].

3.5. Les caractéres géniques :

La publication de Stewart Cole et al de la séquence compléete du génome de la
souche type Mycobacterium tuberculosis H37Rv a permis d’expliquer certains
caractéres propres aux mycobactéries [23]. A |'exception de Mycobacterium leprae, le
génome de Mycobacterium tuberculosis, Comme I’ensemble des mycobactéries, se
caractérise par une teneur en guanine et cytosine (G+C) élevée (65 ,6%). Cette
caractéristique a été associée le plus souvent aux procaryotes aérobie [24].

Environ 4000 geénes ont été identifiés dans le génome de Mycobacterium
tuberculosis et 91% d’entre eux pourraient coder pour des protéines. Le génome de
Mycobacterium tuberculosis est riche en séquences répétées d’ADN, en particulier en

séqguence d’insertion 1S6110, spécifique du complexe Mycobacterium tuberculosis. La
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position et le nombre de ces séquences sur le génome sont stables pour une souche
donnée, mais variables d’une souche a l'autre. Cette particularité a été mise a profit
pour développer [I’analyse RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) du
génome des souches de bacilles tuberculeux, utile dans le cadre d’enquétes
épidémiologiques nécessitant la comparaison des souches.

Il existe 14 genes ESX codant pour les protéines antigéniques de la famille
ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target 6). Cet antigéne est fortement reconnu par
les lymphocytes T humains et provoque une production d’interféron gamma en exces.
Des études récentes ont démontré que certains membres de la famille ESAT-6
seraient impliqués dans le pouvoir pathogéne de Mycobacterium tuberculosis. Des
lors, cette famille de protéines est considérée comme trés intéressante d’un point de
vue diagnostique, préventif (antigéne protecteur) et thérapeutique (cible potentielle
des médicaments) [25].

La figure 39 montre une schématisation du séquencage génomique du

Mycobacterium tuberculosis.
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M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Figure 39: Schématisation du séguencage du génome du Mycobacterium tuberculosis [23]

3.6. Les caractéres antigéniques :

Le lipoarabinomannane est un glycolipide de haut poids moléculaire, résistant
a la température, composant majoritaire de la paroi bactérienne [26]. Cette molécule
n'est pas spécifique pour le complexe MTB mais plusieurs groupes ont montré la
présence de concentrations mesurables de lipoarabinomannane dans les
expectorations [27] ou dans les urines des patients atteint de tuberculose [28].

L’antigene MPT64, est une protéine incriminée dans la virulence et secrétée par
les mycobactéries du complexe tuberculosis a I'exception de certaines souches de M.

bovis BCG, dont la souche vaccinale Pasteur [29].
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4. Physiopathologie :

4.1. Réservoir de la maladie :

Le réservoir de la maladie est essentiellement humain ; les sujets infectés
porteurs de Ilésions fermées ne représentent qu’un réservoir potentiel ; les lésions
ouvertes représentent une source de dissémination en émettant par [intermédiaire
des crachats, de la toux voire d’une lésion externe ; des mycobactéries dans le milieu
extérieur d’une maniére continue mais intermittente.

Le réservoir animal est rarement en cause représenté essentiellement par les
animaux domestiques (exemple : chats, chiens ou bovins sont sensibles a M. bovis et

M. tuberculosis), ce réservoir reste souvent dangereux car il est méconnu [30].

4.2. Transmission de la tuberculose :

La tuberculose est une maladie infectieuse dont la transmission est
essentiellement interhumaine, qui se ferait quasi exclusivement par voie aérienne,
secondaire a [l'inhalation de bactéries présentes dans des microgouttelettes encore
appelées gouttelettes de Fligge, qui se propagent dans [I'air, expulsées par une
personnes atteinte de tuberculose pulmonaire, bronchique ou de la sphére oro-
laryngée en toussant, éternuant, riant ou parlant (Figure 40) [31-33]. Ces gouttelettes
contiennent des bacilles infectants qui persistent jusqu’a 9 heures aprés leur
émission. Chez I’homme, le pouvoir pathogene s’observe avec un faible nombre de

bacilles infectants, il est de I'ordre de 10 bacilles [33-35].
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Figure 40: Transmission de la tuberculose par voie respiratoire

Les autres voies de contamination telles que la voie digestive ou la voie
cutanée ne sont pas courantes. Deux cas de contamination par injection percutanée
de produits souillés ont été signalés par le Center for Disease Control (CDC) d'Atlanta

[32,36].

4.3. Facteurs favorisants :

La contagiosité d’un patient est directement liée a la quantité de bacilles
présents dans ses expectorations. Plus la charge en BAAR est élevée lors de I’examen
microscopique direct, plus le patient est contagieux. Les patients positifs a la culture
mais négatifs a I’examen microscopique sont moins contagieux. Les patients dont la
microscopie et la culture sont négatifs ne sont habituellement pas contagieux. En
général, le risque d'infection chez les contacts familiaux des patients tuberculeux est
de 30% [37]. La transmission est rapidement réduite avec un traitement efficace

[38,39].
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Le degré de contact entre une personne atteinte de tuberculose contagieuse et
son entourage, détermine le niveau de risque de transmission. Ce risque dépend a la
fois du confinement d’air, du partage de la méme chambre par plusieurs personnes,
et du temps d’exposition. Aprés plus de dix heures de contact, le risque d’infection
augmente, mais il n’y a pas de seuil minimal de contact qui met a I'abri du risque de
transmission, qui peut se manifester en un contact unique en cas de manceuvres
médicales [40]. A linverse, I'aération des locaux constitue un facteur qui diminue ce

risque [32].

En effet, quelles que soient les circonstances, la maladie tuberculeuse est le
résultat d’un déséquilibre entre la charge bactérienne tuberculeuse (les bacilles
présents dans [|'organisme) et les défenses de I'organisme incapables, pour diverses
raisons, de s’opposer a la multiplication des bacilles. Chez les enfants la maturation
immunitaire est un déterminant majeur plus particulierement chez les nourrissons
(<2 ans) qui sont au plus haut risque de développement de la maladie et de sa
diffusion potentielle [40]. Les facteurs de risque pour la maladie de tuberculose qui

découlent de ces notions peuvent étre cumulés (Tableau VI). [41]

Par ailleurs, plusieurs études épidémiologiques ont suggéré [I'implication des
facteurs génétiques dans la prédisposition a la tuberculose. Il semble que Ila
prévalence de la maladie soit plus forte dans les populations d’origine africaine que

dans celles d’origine caucasiennes [42].
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Tableau VI : Facteurs de risque pour la tuberculose maladie

En rapport avec le contage tuberculeux En rapport avec I’'insuffisance des
moyens de défense

- Contage récent ou répété - Enfants, surtout de moins de 2 ans

- Tuberculoses non ou insuffisamment | - Adolescents, jeunes adultes, sujet de plus
traitées de 65 ans

- Expositions professionnelles - Traitement immunodépresseur

- Promiscuité - Affections diverses : infection a VIH,

- Séjour ou migration en provenance dénutrition, diabéte, IRCT, gastrectomie,
d’'une zone de haute prévalence de etc.
tuberculose

4.4. Histoire naturelle de la tuberculose :

L’épithélium bronchique constitue la premiére et la principale barriere apres le
contact avec les mycobactéries tuberculeuses, qui apres avoir traversé le tractus
respiratoire atteignent les alvéoles pulmonaires, siege préférentiel pour se multiplier
et provoquer une infection.

Au cours des 2 a 3 semaines qui suivent l'infection, se développe une réaction
d’hypersensibilité retardée au BK qui se traduit par le virage des réactions
tuberculiniques [43]. Dans 90 % des «cas, la réponse immunitaire de I’organisme
prévient la prolifération des mycobactéries et contrble l'infection en 3 a 9 semaines. Il
s’agit d’une infection tuberculeuse latente [44,45]. Toutefois, des BK peuvent persister
a l'état quiescent dans les macrophages sous un mode réplicatif lent ou non. Une
tuberculose peut survenir lors d’une baisse de I'immunité cellulaire ou lors d’une
réinfection [46]. Ce risque est majoré aux ages extrémes de la vie notamment chez les
enfants de moins de 5 ans et les sujets de plus de 75 ans [47,48]. D’autres situations
favorisent également le passage a la tuberculose telle la malnutrition, la précarité,
I'insuffisance rénale, le diabéte mais aussi l'infection par le virus d’immunodéficience

humaine (VIH) ou la progression atteint les 10 % dans les pays a forte endémie
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tuberculeuse [49,50]. L’évolution vers la tuberculose maladie survient dans 50 a80 %
des cas dans les deux années qui suivent [linfection initiale. Ce risque décroit
progressivement par la suite mais semble s’étendre sur toute la vie [44,46,51,52].

La moitié des cas de LA TUBERCULOSE maladie surviennent dans les 2 ans qui
suivent le contage. Les personnes immunodéprimées sont plus a risque de développer

une la tuberculose maladie.

Guérison spontanée e l< Spmmbne

M. tuberculosis

I Tuberculose latente

90-95%

Immunodéficience (VIH),
Réactivation facteurs génétiques,
5-10% de risque malnutition, tabagisme...

| Tuberculose active secondaire

Figure 41: Cycle infectieux de la tuberculose [53]
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Exposition a un patient
Virulence du germe | bacillifére (contage) | péfense de I'hote

Importance de | Statut immunitaire
l'inoculum l l Age
Infection 30 % Absence d'infection 70 %

l

Réponse immunitaire

|
v v

Correcte Insuffisante
Infection Tuberculose maladie
contenue 95 % « primaire » 5 %

I
v v

Tuberculose latente 90 %
Quelques bacilles
viables persistants

Séroconversion

l

” Immunité Tuberculose maladie « postprimaire »
i défaillante 10 % = réactivation

Guérison 10 %
Eradication du BK
Immunité stérilisante

Figure 42: Histoire naturelle de la tuberculose [54]

45. Les mécanismes de défense de ’hote :

Une fois inhalés, les bacilles tuberculeux sont déposés au niveau des espaces
alvéolaires distaux, le plus souvent au niveau des zones pulmonaires supérieures, ou
ils sont phagocytés [55]. Leur survie dans le poumon dépendra de leur pathogénicité,
de leur virulence et de la capacité des cellules hotes pour les éliminer. L'immunité
innée intervient en premier lieu par l'intermédiaire des macrophages alvéolaires et les
cellules dendritiques (CD) [17]. Une fois phagocytés, les mycobactéries sont
contenues dans un phagosome qui a un pH de 7. Ces bactéries ingérées sont ensuite
détruites par L'acidification des lysosomes ce qui entraine une diminution du pH

causant ainsi la mort des mycobactéries intracellulaires. Cependant les bacilles
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tuberculeux peuvent renverser ce processus et échapper a la destruction [56].

Une fois les cellules dendritiques activées, elles migrent jusqu’aux ganglions, y
présentent les peptides bactériens aux Ilymphocytes T CD4 naifs, qui apres
différenciation, retournent dans le poumon orchestrer la réponse anti-infectieuse. On
y retrouve les trois types cellulaires indispensables a une réponse protectrice contre le
BK : les macrophages, les lymphocytes T CD4 Thl et les lymphocytes T CDS8. Les
lymphocytes T CD4 Thl sont les cellules principales de la réponse contre les bacilles
tuberculeux, et les cytokines majeures sont I'IFNy, l'interleukine 2 (IL- 2) et le facteur
de nécrose des tumeurs alpha (TNFx). L'IFNy joue un role central pour ['activation des
macrophages [57]. Les lymphocytes T CDS8, capables aussi de produire de [I'IFNy, ont
pour rble de lyser les macrophages infectés et inefficaces [50].

Au niveau des ganglions, les cellules dendritiques infectées, participent a la
dissémination du M. tuberculosis par voie lymphatique. Cette dissémination est a
I'origine des formes extra pulmonaires. La survie des macrophages infectés permet
aux mycobactéries de persister et méme de proliférer avant que la réponse
immunitaire adaptative sera activée par les cellules T spécifigue qui ont été
sélectionnés dans les ganglions Ilymphatiques régionaux; généralement dans 2-3
semaines apres l'infection primaire [58]. Cela aboutit a la formation de la Iésion

initiale pulmonaire (granulome primaire) (Figure 43).
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Figure 43: Structure du granulome tuberculeux

L’infiltration tardive du granulome primaire par les CD4+ et CD8+ va aboutir a
la formation d’un granulome plus large et plus organisé, dont il apparait une nécrose
riche en lipides (nécrose caséeuse) qui est trés évocatrice d’une infection par le bacille
de la tuberculose sur les coupes histologiques.

L’infection par Mycobacterium tuberculosis se caractérise par une réponse
immunitaire  spécifique  essentiellement de type cellulaire, accompagnées par
'immunité a médiation humorale. Lu et al. [59] ont constaté que les anticorps
produits chez des personnes atteintes de tuberculose latente sont plus efficaces pour
inhiber in vitro la croissance de Mycobacterium tuberculosis que ceux qui sont
produits chez des personnes atteintes d'une maladie active.

Le développement du granulome est asymptomatique, son diagnostic repose
sur la positivité de la réaction cutanée a la tuberculine (I'intra dermo réaction a la
tuberculine ou IDR), témoin de I'allergie tuberculinique, ou la libération in vitro d’IFNy
par les lymphocytes sensibilisés par Mycobacterium tuberculosis [41].

Chez le sujet VIH positif, la tuberculose a des aspects différents selon le stade

de I'infection et la sévérité de I'immunodéficience.
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Aussi  longtemps que les Ilymphocytes CD4 sanguins restent en nombre
suffisant  (supérieurs a 200/mm3), [I'expression clinique et radiologique de Ia
tuberculose reste comparable a celle qui est observée chez les sujets VIH négatifs ;
mais I'immunodéficience cellulaire, méme discrete, favorise chez les sujets infectés
par le bacille tuberculeux la survenue d’une maladie tuberculeuse. Les malades
doublement infectés ont volontiers une atteinte de plusieurs organes, des Iésions
miliaires et /ou des adénopathies médiastinales et une fréquence élevée de
mycobactériémies. Quand les lymphocytes CD4 diminuent, la probabilité de

localisation extra pulmonaire et de dissémination augmente [41].

4.6. Mécanismes des bacilles tuberculeux pour la survie et la multiplication :

Les Dbacilles tuberculeux utilisent plusieurs stratégies afin de détourner la
réponse du systéme immunitaire en leur profit. Cambier et a/ [60] démontrent que ces
mycobactéries utilisent le Phthiocerol DI-Mycoceroserate (PDIM), un lipide présent
dans leur parois, pour masquer les Pathogen-Associated-Molecualar-Patterns (PAMPs)
afin d’éviter le recrutement de macrophages microbicides, producteurs de I'oxyde
nitrique.

En parallele, M. tuberculosis est capable d’induire le recrutement de
macrophages permissifs qui vont phagocyter les bacilles sans induire leur destruction
via un autre lipide de sa paroi, le Phenolic GlycoLipid (PGL). Cette stratégie, associée
au mode de transmission par aérosol qui lui permet d’atteindre plus facilement les
voies aériennes inférieures, serait essentielle a I'accés a la niche de réplication et donc
a la virulence de M. tuberculosis [61].

La survie de M. tuberculosis implique également que la bactérie soit capable
d’échapper a sa destruction a [Iintérieur des macrophages, et de se multiplier. En
effet, la phagocytose est généralement suivie d’une fusion avec les Ilysosomes

conduisant a une acidification de la vésicule et a la destruction de pathogeénes
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éventuels. M. tuberculosis sécréte ainsi la phosphatase SapM, qui hydrolyse un lipide
essentiel a la fusion phagosome-endosome tardif, et donc inhibe la maturation des
phagosomes ce qui assure la survie des mycobactéries au sein des macrophages [62].
Par ailleurs, les mycobactéries virulentes ont la capacité de bloquer le processus de la
phagocytose en produisant également la protéine kinase G (PknG) qui va inhiber la
protéine kinase C « de I’hote. [63] [64].

Enfin, la déstructuration du granulome et la formation d’un centre caséique
sont essentiels a I’échappement de M. tuberculosis, et le TNF semble jouer un role
central dans ce phénomeéne. En effet, le TNF est requis pour [|'activité microbicide des
macrophages et la perte du TNF provoque une augmentation de la charge bactérienne
et une nécrose importante des macrophages infectés. Un exces de TNF conduit les

macrophages a entrer en nécroptose ce qui entraine la libération des mycobactéries.

5. Diagnostic biologique de la tuberculose :

5.1. Diagnostic bactériologique direct :

5.1.1. Prélevement :

Il faut éviter la contamination des prélevements par |'eau de distribution du
réseau ou d’autres liqguides qui peuvent contenir des mycobactéries de
I’environnement. Le rincage de bouche avant expectoration est déconseillé et l'usage
de récipients rincés a l'eau du robinet est proscrit. N’ajouter ni conservateur ni agents

fixateurs aux prélévements.

Les prélevements sont rapidement transportés au laboratoire pour éviter la
multiplication d’autres bactéries ou champignons. Les prélevements sont conservés

au froid (+4 °C) en attendant leur manipulation.

Selon la forme de tuberculose, le matériel soumis a la culture mycobactérienne
comprend une grande variété de fluides corporels, ainsi que des échantillons de

tissus.

- 69 -



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

Dans les formes pulmonaires, les produits de [I'expectoration spontanée sont
privilégiés. Comme les émissions de bacilles de la tuberculose sont intermittentes, les
examens bactériologiques doivent étre répétés. Le nombre optimal de prélevements
est de 3 (1 par jour, 3 jours consécutifs), a réaliser avant la mise en route du
traitement antituberculeux.

En 2007, I'OMS recommandait 2 prélevements 2 jours successifs (spot-
morning) au lieu de 3 et depuis 2009, 2 prélevements successifs le méme jour (spot-
spot) [65].

Chez I'enfant qui ne sait pas cracher, il est recommandé de réaliser une
aspiration du contenu gastrique ou tubage gastrique le matin a jeun 3 jours de suite
habituellement en hospitalisation, mais ce prélevement peut étre réalisé a domicile
[66]. Ces échantillons doivent étre traités dans les 4 h de la collecte, car [l'acidité
gastrique est potentiellement nocive pour les mycobactéries. Si un traitement rapide
n'‘est pas possible, les échantillons gastriques doivent étre neutralisés avec du
carbonate de sodium ou un autre sel tampon a un pH de 7,0 [67].

En cas de contexte clinique évocateur, si aucun des deux examens n’est
réalisable, ou bien si les résultats sont négatifs, une fibroscopie est réalisée
permettant une aspiration bronchique et un lavage bronchoalvéolaire en regard de la
zone concernée, avec réalisation d’une éventuelle Ilésion endobronchique. Parfois, il
est nécessaire d’aller jusqu’a la biopsie pulmonaire. La biopsie pulmonaire s’avere
parfois nécessaire pour confirmer le diagnostic

La fibroscopie est contre-indiquée en cas d’images évocatrices de tuberculose
a la radiographie pulmonaire en raison des risques de contagion pour l'opérateur et
les difficultés pour décontaminer le fibroscope [68].

Dans les formes extra pulmonaires, la nature de préléevement differe selon le

site de I'infection tuberculeuse :
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- En cas de suspicion de tuberculose rénale, les urines sont prélevées trois jours de
suite, si possible apres restriction hydrique.

- Pour le diagnostic de méningite tuberculeuse, le liquide céphalorachidien (LCR) est
prélevé par ponction lombaire. Afin d’optimiser la découverte de bacilles de la
tuberculose a I'examen microscopique et en culture, il est souhaitable de prélever
au moins 2ml de LCR et de signaler au laboratoire la suspicion de tuberculose.

- En cas d’adénopathies, I'’exérése est préférable a la ponction-aspiration.

- Dans les formes disséminées, fréquentes chez les immunodéprimés, notamment
les patients séropositifs pour le VIH, M. tuberculosis peut é&tre cherché par
hémoculture. Le prélevement est réalisé sur tube spécial pour centrifugation-lyse,
soit sur flacon spécial contenant un milieu de culture lytique radioactif ou froid. Le
prélévement de sang sur tube conventionnel n’est pas recommandé.

- En cas de biopsie (plévre, péritoine, bronche, os, péricarde, foie, ganglion
lymphatique, etc.), il convient de fractionner le prélevement :

- Un premier fragment est placé dans un tube sec, destiné a la bactériologie. Si le
fragment est trés petit et si I'analyse ne peut étre effectuée rapidement, on ajoute
quelques gouttes d’eau distillée stérile (et non de sérum salé isotonique) pour
'examen bactériologique. La culture positive apportera la preuve formelle du
diagnostic de tuberculose [68].

- Un second fragment est destiné a [I’examen anatomopathologique. Il peut étre
placé dans le formol, mais pas dans le liquide de Bouin qui altere I'acido-alcoolo-
résistance. La présence de granulomes épithélio-gigantocellulaires est un
argument présomptif dans un contexte «clinique évocateur. La nécrose caséeuse

constitue la Iésion spécifique [68].
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5.1.2. Examen microscopique direct :

L’examen microscopique direct reste un outil trées simple et rapide renseignant
sur la présence de BAAR dans les échantillons biologiques. Pour réaliser I’examen
direct, deux types de coloration peuvent étre utilisées : la coloration de Ziehl-Neelsen
a chaud, et la coloration a l'auramine. Ces deux colorations reposent sur la propriété
d’acido-alcoolo-résistance.
> Principe de la coloration de Ziehl-Neelsen: Le frottis est recouvert de fuchsine

phéniquée, puis chauffé pour étre coloré. Il est ensuite décoloré successivement
par de [lacide sulfurique et de [I'alcool. Tout le frottis devra étre décoloré
complétement, puis recoloré avec du bleu de méthylene. Le bacille tuberculeux est
coloré en rouge par la fuchsine et cette coloration résiste a |'acide et a I’alcool,
d'ou le nom de Bacille Acido-Alcoolo-Résistant (BAAR). Au microscope optique les
bacilles tuberculeux apparaissent comme de fins batonnets rouges légerement
incurvés, plus ou moins granuleux, isolés par paire ou en amas, se détachant
nettement du fond bleu de la préparation (Figure 44). La lecture des lames
colorées se fait par le microscope optique a l'immersion objectif 100x et avec des
oculaires de 10. C'est-a-dire grossissement final de 1000. Avant de rendre un

examen négatif, il faut examiner 300 champs par lame.
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Figure 44: Bacilles tuberculeux apres coloration de Ziehl-Neelsen

> Principe de la coloration a l'auramine : il est similaire a celui de la coloration de
Ziehl-Neelsen, seulement pour cette coloration la fuchsine est remplacée par
I'auramine, les frottis seront observés au microscope a fluorescence, sous la
lumiére bleue ou rayonnement UV. Les BAAR apparaissent comme des batonnets
jaune vert brillants sur fond sombre (Figure 45). La coloration a l'auramine est
nettement plus sensible que la coloration de Ziehl-Neelsen, surtout dans les
formes pauci-bacillaires (< 10 bacilles pour 100 champs) avec un gain de 10%. Elle
permet une lecture plus rapide et une économie de temps non négligeable dans
les laboratoires a grand débit (environ 3 a 5 minutes par lame): La lecture peut se
faire a un faible grossissement (x25) pour un dépistage rapide, et a moyen
grossissement (x40) pour wune confirmation. Cependant, toute lame positive

nécessite une confirmation par la coloration de Ziehl-Neelsen.

-73 -



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

Figure 45: Bacilles tuberculeux apreés coloration a I'auramine

5.1.3. Lamise en culture :

La culture reste toujours la méthode de référence qui permet de confirmer le
diagnostic de la tuberculose quel que soit sa localisation, méme quand I’examen
microscopique direct est négatif. Elle renseigne sur la viabilit¢é du germe, et permet
également de déterminer la sensibilité aux antituberculeux [69]. Sa sensibilité est de
60 a 90%, et sa spécificité est de 100%.

Avant leur mise en culture, les prélevements issus des sites non stériles,
passent par une phase de décontamination-fluidification. Les  prélevements
considérés comme stériles tels que le LCR, le sang et les lésions fermées (ponctions
ou biopsies) sont directement mis en culture sans décontamination préalable. Cette
phase a pour but d’éliminer les autres bactéries en particulier celles appartenant a la
flore commensale qui pourraient empécher la croissance et la détection du BK sur les
milieux de culture.

La propriété d’acido-alcoolo-résistance des mycobactéries leur permet de
résister a cette étape de décontamination chimique. Zingué et al.[70] en 2012 ont
réalisé une étude afin de comparer des différentes techniques de décontamination

existantes. Il en ressort 8 techniques différentes utilisables. Une grande partie d’entre
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elles utilisent de la soude (NaOH), telle que la technique de Petroff (NaOH a 4%), celle
de Kent et Kubica (N-acétyl L-cystéine a 0,5% et NaOH a 2%), la technique HS-SH
(solution hypertonique saline de NaOH a 4% et NaCl a 7%) ou encore la technique
Kudoh qui consiste en [l'imprégnation d’un coton-tige par le prélevement puis de la
décontamination par du NaOH [70].

En raison de la croissance lente des mycobactéries, le résultat des cultures
n'est obtenu qu’aprés plusieurs semaines. Sur milieux de Lowenstein-Jensen (L)),
milieu le plus couramment utilisé, les colonies apparaissent en 3 a 4 semaines quand
les prélevements sont riches en bacilles et 6 semaines, voire plus quand ils sont pauci
bacillaires. Les cultures en milieu liquide se sont développées ces derniéres années et
ont permis de raccourcir les délais diagnostiques en moyenne a 10 jours quand la

microscopie est positive et a 14 jours quand elle est négative.

a. Les milieux de culture solides :

> Les milieux a base d’ceuf :

Les milieux solides sont fabriqués a base d’ceuf, de gélose ou d’agar. Les
milieux contenant de [I'ceuf entier sont ['utilisation tres courante. Les plus anciens
étaient le milieu de Lowenstein-Jensen et le milieu de Petragnani. Dubos et
Middlebrook ont joué un rdle déterminant dans [I'élaboration d'un certain nombre de
formulations contenant de [l'acide oléique et de [l'albumine en tant que principaux
ingrédients destinés a favoriser la croissance du bacille de la tuberculose et a protéger
les microorganismes contre divers agents toxiques [71]. Le choix du milieu pour
ensemencement se fait selon le prélevement étudié :

o Le milieu de Léwenstein-Jensen comme les autres milieux contenant de I’ceuf, contient du

vert malachite qui participe a inhiber la croissance des microorganismes contaminants. Il

est utilisé pour ensemencer les prélevements contaminés par une flore commensale qui

subissent une décontamination préalable.

- 75 -



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

o Le milieu de Coletsos est plus riche et de composition plus complexe. Ainsi, il convient
particulierement aux mycobactéries les plus exigeantes. Il contient du pyruvate de sodium
(favorise la culture de M. bovis et M. africanum), une solution d’oligoéléments et

davantage de jaune d’ceuf. Il est utilisé pour les prélevements issus des sites normalement

stériles.

Loewenstein-Jensen Coletsos
Dihydrogénophosphate de potassium 15g 15¢
Mélange d'oligoéléments - 0,003 g
Sulfate de magnésium 015q 0,15g
Citrate de magnésium 0375g 0375¢
Asparagine 2254 225q
Fécule de pomme de terre 18.75q 10g
Vert de malachite 025¢ 025¢
Bleu de tournesol - 0259
Glycérol 75cmd 75cm?
Pyruvate de sodium - 1g
Glutamate de sodium - 1g
(Eufs entiers 625 cm? -
(Eufs entiers + jaunes d'ceuf (80% - 20%) - 625 cm?
Poudre d'anthracite - 01g
Osséine - 4q
Eau gsp 1 dm? gsp 1 dm’

Figure 46: Composition des milieux Lowenstein-Jensen et Coletsos

> Les milieux gélosés :

Par la suite, Middlebrook et Cohn ont amélioré la formulation de la gélose
acide oléique albumine et ont obtenu une croissance plus rapide et plus abondante de
Mycobacterium spp. Sur leur milieu, désigné sous I'appellation 7H10. Il a été rapporté
que ce dernier a moins tendance a favoriser la croissance des contaminants que les
milieux a base d'eceuf couramment utilisés pour la culture des Mycobactéries [28] [29]
[73].

Les tubes destinés a la culture sont mis a incuber a 37°C et a 30°C sur des
portoirs spéciaux, en position inclinée. Les tubes ne sont fermés complétement

qu’apres évaporation du liquide, le milieu devant étre sec mais non desséché pour

- 76 -



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

que les Mycobactéries puissent s’y développer. Les milieux doivent étre mis a incuber
8 semaines au moins et jusqu’a 12 semaines. C’est un milieu sensible et d’un prix de
revient modéré. Toutefois, la lecture des tubes est exclusivement visuelle. La
surveillance est journaliere la premiere semaine d’incubation, permettant de visualiser
les tubes contaminés et de détecter les mycobactéries non tuberculeuses a croissance
rapide. Ensuite, la lecture se fait une fois par semaine.

En cas de cultures positives, le nombre de colonies isolés est noté permettant

de suivre | " efficacité d "un éventuel traitement.

b. Les milieux de culture liquides :

Le délai de croissance lent de Mycobacterium tuberculosis (15 a 28 jours) sur
les milieux précédemment décrit a amené les industriels a formuler différents milieux
liquides permettant une pousse plus rapide. La premiére techniqgue commercialisée en
milieu liquide fut la méthode de respirométrie radiométrique ou systeme Bactec 460
TB [74]. Cette méthode est basée sur la mesure du C1402 produit par la croissance
des mycobactéries dans un milieu 7H12B contenant de [I'acide palmitique
radiomarqué au Cis. Le délai moyen de culture varie de 8 a 11,8 jours quand le frottis
est positif a I'’examen microscopique et 14 a 17,8 jours quand il est négatif alors que
le délai d’apparition des colonies sur milieu solide est respectivement de 18 et 28
jours [73,75]. Cette méthode présente des avantages certains, mais aussi des
inconvénients : I’échantillon doit étre ensemencé a la seringue et les flacons
contiennent un produit radioactif dont I’élimination est difficile et colteuse.

Des années plus tard, plusieurs techniques de culture sur milieu liquide ont été
développées. Le plus utilisé est le milieu MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube,
BD). Ce milieu doit étre additionné d un mélange de facteurs de croissance : OADC (O

acide oléique, A : albumine bovine, D : dextrose, C : catalase) ; il est rendu sélectif

par un mélange d'antibiotiques : PANTA (P : polymyxine B, A : amphotéricine B, N
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acide nalidixique, T : triméthoprime, A : azlocilline) afin d'empécher la croissance de
la flore pulmonaire bactérienne et fongique.

Ce milieu liquide est un milieu Middlebrook 7H9 modifié contenant un
composé fluorescent, le sel de ruthénium, incorporé a la pastille de silicone au fond
du tube. Cette substance émet une fluorescence d'autant plus vive que la pression
partielle en oxygene diminue dans le milieu [73].

Initialement, la grande quantité d'oxygene dissous inhibe les émissions du
composé. Les micro-organismes, en se multipliant et en respirant, consomment
I'oxygéne du milieu et permettent [I'observation de la fluorescence, grace a un
transilluminateur UV, dont ['intensité est proportionnelle au niveau de réduction du
milieu. L'incubation des tubes MGIT se fait a 37°C pendant 42 jours. La croissance
peut étre révélée de facon manuelle en placant le tube sous une lumiére ultraviolette
ou grace a lutilisation d’un automate tel que le MGIT 960 « Becton Dickinson » (dont
la lecture se fait automatiquement toutes les 60 minutes [73]. Cette technique permet
une détection de croissance en temps réel et a montré sa supériorité par rapport a
des cultures en milieu solide, notamment en réduisant le délai de culture [73].
Toutefois, le milieu liquide ne permet ni [I'observation de colonies ni leur
dénombrement, parfois nécessaire au diagnostic, au suivi de [I'efficacité d’un
traitement et a la détection de cultures mixtes de Mycobactéries. Les deux types de
milieux, liquides et solides, sont donc complémentaires et la sensibilité du diagnostic
final est améliorée.

Hormis le milieu MGIT, Il existe d’autres milieux liquides de culture
commercialisés :

- La méthode Bactec 9000MB : qui est une adaptation de la série des Bactec 9000
aux mycobactéries. Le principe est identique a celui du MGIT, la croissance est
détectée par l'apparition d’une fluorescence liée a la diminution de la pression en

oxygene. Ses performances semblent identiques au Bactec 960 TB pour les
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échantillons positifs a I’examen microscopique, mais inférieures pour les négatifs
[75].

- La méthode BacT/Alert 3D automatisée dont le principe repose sur [I'acidification
du milieu provoquée par le métabolisme bactérien, qui entraine une modification
de lindicateur coloré contenu dans une pastille au fond du flacon. Le délai moyen
de croissance est, selon les études, de 13 a 16 jours [76,77].

- Le dispositif SEPTI CHEK AFB est constitué d’un systeme diphasique liquide et
solide. Le délai moyen de détection de la croissance selon Sharp et al. [78] est de
16 jours. Pour réduire le délai de détection, il est nécessaire de réaliser un
examen microscopique systématique sur le milieu liquide car il n’existe aucun
indicateur de croissance dans ce milieu.

- Le milieu MBRedox, tube de 5mL de milieu de Kirchner contenant un sel de
tétrazolium qui, incolore en milieu oxygéné, devient rouge en atmosphere
réduite. La présence d’une culture de M. tuberculosis se traduit par I'apparition de
grains rouge-violet dont la lecture est parfois délicate. Le gain de temps de
croissance par rapport au milieu de Lowenstein semble moins important qu’avec
les autres milieux liquides [79]

- Le milieu Bio FM (BIO RAD), tube de 5mL de milieu 7H12B enrichi en OADC. La
croissance des souches de mycobactéries est détectée par un indicateur de
positivité qui entraine une coloration des cultures en bleu foncé pouvant aller
jusqu’au violet. Il semble que cette méthode était plus rapide que sur le milieu LJ,

mais son taux de détection n'était pas meilleur [80].

Pour résumer, en plus d’apporter un gain de temps remarquable dans le délai
du diagnostic de la tuberculose, les systemes de culture en milieux liquides ont une
sensibilité supérieure aux milieux solides d’environ 10%. Un autre avantage que

présente la culture en milieux liquides de tester plus rapidement la sensibilité aux
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antituberculeux de premiere ligne, a savoir la rifampicine, [I'isoniazide, I’éthambutol,
la streptomycine et le pyrazinamide [81]. Et plus récemment a certains
antituberculeux de seconde ligne [82].

Cependant, quel que soit la technique utilisée en milieu liquide, la
contamination par les bactéries a pousse rapide est plus fréquente. D’ou [I'intérét
d’ajouter pour tous les milieux liquides, un mélange d’antibiotiques et
d’antifongiques dont la composition varie selon le fabriquant. Afin d’obtenir un
résultat optimal, il faut associer les milieux de culture solide et liquide, d’autant plus
que certaines souches ne poussent qu’en milieu liquide, d’autres ne poussent qu’en

milieu solide [77].

5.1.4. Ildentification des mycobactéries :

La différenciation du complexe tuberculosis des autres mycobactéries
atypiques est capitale ; leur prise en charge fait appel a des protocoles thérapeutiques
différents. L’identification des mycobactéries du complexe tuberculosis se fait
classiquement par la détermination des caracteres biochimiques ou culturaux
nécessitant plusieurs semaines d’incubation. Actuellement, cette caractérisation peut

se faire par des tests antigéniques ou moléculaires beaucoup plus rapides.

a. ldentification biochimique

> La mise en évidence de la synthése de niacine : Niacine test :

Toutes les mycobactéries produisent de la niacine (ou acide nicotinique),
précurseur de la biosynthese du Nicotinamide Adénine Dinucléotide NAD. mais M.
tuberculosis l'accumule en raison de [l'activité majeure de Nicotinamide Adénine
Dinucléotide et de l'incapacité de traiter la Niacine résultante [83].

Le résultat est positif pour M. tuberculosis, quelquefois M. africanum et pour
certaines mycobactéries non tuberculeuses (M. simiae, M. marinum, M. chelonae et M.

abscessus).
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Ce test, peu onéreux, est associé a la recherche de la nitrate réductase pour
identifier I'espece M.  tuberculosis chez les souches appartenant au complexe
tuberculosis.

Comme la niacine doit étre en quantité suffisante pour étre détectée, ce test
est rarement réalisable sur les primo cultures.

Il se déroule en deux étapes: une premiere étape d’extraction de la niacine a
partir d’une culture sur milieu Loewenstein Jensen puis une deuxiéme étape de
révélation de la niacine.

La bandelette de test de niacine est généralement composée de thiocyanate de
potassium, de chloramine-T, d'acide citrique et d'acide 4-aminosalicylique. En
présence d'acide citrique, la chloramine-T et le thiocyanate de potassium réagiront
pour former du chlorure de cyanogene. Ce produit chimique brisera le cycle pyridine
de la niacine pour produire de l'aldéhyde y-carboxy glutaconique et se joindra a une
amine aromatique pour former une couleur jaune témoin de la positivité du test

(Figure 47).
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Figure 47: Test a la niacine

> Test a la nitrate réductase : NRA

M. tuberculosis possede une NRA qui réduit les nitrates en nitrites. Cette
propriété est mise a profit afin de détecter rapidement sa croissance en milieu solide
ou liquide par une réaction colorimétrique, avant la visualisation macroscopique des
colonies.

L’addition des différents antibiotiques au milieu permet de tester la sensibilité
aux antituberculeux selon le méme principe. Cest une méthode simple et rapide, ne
nécessitant pas d’équipement particulier et qui peut étre réalisée sur les cultures ou
directement sur les échantillons cliniques a microscopie positive ; les résultats sont
obtenus en 10 a 14 jours [84] [85].
> Les méthodes colorimétriques (colorimetric redox indicateur [CRI])

Il s’agit d’une culture liquide en microplaque. La détection de la croissance
bactérienne est basée sur le virage d'un indicateur coloré. Plusieurs indicateurs

peuvent étre utilisés tels que le diméthylthiazol-diphényl-tétrazolium (MTT) ou la
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résazurine. Les tests de sensibilité sont réalisés seulement a partir des cultures et
retrouvent une sensibilité et une spécificité comparables aux tests classiques quant a
la résistance a la rifampicine et a I'isoniazide [86,87].

Une étude comparant les tests de sensibilité par les méthodes NRA et CRI a la
méthode des proportions retrouve une sensibilité de 98 % et 97 % pour la rifampicine
et Il'isoniazide et une spécificité de 99 % et 98 % [87]. Toutes ces techniques
nécessitent une formation adéquate du personnel et des conditions de sécurité de

niveau 3 quand il s’agit de milieux liquides.

b. Identification antigénique :

C’est une technique immuno-chromatographique détectant la protéine MPT64
spécifigue de M. tuberculosis complex a [I’exception de certaines souches de
Mycobacterium bovis BCG. Le test peut étre effectué sur des cultures en milieu solide
ou liquide. Il ne nécessite pas de matériel particulier, il est trés simple a effectuer et le

résultat est obtenu en 15 minutes [88].

5.1.5. Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

L’étude de Ila sensibilité aux antituberculeux est obligatoire. Elle consiste a
mettre en culture sur des milieux contenant différentes concentrations d’antibiotiques
les bacilles isolés. 1l existe plusieurs méthodes pour étudier la sensibilité aux

antituberculeux :

a. Les méthodes phénotypiques :

A. Les méthodes de référence en milieu solide :
> La méthode des proportions :

Elle consiste a ensemencer une gquantité connue de bactéries sur des milieux
de culture de Lowenstein-Jensen, de Middlebrook 7H10 ou 7H11: des tubes témoins
sans antibiotiques, et des tubes tests contenant [I'antibiotique incorporé a une

concentration définie appelée « concentration critique » qui est définie en fonction du
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milieu utilisé.

Aprés incubation, la numération des colonies apparues dans le tube témoin
permet de déterminer le nombre total de bacilles ensemencés, tandis que la
numération effectuée a partir du tube test permet de calculer la proportion de bacilles
résistants a [I’antibiotique incorporé pour L’isolat considéré. Si cette proportion est
supérieure ou égale a la proportion critique définie pour [Iantibiotique étudié, la
souche est classée résistante, sinon elle est classée sensible.

Par exemple, sur LJ, une souche est considérée comme résistante a la
rifampicine (RIF) si a une concentration de 40 pg/ml le pourcentage de bactéries

survivantes est supérieur ou égal a 1% [89].

o Méthode indirecte des proportions

La méthode indirecte est la plus couramment pratiquée. Elle consiste a réaliser
un antibiogramme a partir de souches préalablement isolées d’un produit biologique.

Dans un but de standardisation, il est recommandé d’utiliser des milieux
commercialisés qui permettent de tester la rifampicine (RIF), L’isoniazide (INH),
I’éthambutol (EMB), la streptomycine (SM) et le pyrazinamide (PZA) aux concentrations
critiques de référence. Pour INH, les fabricants proposent des concentrations
complémentaires afin de préciser I’éventuel niveau de résistance de la souche. La
technique de la méthode indirecte des proportions permet d’obtenir des résultats en
14 a 16 jours pour les souches résistantes. Pour les souches sensibles, un premier

résultat sera communiqué au 28e jour, et le résultat définitif au 42e jour [90] [91].

o Antibiogramme direct :

Un antibiogramme direct peut étre réalisé avec de fortes chances de succes si
’examen microscopique aprés coloration de Ziehl-Neelsen montre au moins 10
bacilles pour 100 champs a l'objectif x 100, et si un traitement antituberculeux n’a

pas été commencé, pour éviter le comptage des bacilles non viables [91]. La dilution
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mere est obtenue par l'ajout de 3 a 4 ml deau distillée stérile au culot de
centrifugation du produit pathologique, décontaminé selon la procédure en vigueur
dans le laboratoire. Des dilutions décimales sont ensuite réalisées, les dilutions a
utiliser étant choisies en fonction du nombre de bacilles observés a I’examen
microscopique direct.

L’ensemencement, la lecture et [linterprétation sont ceux décrits pour
I’antibiogramme indirect

Quarante ans aprés sa mise au point, la méthode des proportions demeure la
référence. Mais sa lourdeur et le long délai de réponse qu’elle impose sont des

inconvénients importants, a I’origine du développement de solutions alternatives.

» Méthode des concentrations absolues (MCA) et méthode des ratios (MRR) :

La MCA et la MRR sont largement employées en Asie et en Amérique du Sud,
souvent en complément de la méthode des proportions. La MCA consiste a
ensemencer avec un inoculum compris entre 2.103 et 104 UFC un milieu témoin et une
série de milieux contenant [I'antibiotique a tester a des concentrations variables. La
résistance est définie par la croissance de plus de 20 colonies en présence
d’antituberculeux. L’introduction d’une souche controle de phénotype sauvage est
recommandée [89].

En ce qui concerne la MRR, le rapport entre les plus petites concentrations
inhibant respectivement la croissance de la souche testée et celle de la souche témoin
est calculé. Une souche est classée résistante lorsque ce rapport est inférieur ou égal

a 2. Ces deux techniques utilisent une gamme de dilution de I’antibiotique testé.
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B. Etude de la sensibilité aux antituberculeux en milieu liquide :
> L’automate Bactec® 460-TB (Becton Dickinson) :

Au début des années 1980, l'automate Bactec® 460-TB a constitué un progres
considérable en accélérant la détection des cultures de bacilles tuberculeux. La
croissance du bacille tuberculeux dans un milieu liquide Middlebrook 7H12 enrichi en
acide palmitique marqué au '4C s’accompagne d’une production de 14C0O2 qui est
mesurée par l'automate.

La sensibilité des isolats aux antituberculeux est déterminée en comparant les
croissances dans un flacon avec antibiotique par rapport a des flacons témoins sans
antibiotique et inoculés de maniére identique (témoin 10 %) ou avec une dilution au
1/100 de I'inoculum initial (témoin 1%).

Les résultats sont concordants avec ceux obtenus par la méthode des
proportions, mais avec un gain de temps de l'ordre de deux semaines. Le poids de la
législation liée a [l'utilisation des radioisotopes, le risque engendré par la manipulation
d’aiguille et [I'absence d’automatisation compléete sont des freins importants a
l'utilisation de cet appareil. Néanmoins, il représente encore la technique de référence
pour [|'antibiogramme en milieu liquide, pour la détermination des concentrations
minima inhibitrices (CMI) ou pour tester des antibiotiques de seconde ligne.

» Antibiogramme sur milieu MGIT

Le milieu MGIT (Mycobacteria growth indicator tube, Becton Dickinson) associe
un milieu de culture liqguide en tube [bouillon Middlebrook 7H9 enrichi en OADC
(acide oléique, dextrose, albumine)] a un systeme de détection de la croissance
reposant sur la présence au fond du tube de pentahydrate de ruthénium incorporé a
de la silicone, composé dont la fluorescence croit lorsque la concentration en oxygene
dissous induite par la croissance bactérienne diminue.

Cette technique, qui permet de réduire le délai d’isolement des mycobactéries

a partir de prélevements biologiques, permet également de réaliser un
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antibiogramme.

o Méthode manuelle

Pour étudier la sensibilité a un antibiotique, un inoculum de méme taille est
ensemencé en parallele sur un tube MGIT contenant I’antibiotique a une concentration
critique définie par le fabricant et sur un tube MGIT témoin sans antibiotique.

Un isolat est considéré comme sensible si aucune croissance n’est détectée
dans le tube avec antibiotique dans un délai de deux jours apres la détection d’une
croissance dans le tube témoin [90,92]. Le délai d’obtention du résultat est de 5 a 9
jours, proche de celui rapporté pour I'antibiogramme réalisé avec le Bactec® 460-TB,
alors que la méthode des proportions ne détecte les souches résistantes qu’aprés 14
a 16 jours [82,92,93].

La spécificité de cette technique par rapport a la méthode des proportions est
supérieure a 99% [82,92,93]. La sensibilité dépend des molécules testées.

Récemment, une technique d’antibiogramme direct avec la méthode MGIT a été
décrite pour des échantillons contenant plus de 1 BAAR par champ. Elle consiste a
inoculer directement les milieux avec 0,5 ml de L’échantillon décontaminé a la N-
acétyl-L-cystéine-soude. Dans cette étude, le délai moyen d’obtention des résultats a
partir de la mise en culture de [I’échantillon est de 9,3 jours pour la méthode directe
sur MGIT, 15,3 jours pour la méthode indirecte sur MGIT (incluant le temps de
détection sur la primo-culture en MGIT) et 59,6 jours lorsque I’on associe culture sur
L) et méthode des proportions indirecte [94].

o Automate Bactec® Mycobacterium Growth Indicator Tube 960:

L’automatisation de [|’antibiogramme sur MGIT offre plusieurs améliorations
par rapport au Bactec® 460-TB. Il évite [lutilisation d’aiguilles et de produits
radioactifs, et effectue une mesure automatisée de la croissance bactérienne,
éliminant toute subjectivité de lecture. La résistance est définie par une croissance

relative dans le tube avec antibiotique supérieure ou égale a celle du tube témoin.
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L’appareil a été validé pour la réalisation de I’antibiogramme indirect a partir de primo
cultures en milieu solide ou liquide. Les tests de sensibilité sont actuellement
disponibles pour RIF, EMB, INH, SM et PZA.

Une primo culture sur MGIT est utilisée pure dans les deux jours suivant la
détection d’une croissance et diluée au 1/5 entre les 3¢ et 5¢ jour. Au-dela, il est
nécessaire d’effectuer une subculture sur MGIT pour éviter d’utiliser un inoculum trop
élevé. A partir d'un isolement sur milieu solide, une suspension bactérienne est
préparée comme indiqué pour la méthode manuelle. Mais, a la différence de cette
derniére, le témoin est ensemencé avec une dilution au 1/100 de la suspension
bactérienne initiale (MGIT ou culture en milieu solide).

La sensibilité de [I'antibiogramme réalisé par la méthode MGIT automatisée est
de 100 % pour les cing molécules. Pour INH, RIF, EMB et SM, sa spécificité est
respectivement de 96,4 %, 100 %, 96,9% et 89,8 %. Parmi les méthodes actuellement
commercialisées, ce systéme est le plus performant pour I'antibiogramme de EMB. Le
délai médian d’obtention du résultat est de 6,5 jours, soit deux jours de moins que la
méthode MGIT manuelle. Les milieux MGIT nécessitent |'adjonction extemporanée de
I'antibiotique dans le milieu liquide, que la méthode soit automatisée ou non. Cette
contrainte apparente présente des avantages. Elle permet de tester aisément la
sensibilité des isolats vis-a- vis de plusieurs concentrations critiques pour un méme
antibiotique, facilitant ainsi la catégorisation des souches de bas niveau de résistance
[95].

Il est habituel de considérer I'utilisation de milieux liquides comme un facteur
supplémentaire de risque de contamination, mais peu de données chiffrées publiées
sont disponibles. Par exemple, avec [|'automate Bactec® 960, Tortoli note une
fréquence de contamination identique sur milieu liquide et sur milieu solide, mais
n’en précise pas la valeur [96].

Le principal risque lié a la contamination en milieu liquide est de conclure a.
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une «fausse résistance », surtout si elle concerne un tube isolé contenant un
antibiotique.

Il est recommandé de vérifier macroscopiquement [|'aspect du bouillon. La
présence de grains évoque une souche du complexe M. tuberculosis, alors qu’un
trouble homogene est plutét en faveur d’un contaminant. Dans ce cas, une coloration
de Ziehl-Nielsen peut étre réalisée.
> Le systeme ESP Il :

Sa technologie repose sur la détection des variations de pression liées a la
croissance bactérienne (c’est-a-dire a. la production ou a la consommation de gaz)
dans l'espace situé a la partie supérieure du flacon ; pour [I'antibiogramme, la
croissance dans le milieu avec antibiotique est comparée a un témoin.

Une souche est considérée comme résistante si une croissance est détectée
dans le flacon contenant la molécule testée avant la détection d’une croissance dans
le flacon témoin ou dans un délai inférieur a trois jours aprés celle-ci. Cet appareil a
été validé pour la réalisation d'un antibiogramme indirect a partir d’'une culture
initiale sur milieu solide ou sur ESP Il [97].

Il permet de tester en milieu liquide la sensibilité¢ de M. tuberculosis a RIF, EMB,
INH et SM. Différentes concentrations critiques ont été décrites. Les performances de
ce systéme sont globalement satisfaisantes. Le délai médian d’obtention du résultat
(8,5 jours) ne differe pas du délai rapporté pour le Bactec® 460-TB pour les mémes
souches [98].

> Le systéme BacT/ALERT® 3D

Le systéme BacT/ALERT® 3D (anciennement dénommé MB/BacT) mesure en
continu le CO:2 produit lors de la croissance bactérienne en milieu liquide, par une
méthode colorimétrique reposant sur une réaction d’oxydoréduction.

Le milieu contenant I'antibiotique et un premier contrble sont ensemencés avec

la suspension initiale ; une dilution au 1/100 de cette derniere est utilisée pour
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ensemencer un deuxieme controle. Une souche est résistante a I'antibiotique étudié si
la culture dans le flacon contenant cet antibiotique devient positive avant ou le méme
jour que dans le deuxieme flacon contréle. Le délai moyen d’obtention du résultat est
de 7 jours. De « fausses sensibilités » aux antibiotiques ont été rapportées pour INH,
EMB et SM [99,100].

b. Les méthodes génotypiques :

Ces techniques consistent a détecter des mutations dans les genes codant
pour les cibles de [I'antibiotique, principal mécanisme de résistance pour les
mycobactéries. La plupart des mutations associées a la résistance sont maintenant
connues et les détecter par séquencage aprés amplification de la région a étudier est
aisé, mais il s’agit d’une technique nécessitant un matériel spécialisé non disponible
dans les laboratoires de routine.

Etant donné I'importance de la détection de la résistance a la rifampicine,
témoin dans la majorité des cas de la multirésistance, le test INNO LiPARIfTB ; dont la
sensibilité est selon les études de 90 a 97%et la spécificité proche de 100% [101] ; est
commercialisé depuis plusieurs années. La technique est identique a celle décrite pour
I'identification des mycobactéries, mais il s’agit la de [I’'amplification d’une partie du
gene rpoB et de I'hybridation avec des sondes spécifiques de séquences génomiques
sauvages ou mutées de la sous-unité b de I’ARN polymérase. Etant donné la faible
incidence des souches multirésistantes [102] et le colt élevé du test, celui-ci est peu
utilisé. La détection des résistances aux autres antituberculeux par les méthodes de

biologie moléculaire reste du domaine des laboratoires spécialisés.
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5.2. Diagnostic moléculaire :

5.2.1. Technique d’amplification génique : la polymérase chain reaction (PCR) :

Cette technique consiste a détecter et amplifier une séquence nucléique
spécifique du complexe WMycobacterium tuberculosis. Son seuil de sensibilité est tres
élevé puisqu’il suffit de la présence d’une molécule d’ADN ou d’ARN par échantillon
pour que le Mycobacterium tuberculosis soit détecté. Sa spécificité est tres bonne.

L’utilisation de la PCR permet I'amplification de génes pour obtenir de grandes
quantités d’ADN pouvant alors étre utilisées dans le but d’identifier des modifications
du génome, en particulier cibler celles responsables des résistances. La PCR ou
Polymerase Chaine Reaction, lorsqu’elle est utilisée a partir d’échantillon positif a
I'examen microscopique, est tres sensible et spécifiques de 90 a 100%, moins
sensible lors de son utilisation a partir d’un préléevement respiratoire négatif a
I'examen direct (50 a 70%) [103]. Donc en cas de prélevement positif, I'amplification a
pour but de différencier les mycobactéries du complexe des mycobactéries atypiques.

Cependant, elle ne renseigne pas sur la viabilité des bacilles tuberculeux, ne
reconnait pas certaines mutations existantes et ne quantifie pas le risque de
contagiosité. Le meilleur rendement pour cette technique est obtenu sur les
échantillons respiratoires, en revanche il a été noté beaucoup de faux négatif pour les

tuberculoses extra-pulmonaires [104,105].

5.2.2. Le GeneXpert : Xpert MTB/RIF :

Il s’agit d’'une PCR en temps réel automatisée qui détecte la présence du
Mycobacterium tuberculosis en méme temps que les mutations les plus fréquentes
(résistance a la rifampicine) en moins de 2 heures. Sa sensibilité est supérieure a 95 %
lorsqu’il s’agit de prélevements respiratoires ayant un examen direct positif, et varie
entre 65 et 77 % en cas d’examen microscopique négatif. Sa spécificité est trés élevée
(97 % a 100 %) [69]. Son apport dans le diagnostic de la tuberculose extra pulmonaire

est intéressant puisque sa sensibilité est de 77,3 % et sa spécificité est de 98,2 %. Il a
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été noté une meilleure détection dans les urines et les selles avec une sensibilité qui
avoisine les 100 % versus 69 % pour les tissus 16. Cependant, un examen GeneXpert
négatif n’exclut pas le diagnostic de tuberculose.

5.3. Le diagnostic indirect de la tuberculose :

5.3.1. Les tests interferon gamma release assays (IGRA)

Au cours de [linfection par le Mycobacterium tuberculosis, I'interféron gamma
est d’abord produit par les cellules de I'immunité innée, principalement les « naturels
killers » puis en grande quantité par les lymphocytes Thl exprimant des récepteurs
spécifiques pour des antigénes de mycobactéries. Ce procédé naturel est mis a profit
par les tests in vitro, qui permettent de doser I'interféron gamma produit par les
lymphocytes effecteurs qui ont eu contact récent avec le Mycobacterium tuberculosis.
II s’agit la du point fort de ce test en le comparant avec l’intradermoréaction a la
tuberculine dont la positivité témoigne d’un contact ancien avec la bactérie. Les
antigenes utilisés pour ce test correspondent a des protéines codées dans une région
particuliere du génome des mycobactéries du complexe tuberculosis, ces protéines
sont absentes dans les souches atténuées du Mycobacterium bovis utilisées dans la
production du BCG. D’ailleurs ce test est plus spécifique par rapport a
I'intradermoréaction a la tuberculine (88,7 %). De nombreuses publications [106,107]
concordent pour démontrer que les tests IFN gamma sont nettement plus spécifiques
et prédicteurs de l'infection tuberculeuse latente. Toutefois, a cause du risque de faux
négatif, ce test ne doit pas étre utilisé dans le diagnostic d’exclusion de la tuberculose
active. Sur le marché, il existe deux tests commerciaux approuvés, avec des
technologies un peu différentes : le T-SPOT.TB (Oxford immunoteC, UK) qui est le test
le plus répandu et le plus performant, et le « Quantiferron-TB Gold in tube Assay » qui

repose sur la technique Elisa.
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5.3.2. L’intradermoréaction a la tuberculine (IDR)

L’intradermoréaction a la tuberculine consiste en [I'injection intradermique d’un
volume de 0,1 ml de tuberculine PPD (dérivé protéinique purifi€), soit 5 unités de
tuberculine liquide. Sa positivité témoigne d’un contact avec le Mycobacterium
tuberculosis sans pouvoir prédire approximativement du moment de [I’exposition.
Puisque ce sont les lymphocytes a mémoire persistante malgré une élimination totale
de la mycobactérie. Plusieurs études ont souligné que le test a 10 unités n’est pas tres

sensible et donc que le risque de faux négatif varie de 15 a 60 %.

5.3.3. Le dosage de I’activité adénosine désaminase (ADA) :

L’ADA est une enzyme impliquée dans la prolifération et la différenciation des
lymphocytes. Sa concentration augmente lors de [activation des LT en réponse aux
antigenes mycobactériens. Le dosage se fait en spectrophotométrie, caractérisé par
son faible colt et sa bonne reproductibilité (sensibilit¢ de 100 % et spécificité de 96
%). L’ADA n’est pas spécifique a la tuberculose. Elle peut étre élevée dans les cancers,
certaines maladies inflammatoires ou infectieuses. Son dosage s’est avéré utile dans
la tuberculose péritonéale, péricardique et méningée dans les pays de forte endémie

tuberculeuse [108].

5.3.4. Les sérologies :
Les techniques immuno-enzymatiques permettent de détecter des anticorps

IgG, IgM, IgA dirigés contre les antigenes spécifiques de M. tuberculosis : LSD, DAT,
PGLTb1. Ces sérologies restent peu spécifiques et peu sensibles (< 60 %). En plus,
elles ne permettent pas la distinction entre tuberculose guérie ou tuberculose
évolutive. Aucun sérodiagnostic ne permet actuellement confirmer le diagnostic de

tuberculose.
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5.3.5. Autres méthodes :

L’étude du profil des acides mycoliqgues (HPLC) est spécifique, mais peu
sensible nécessitant au moins 2,5 x 10° bactéries/ml. Elle nécessite du matériel
coliteux. D’autres méthodes chimiques permettent la détection de [I'acide
tuberculostéarique (CPG-SM), il s’agit d’une méthode tres sensible et rapide, mais
elle est coliteuse, et peu adaptée a la routine.

La NFS permet une orientation diagnostique, en objectivant une pan cytopénie
en cas de tuberculose hépatosplénique et hématopoiétique ou bien une lymphopénie.

L’hémoculture n’est pas indiquée pour le diagnostic bactériologique de Ila
tuberculose sauf dans les formes disséminées, et chez les patients immunodéprimés

(VIH+).

5.4. Histologie :

Les biopsies sous fibroscopie, coelioscopie, coloscopie, ou laparotomie,
intéressent plusieurs sites tels que la muqueuse bronchique, la plévre, le foie, les
ganglions, le péritoine, [l’iléon... L’aspect macroscopique peut étre évocateur du
diagnostic comme c’est le cas des granulations, des adhérences ...

L’étude histologique permet de mettre en évidence un granulome épithélioide
et giganto-cellulaire avec nécrose caséeuse [109]. Contrairement a [I’examen
bactériologique, I'histologie ne confirme pas le diagnostic de la tuberculose du fait de
I’labsence de spécificité des lésions. Cet examen est d’un apport important dans les
formes non confirmées bactériologiqguement et associées a des localisations extra
pulmonaires. Les préléevements doivent étre adressés parallelement en bactériologie
afin d’obtenir la confirmation de la maladie. Un test de biologie moléculaire par
amplification d’acides nucléiques peut étre envisagé.

Dans 15 a 20 % des cas, la tuberculose reste non confirmée et les patients sont
traités sur des éléments de présomption radio-cliniques et selon le contexte

épidémiologique [110,111].
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Il. Discussion des résultats

1. Etude épidémiologique de la tuberculose au CHU de Marrakech durant la
période 2018-2022 :

1.1. Prévalence de la tuberculose confirmée par culture au CHU de Marrakech durant la
période 2018-2022 :

Aprés mise en culture de I’ensemble des préléevements recus durant la période
2018-2022 provenant des patients ayant une suspicion clinique de la tuberculose,
275 cultures étaient positives au complexe Mycobacterium tuberculosis soit un taux
de positivité de 2.36%.

Des résultats variés ont été retrouvés dans la littérature (Tableau VII).

Tableau VII : Etude comparative du pourcentage de positivité des cultures au complexe Mycobacterium
tuberculosis selon les études

Auteurs Pays Pourcentage des cultures positives au
complexe Mycobacterium tuberculosis
Amadou MLH. Et al [112] Niger 2.3%
(2019)
Wu F. et al [113] (2020) Chine 3.7%
Afsar |. et al [114] (2018) Turquie 4.05%
Ismail NA. et al [115] (2018) Afrique du Sud 9.9%
Diarra B. et al [116] (2016) Mali 65.7%
La présente étude (2024) Marrakech, 2.36%
Maroc

Ce taux faible de positivité peut étre expliqué par plusieurs éléments : une
antibiothérapie antérieure, une infection aux mycobactéries non tuberculeuses, d’un

échantillon de mauvaise qualité ou alors d’un prélévement pauci bacillaire.

1.2. Répartition selon 1’dge :

La tuberculose est une maladie contagieuse qui peut toucher toutes les

tranches d’age. Selon la littérature, la tuberculose touche essentiellement ['adulte
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jeune qui représente la tranche d’age la plus active de la société, d’ou son impact
économique majeur.

En 2021 la répartition selon I’dge au Maroc a montré également que la
tuberculose prédomine chez les personnes entre 15 ans et 45 ans, avec un
pourcentage de 61% [117].

A [I'échelle nationale, une étude, qui a été faite au centre de diagnostic de la
tuberculose et des maladies respiratoires de Settat, a montré que la tranche d’age
comprise entre 15 et 44 ans était la plus touchée soit 70% des cas [118].

Cette étude rapporte une moyenne d’age de 36.92 ans. Les sujets ayant un age
compris entre 16 et 45 ans ont représenté la population la plus touchée (53.45%), ce

qui rejoint les données de la littérature (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Etude comparative de la répartition de la tuberculose selon I’'dge

Auteurs Pays Age moyen Tranche d’age Pourcentage
la plus
touchée
Amadou MLH. et al Niger 42.3 ans 21 - 40 ans 57,14%
[112] (2019)
Olalere OS. et al Nigeria 32.5 ans 20 - 29 ans 33.5%
[119] (2022)
Debbabi R. et al Algérie - 15-31 ans 31.96 %
[120] (2021)
Sharma P. et al Inde 32.65 ans 20 - 60 ans 72.2%
[121] (2019)
Navoizat O. et France 44 ans 15 -39 ans 47%
Limonet A.
[122](2023)
Mahmoud E. et al Egypte 39 ans 22 - 56 ans -
[123] (2022)
Hezam HS. et Yémen 34 ans 15 - 24 ans 23.6%
Humaidah SH.
[124] (2022)
Melki S. et al [125] Tunisie 39 ans < 60 ans 82.6%
(2022)
Wu F. et al [113] Chine 39.69 ans 25 - 34 ans 25.10%
(2020)
Djakaridja K. et al Cote d’ivoire 37 ans 25-49 72.2%
[126] (2023)
Djibril Sow K. et al Sénégal - 25-34 ans 29.66%
[127] (2022)
El Bahi Y. et al Marrakech, Maroc 37.17 ans 15-34 ans 42.9%
[128] (2024)
Chahboune M. et Settat, Maroc - 15-34 ans 54.88%
al [118] (2022)
Eddabra R. et Laayoune, Maroc 39.4 ans 15-34 ans 47.40%
Neffa M [129]
(2020)
La présente étude Marrakech, Maroc 36.92 ans 16-45 ans 53.45%

(2024)
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1.3. Répartition selon le sexe :

1.3.1. Répartition de la tuberculose toute forme selon le sexe :

Une prédominance masculine de la tuberculose est rapportée par plusieurs
études nationales, maghrébines et internationales, mais ne fait pas la regle «car
certaines études ont rapporté une prédominance féminine (Tableau IX).

Cette étude rapporte une prédominance masculine avec un sexe-ratio H/F de
1.43. Ce résultat reste proche de celui rapporté par le ministéere de santé en 2022 qui
est de 1.5.

La prédominance masculine de la tuberculose pourrait étre expliquée par le
mode de vie différent entre les deux sexes (activité, déplacement...) mais aussi par les
habitudes toxiques (tabagisme, alcoolisme...) qui sont beaucoup plus fréquentes chez
I'lhomme. En plus, il est plus probable que les femmes soient en mesure de soumettre
des échantillons d’expectoration de mauvaise qualité, ce qui peut conduire a un

résultat erroné.
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Tableau IX : Etude comparative de la répartition de la tuberculose toute forme selon le sexe

Auteurs Pays Sexe- Pourcentage du Pourcentage du
ratio H/F sexe masculin sexe féminin

Amadou MLH. Et al [112] Niger 2.14 68.24% 31.76%

(2019)

Olalere OS. et al [119] Nigeria 1.36 57.7% 42.3%

(2022)

Debbabi R. et al [120] Algérie 0.47 32,15% 67.84%

(2021)

Sharma P. et al [121] Inde 1.41 58.6% 41.4%

(2019)

Navoizat O. et Limonet A. France 2.03 67% 33%

[122](2023)

Mahmoud E. et al [123] Egypte 1.44 59% 41%

(2022)

Hezam HS. et Humaidah Yémen 1.19 54.5% 45.5%

SH. [124] (2022)

Melki S. et al [125] (2022) Tunisie 1.19 54.4% 45.6%

Wu F. et al [113] (2020) Chine 1.69 62.86% 37.14%

Djakaridja K. et al [126] Cote d’ivoire 1.03 50.80% 49.19%

(2023)

Sow KD. et al [127](2022) Sénégal 2.33 69.91% 30.09%

El Bahi Y. et al [128] (2024) Marrakech, 1.11 52.5% 47.5%
Maroc

Chahboune M. et al [118] Settat, Maroc 1.50 60.08% 39.2%

(2022)

Eddabra R. et Neffa M Laayoune, 1.45 59.20% 40.80%

[129] (2020) Maroc

La présente étude (2024) Marrakech, 1.43 58.90% 41.09%
Maroc

1.3.2. Répartition de la tuberculose pulmonaire et de la tuberculose extra pulmonaire selon le sexe :

L’atteinte pulmonaire lors de la tuberculose a recu plus d’attention a cause de

sa fréquence en plus de son

représente a elle seule,

extra pulmonaires,

plus de la moitié des

diagnostic

plus

difficile, connaissent

cependant un

role important dans la propagation de la maladie. Elle

localisations tuberculeuses. Les formes

regain
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d’intérét en raison d’une augmentation de leur fréquence relative, phénomeéne mal
expliqué mais qui a été observé dans des régions aux contextes épidémiologiques
différents [130]. Il a été clairement établi que les femmes développent plus volontiers
des formes extra pulmonaires de tuberculose que les hommes constatation qui n’a
recu, a ce jour, aucune explication valable [130].

Cette étude rapporte une prévalence de la tuberculose pulmonaire plus élevée
chez les patients de sexe masculin avec un sexe ratio H/F de 1.37. En revanche, la
tuberculose extra pulmonaire se manifeste principalement chez les patientes de sexe
féminin avec un sexe ratio H/F de 0.83. Des résultats similaires ont été rapportés par

plusieurs études nationales et internationales (Tableau X).
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Tableau X : Etude comparative de la répartition de la tuberculose selon le sexe

Auteurs Pays TP TEP
Sexe masculin Sexe féminin Sexe masculin | Sexe féminin
Sharma P. et al Inde 61.1% 38.9% 52.85% 47.14%
[121]1(2019)
Mahmoud E. et al Egypte 61% 39% 50.4% 49.6%
[123] (2022)
Melki S. et al [125] Tunisie 74.5% 25.5% 40.4% 59.6%
(2022)
Djakaridja K. et al Cote 55.4% 44.6% 46.5% 53.3%
[126] (2023) d’ivoire
Etude de Algérie 60% 40% 37.2% 63.8%
I'observatoire de
santé d’Oran
[131](2021)
El Bahi Y. et al Marrakech, 68.07% 37.19% 31.93% 62.8%
[128] (2024) Maroc
Chahboune M. et Settat, 67,46% 40,32% 32,54% 59,68%
al [118] (2022) Maroc
Eddabra R. et Laayoune, 70.90% 29.10% 39% 61%
Neffa M [129] Maroc
(2020)
La présente étude | Marrakech, 58.16% 41.84% 45.57% 54.43
(2024) Maroc
1.4. Répartition selon les services demandeurs :
Les cultures positives a Mycobacterium tuberculosis ont été retrouvées
principalement chez les patients pris en charge services des maladies

infectieuses, de pneumologie et de pédiatrie A dans 59.63 %. Ceci est lié a la nature

de Il'activité de ces services qui

et/ou radiologique de la tuberculose.

prennent en charge les ayant une suspicion clinique
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1.5. Prévalence des infections aux mycobactéries atypigues au CHU Mohammed VI durant la
période 2018-2022 :

Durant la période de cette étude, 112 cultures positives aux mycobactéries
atypiques ont été identifiées, soit un taux de positivité de 0.96%. ce résultat est
concordant avec ceux rapportés par Tahseen S. et al [132] et Sharma M. et al [133]. En
revanche ce pourcentage reste inférieur aux pourcentages signalés par d’autres
études [116,134,135] (Tableau XI).

Tableau XI : Etude comparative du pourcentage de positivité des cultures au complexe Mycobacterium

tuberculosis selon les études

Auteurs Pays Pourcentage des cultures positives aux

MNT

Tahseen S. et al [132] Pakistan 0.7%

(2016)

Diarra B. et al [116] Mali 8.2%

(2016)

Sharma M. et al [133] Inde 1.19%

(2020)

Liu CF. et al [134] Chine 6.4%

(2021)

Cissse AB. et al [135] Mali 3.4%

(2024)

La présente étude Marrakech, 0.96%

(2024) Maroc

Pendant plusieurs années, les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) ont été
considérées comme des contaminants ou des colonisateurs. Cependant, elles sont
reconnues depuis quelques années comme des agents pathogénes émergents qui
peuvent étre responsables des infections pulmonaires et extra pulmonaires aussi bien
chez les patients immunocompétents que chez les patients immunodéprimés. La
ressemblance du profil clinique des infections a MNT a celui de la tuberculose ainsi
que le manque de moyens de diagnostic de ces bactéries dans certains laboratoires,

contribuent au probléme de sous-diagnostic des MNT.
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Contrairement aux bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis, les MNT
ne sont pas des parasites obligatoires pour I’homme. Elles résident naturellement
dans le sol et dans I’eau. Plus de 170 especes de MNT ont été identifiées a ce jour,
parmi lesquelles seulement 25 espéces ont été considérées comme étant pathogenes
[136]. De ce fait, il est crucial de différencier une simple colonisation ou bien une

contamination des échantillons clinigues nhotamment par I’eau du robinet [135].

2. Données cliniques :

2.1. Formes cliniques de la tuberculose :

Dans cette étude, [’atteinte pulmonaire a été observé plus fréquemment que
I’atteinte  extra pulmonaire, représentant 70.91% des «cas contre 29.09%. La
prédominance de [I'atteinte pulmonaire a été rapportée par plusieurs séries
[112,121,124,127,129,137] (Tableau XIl). Cette prédominance peut étre expliquée,
d'une part, par le caractére aérobie du Mycobacterium tuberculosis favorisant ainsi sa
multiplication dans les organes bien oxygénés notamment le parenchyme pulmonaire,
et d'autre part, par la difficulté de diagnostiquer les formes extra pulmonaires de la
maladie qui sont souvent pauci bacillaires et les prélevements sont souvent difficiles a

réaliser [138].
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Tableau XIl : Comparaison de la répartition des formes cliniques de la tuberculose selon les études :

Auteurs Pays Pourcentage de Pourcentage de
laTP la TEP

Amadou MLH. Et al (2019) Niger 78.7% 21.3%

Olalere OS. et al [119] (2022) Nigeria 0.4% 99.6%

Debbabi R. et al [120] (2021) Algérie 27.67% 72.32%

Sharma P. et al [121] (2019) Inde 69.19% 30.83%

Mahmoud E. et al [123] (2022) Egypte 82% 18%

Hezam HS. et Humaidah SH. Yémen 69.9% 30.1%

[124] (2022)

Melki S. et al [125] (2022) Tunisie 41.1% 58.9%

Djakaridja K. et al [126] (2023) Cote d’ivoire 51.5% 37.56%

Djibril Sow K. et al [127] (2022) Sénégal 86% 14%

El Bahi Y. et al [128] (2024) Marrakech, 49.6% 42.99%
Maroc

Chahboune M. et al [118] (2022) | Settat, Maroc 57.01% 42.99%

Eddabra R. et Neffa M [129] Laayoune, 63.50% 36.50%

(2020) Maroc

La présente étude (2024) Marrakech, 70.91% 29.09%
Maroc

L’atteinte ganglionnaire représente la forme extra pulmonaire la plus fréquente

dans cette étude suivie par I'atteinte pleurale et méningée. Des résultats similaires ont

été rapportés par d’autres

certaines études ont rapporté une prédominance de

études avec

réalisée par Djakaridja K. et al [126] (Tableau XIII).

pourcentages

différents.

Cependant,

I’atteinte pleurale, comme celle
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Tableau XIII : Comparaison de la répartition des localisations extra pulmonaires de la tuberculose

selon les études :

Auteurs Pays Atteinte Atteinte pleurale Atteinte neuro-
ganglionnaire méningée

Debbabi R. et al [120] Algérie 56,26% 16,02% -
(2021)
Sharma P. et al [121] Inde 47.2% 24.3% 2.8%
(2019)
Mahmoud E. et al Egypte 45.1% 25.2% 1.3%
[123] (2022)
Hezam HS. et Yémen 46.0% 21.6% 10.8%
Humaidah SH. [124]
(2022)
Djakaridja K. et al Cote 32.5% 45.3% 3.8%
[126] (2023) d’ivoire
El Bahi Y. et al [128] Marrakech, 74.2% 15% -
(2024) Maroc
Chahboune M. et al Settat, 18.03% 16.54% 1.83%
[118](2022) Maroc
Eddabra R. et Neffa M Laayoune, 32.47% 16.88% 11.68%
[129] (2020) Maroc
La présente étude Marrakech, 31.64% 29.11% 29.11%
(2024) Maroc

La fréquence de

mécanismes de

L’atteinte ganglionnaire

ganglions

plévre est

pulmonaire ou

L’atteinte méningée

tuberculeux

que moins fréquente,

d’une

méningé

dissémination

lymphatiques a partir du foyer

secondaire a la

survient

rupture
adénopathie, ou
résulte se développe a

d’origine

trois manifestations est due

du germe et au
a la suite de
dans la c

encore

hématogene dans

tuberculose, qui peut étre fatale par ses complications.

infectieux

la suite de la

X réponses

la migration des

initial.
avité pleurale

a une

I’espace

immunitaire

foyer

dissémination

principalement aux

associées.

bacilles vers les

La contamination de la

caséeux

hématogéne.

rupture d’un granulome
sous—-arachnoidien. Bien

I'atteinte méningée est considérée comme forme grave de la

- 105




Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

2.2. Prévalence de la co-infection VIH-tuberculose :

La co-infection tuberculose et VIH constitue un probleme majeur de Santé
Publique a travers le monde. Les personnes séropositives pour le VIH courent 20 a 30
fois plus de risque de développer la tuberculose active que les autres individus [166].
Il est admis que les patients coinfectés présentent souvent des formes plus graves de
tuberculose, des taux de mortalité plus élevés et une réponse au traitement moins
efficace.

Dans cette étude, le pourcentage des patients ayant une co-infection VIH-
tuberculose était de 13.82%. Ce pourcentage varie considérablement selon les études,
en fonction des programmes de santé publique, des stratégies de prévention, de la
facilité d’acces aux soins médicaux, ainsi que les facteurs socio-économiques tels que
la pauvreté et la densité de population (Tableau XIV).

Tableau XIV : comparaison du pourcentage de la co-infection VIH-tuberculose selon les études

Auteurs Pays Pourcentage de la co-infection
VIH-tuberculose

Amadou MLH. Et al (2019) Niger 13.6%
Olalere OS. et al [119] (2022) Nigeria 18.4%
Sharma P. et al [121] (2019) Inde 0%
Navoizat O. et Limonet A. France 3%
[122](2023)
Timire C. et al [140] (2019) Zimbabwe 53.37%
Melki S. et al [125] (2022) Tunisie 0%
Djakaridja K. et al [126] (2023) Cote d’ivoire 37.56%
Djibril Sow K. et al [127] (2022) Sénégal 6.84%
El Bahi Y. et al [128] (2024) Marrakech, Maroc 9.52%
Chahboune M. et al [118] (2022) Settat, Maroc 7%
Eddabra R. et Neffa M [129] Laayoune, Maroc 4.30%
(2020)
La présente étude (2024) Marrakech, Maroc 13.82%

Les résultats de cette étude ne montrent pas une différence de prévalence des

formes graves entre les patients séropositifs et les patients séronégatifs.
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3. Etude bactériologique de la tuberculose confirmée par culture au CHU de
Marrakech durant la période 2018-2022 :

3.1. Nature des préléevements étudiés :

Les prélevements recus au laboratoire de microbiologie du CHU de Marrakech,
étaient dominés essentiellement par des échantillons d’origine pulmonaire. Ceci est
expliqué, par la prédilection du Mycobacterium tuberculosis a se multiplier dans les

organes bien oxygénés notamment le parenchyme pulmonaire.

3.2. Examen microscopique direct des frottis aprés coloration de Ziehl-Neelsen :

La recherche des bacilles tuberculeux par examen direct, aussi appelée
bacilloscopie, demeure parfois le seul examen pratiqué dans les pays en
développement étant donné sa facilité d’accés, son efficacité et son faible colt. Il
permet un diagnostic rapide qui a wune spécificité élevée malgré sa sensibilité
moyenne, car il faut au moins 104 bacilles/ml de prélevement pour détecter au moins
un BAAR. Les formes extra pulmonaires sont généralement pauci bacillaires. Ainsi, la
recherche de BAAR par examen direct est généralement négative. Les patients
bacilliferes qui sont a l'origine de la contamination, c'est-a-dire les patients dont
I'examen direct de [I'expectoration est positif, ce qui signifie qu'il existe au moins
104 bacilles/ml de sécrétion [141].

Dans cette étude, I'’examen direct était positif dans 21.09% des cas. Ce résultat
rejoint le résultat rapporté par Wu F. et al en 2020 [113]. Cependant des études
réalisées au Maroc, en Egypte, en Inde et en Iran rapportent un taux de positivité

beaucoup plus élevés [118,121,137,142]. (Tableau XV)
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Tableau XV : Comparaison du taux de positivité de I’examen direct des frottis aprés coloration selon

les études
Auteurs Pays Pourcentage

Pourostadi M. et al [142] (2018) Iran 77.2%
Sharma P. et al [121] (2019) Inde 47.13%
Navoizat O. et Limonet A. France 36%
[122](2023)

Sobh E. et al [137] (2016) Egypte 82.5%
Wu F. et al [113] (2020) Chine 20.03%
Chahboune M. et al [118] (2022) Settat, Maroc 84.09%
Eddabra R. et Neffa M [129] (2020) Laayoune, Maroc 40.80%
La présente étude (2024) Marrakech, Maroc 21.09%

3.3. Résultats de la culture :

Dans cette étude, la durée moyenne pour obtenir des cultures positives au
complexe Mycobacterium tuberculosis était respectivement de 12.67 jours pour le
milieu MGIT et de 40.36 jours sur milieu LJ. Malgré la différence constatée entre les
résultats rapportés par les études, elles ont toutes convergé sur la rapidité de la
détection du complexe Mycobacterium tuberculosis sur le milieu MGIT par rapport au
milieu L) [143] [144] [145] [146,147].

3.4. Etude de la résistance aux antibacillaires :

Au sein des cultures positives au Mycobacterium tuberculosis, la tuberculose
multirésistante représentait 2.9%, tandis que la résistance a la rifampicine était
observée dans 1.09 % des cas. Afin d’estimer la prévalence des résistances aux
antituberculeux, plusieurs études ont été menées (Tableau XVI).

Les prévalences de la tuberculose résistante a la rifampicine (RR-TB) et de la
tuberculose multirésistante (MDR-TB) varient grandement selon les régions avec des
taux de résistance particulierement élevés observés dans les zones de forte

prévalence de la tuberculose notamment en Afrique et en Asie.

- 108



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

Tableau XVI : Comparaison de la prévalence de la tuberculose résistante a la rifampicine et de la
tuberculose multirésistante selon les études

Auteurs Pays Pourcentage Pourcentage de
de la RR-TB la MDR TB

Diarra B. et al [116] (2016) Mali 0.6% 22.3%
Mekonnen F. et al [148] (2015) Ethiopie 5.64% 5.6%
Kigozi E. et al [149] (2018) Ouganda 7.21% 39.17%
Timire C. et al [140] (2019) Zimbabwe 4% 2%
Ismail NA. et al [115] (2018) Afrique du Sud 4.6% 2.1%
Tayyab N. et al [150] (2018) Pakistan 11% 18%

La présente étude (2024) Marrakech, Maroc 1.09% 2.9%

3.5. Recherche du complexe Mycobacterium tuberculosis par GeneXpert :

Nombreuses études ont montré l'utilité du GeneXpert dans le diagnostic de la
tuberculose. La capacité de ce test a identifier simultanément la présence du
Mycobacterium tuberculosis et la résistance a la rifampicine en fait un outil essentiel
surtout dans les pays a ressources limitées.

Dans cette étude, 25.45% des patients ont bénéficié d’'un examen GeneXpert
qui s’est révélé positif dans 84.25% des cas. La variabilité observée dans la
sensibilité pourrait étre expliquée par plusieurs facteurs aux différences entre les
types d’échantillons analysés, ainsi que par la qualité et la composition des
échantillons cliniques notamment en «ce qui concerne les échantillons extra
pulmonaires. Il est également a noter qu'une faible charge bactérienne peut

échapper a la détection par cette méthode [151-153].
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lll. Limites d’interprétations des résultats :

La présente étude a été confrontée a certaines contraintes. En premier lieu, le
manque des données cliniques, radiologiques, histologiques, ainsi que des
informations sur le traitement et [I'évolution des patients. L’identification s’est limitée
a la mise en évidence du complexe Mycobacterium tuberculosis, sans détermination
plus spécifiqgue des especes notamment celles des mycobactéries atypiques. Cette
identification est actuellement disponible au laboratoire de Microbiologie du CHU Med
VI de Marrakech grace a [l'acquisition des kits spécifiques sur le Systeme
d’identification par spectrometre de masse Maldi TOFF. La non-disponibilit¢é du
diagnostic moléculaire de la tuberculose au CHU Med VI de Marrakech a constitué un

obstacle pour sa réalisation chez tous les patients.
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7 RECOMMANDATIONS

|
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Les résultats obtenus dans cette étude aspirent quelques recommandations

impliquant tous les acteurs impliqués dans le diagnostic de la tuberculose, soulignant

la nécessité d’une collaboration étroite afin d’améliorer les stratégies de prise en charge

de cette maladie :

Renforcer les capacités des laboratoires en améliorant les infrastructures dans les
zones a ressources limitées pour permettre un diagnostic efficace. Cela inclut la
formation du personnel, [|'acquisition des équipements et [|'assurance d’une
maintenance réguliere.

Promouvoir l'utilisation des cultures en milieu liquide pour le diagnostic de la
tuberculose. Ces milieux permettent une détection plus rapide des mycobactéries
comparativement aux milieux solides traditionnels.

Encourager l'utilisation de tests de diagnostic moléculaire, comme le GeneXpert
MTB/RIF, qui permet non seulement de détecter la tuberculose mais aussi de
déterminer la résistance a la rifampicine. Ce type de test offre un diagnostic
rapide et précis, crucial pour le traitement approprié et rapide des patients. Les
derniéres recommandations du PNLAT préconisent [utilisation du GeneXpert
MTB/RIF en premiere intention pour toute suspicion clinique de tuberculose
pulmonaire ainsi que pour le diagnhostic des méningites tuberculeuses.

Implémenter des tests systématiques pour détecter la  résistance aux
médicaments antituberculeux deés le diagnostic initial. Ceci est crucial pour
orienter correctement le traitement et combattre la propagation des souches

résistantes.

-112



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

-113



Diagnostic bactériologique de la tuberculose : Etat des lieux au CHU Mohammed VI de Marrakech

La tuberculose continue d’étre un enjeu crucial de santé publique, représentant
'une des maladies infectieuses les plus répandues et les plus mortelles a [I'échelle
mondiale, particulierement dans les pays en voie de développement.

Ce travail a mis en lumiere les défis et les avancées dans le diagnostic
bactériologique de la tuberculose. A travers I'étude des méthodes conventionnelles et
des technologies innovantes, nous avons identifié la culture comme étant la méthode
de référence, malgré ses limites en termes de temps. Néanmoins, l'introduction du
GeneXpert MTB/RIF représente une avancée significative, offrant des résultats rapides
et précis, essentiels pour une prise en charge efficace et rapide des patients. Cette
technologie, en dépit de son colt plus élevé, apporte une valeur ajoutée incontestable
en termes de diagnostic précoce et de gestion des résistances aux médicaments.

Les perspectives de ce travail suggeérent la nécessité d'une formation continue
pour le personnel médical sur les nouvelles technologies diagnostiques, I'amélioration
de [l'infrastructure de santé, et l'importance de la recherche continue pour développer
des solutions encore plus efficaces et accessibles.

Par ailleurs, la problématique de la résistance aux antibacillaires, souligne
l'urgence d'adopter des stratégies robustes pour la gestion des résistances. La montée
des souches résistantes a la rifampicine, et plus largement aux traitements de
premiere ligne, impose une surveillance et un suivi régulier, afin de guider les choix
thérapeutiques et de prévenir la propagation de formes de tuberculose de plus en
plus difficiles a traiter. L'engagement envers une lutte intégrée et multidimensionnelle
contre la tuberculose, incluant la prévention, le diagnostic précoce, et la gestion
adaptée des traitements, sera déterminant pour surmonter les défis posés par la
résistance aux médicaments.

Quant au diagnostic des mycobactéries non tuberculeuses (MNT), L'évaluation

minutieuse du contexte clinique du patient, associée a l'analyse des caractéristiques
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culturales et Il'emploi de tests rapides permettant [Iidentification du complexe
Mycobacterium tuberculosis sont des pratiques diagnostiques essentielles pour les
distinguer de [linfection tuberculeuse. Ces méthodes permettent d'éviter les
confusions souvent rencontrées entre ces deux types d'infections en raison de la
similarit¢ des deux tableaux «cliniques et garantissent une prise en charge

thérapeutique appropriée et ciblée
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Résumé

La tuberculose demeure un grave probléeme de santé publique, aussi bien a
I’échelle nationale, qu’a [I’échelle internationale, vu sa prévalence, sa contagiosité et
les dépenses de santé qu’elles suscitent. L'émergence de [linfection VIH et des
souches résistantes aux antibacillaires ont rendu la lutte contre la tuberculose plus
difficile.

Cette étude vise a établir un état des lieux de la prévalence de la tuberculose
confirmée par culture et de décrire les méthodes du diagnostic bactériologique de la
tuberculose au laboratoire de microbiologie au CHU Mohammed VI de Marrakech.

Il s’agit d’'une étude rétrospective réalisée sur une période de 5 ans, allant de
janvier 2018 a décembre 2022 au sein du service de microbiologie de I’hopital Arrazi
du CHU Mohammed VI de Marrakech, incluant tous les patients hospitalisés au CHU
Mohammed VI ainsi que les patients adressés des hopitaux du jour, ayant une
suspicion clinique de la tuberculose toutes formes confondues avec une culture
positive.

Sur les 11634 prélevements traités durant cette période, 275 <cas de
tuberculose toutes formes confondues ont été confirmés par culture. La prévalence de
la tuberculose était en moyenne de 2.36%. La moyenne d’age des patients était de
36.92 ans avec une prédominance masculine. 28.73% des patients provenaient du
service des maladies infectieuses, 21.45% du service de pneumologie. Le reste étant
partagé entre les différents services du CHU Mohammed VI, notamment le service de
Pédiatrie A et les patients adressés des hopitaux de jour.

L’atteinte pulmonaire était prédominante avec 70.91% des cas, elle était plus
observée chez les patients du sexe masculin avec un sexe ratio Homme/Femme de
1.37, contrairement a [l'atteinte extra pulmonaire qui a été notée essentiellement chez

la femme avec un sexe ratio Homme/Femme de 0.83. Les formes extra pulmonaires
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étaient dominées par [I'atteinte ganglionnaire (32%) suivie par [|’atteinte pleurale (29%)
et neuro-méningée (29%).

La co-infection VIH-tuberculose a été notée dans 13.82% des patients. Aucune
différence de prévalence des formes graves entre les patients séropositifs et les
patients séronégatifs n’a été retrouvée.

Les prélevements recus au laboratoire de microbiologie étaient majoritairement
d’origine pulmonaire (80.67%). L’examen direct des frottis aprés coloration de Ziehl-
Neelsen était positif chez 21.09% des patients. Aprés mise en culture, les délais de
culture étaient respectivement de 12.67 jours pour le milieu MGIT et de 40.36 jours
sur milieu LJ.

Chez les 275 patients ayant une culture positive, 25.45% ont bénéficié d’un
examen GeneXpert qui s’est révélé positif chez 84.25% des patients. La tuberculose
multirésistante représentait 7.63%, tandis que la résistance a la Rifampicine isolée
représentait 1.45% des cas.

La culture reste la méthode de référence pour le diagnostic de la tuberculose,
étant économique et accessible tout en permettant de confirmer le diagnostic et de
tester la sensibilité aux antibacillaires. Néanmoins, le temps de croissance bactérienne
représente un inconvénient significatif. A [Iinverse, le GeneXpert offre des résultats
plus rapides, permettant a la fois la détection des bacilles tuberculeuses et le test de

la résistance et aux antibacillaires.
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Abstract

Tuberculosis remains a serious public health issue both nationally and
internationally, given its prevalence, contagiousness, and the healthcare costs it
incites. The emergence of HIV infection and drug-resistant strains have made
combating tuberculosis more challenging.

This study aims to establish an overview of the prevalence of tuberculosis
confirmed by culture as well as to describe the microbiological diagnostic methods of
bacteriological diagnosis of tuberculosis in the microbiology laboratory at the
Mohammed VI University Hospital Center in Marrakech.

It is a retrospective study conducted over a five-year period, from January
2018 to December 2022, at the microbiology department of Arrazi Hospital, CHU
Mohammed VI of Marrakech. It includes all patients hospitalized at CHU Mohammed
VI as well as day hospital patients with a clinical suspicion of tuberculosis in all its
forms with a positive culture.

Out of the 11,634 samples processed during this period, 275 cases of
tuberculosis in all forms were confirmed by culture. The prevalence of tuberculosis
was oh average 2.36%. The average age of the patients was 36.92 years with a male
predominance. 28.73% of the patients came from the infectious disease department
and 21.45% from the pulmonology department. The rest were shared among various
departments of CHU Mohammed VI, notably Pediatric A, and patients referred from
day hospitals.

Pulmonary involvement was predominant, accounting for 70.91% of cases, and
was more observed in male patients with a male/female sex ratio of 1.37, unlike
extrapulmonary involvement, which was mainly noted in women with a male/female
sex ratio of 0.83. Extrapulmonary forms were dominated by lymph node involvement

(32%) followed by pleural (29%) and neuro-meningeal (29%).
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HIV-tuberculosis co-infection was noted in 13.82% of cases. No difference in
the prevalence of severe forms between seropositive and seronegative patients was
noted.

Samples received at the microbiology laboratory were predominantly of
pulmonary origin (80.67%). Direct examination of smears after Ziehl-Neelsen staining
was positive in 21.09% of cases. After culturing, growth times were respectively 12.67
days for MGIT medium and 40.36 days for L) medium.

Among the 275 patients with a positive culture, 25.45% underwent a GeneXpert
examination, which was positive in 84.25% of cases. Multidrug-resistant tuberculosis
accounted for 7.63%, while isolated rifampicin resistance represented 1.45% of cases.

Culture remains the reference method for diagnosing tuberculosis, being
economical and accessible while allowing confirmation of the diagnosis and testing
sensitivity to antibacterial drugs. However, the time for bacterial growth is a
significant disadvantage. Conversely, GeneXpert offers faster results, enabling both
the detection of tuberculous bacilli and testing for drug resistance. Its high cost and

infrastructure needs limit its use on a large scale.
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ANNEXES
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Fiche d’exploitation :

Identité

N° dossier: ....ccocovevveeveniennnnn.
Nom et prénom : ..........................

Sexe: 0O Homme 0O Femme

Service demandeur: ...........cooiiiiiiis

Données cliniques

Formes cliniques de la tuberculose
Pulmonaire ]

Extra pulmonaire

* Ganglionnaire O
* Pleurale |
* Neuro-méningée O
* Digestive |
* Ostéo articulaire O
* Autre m|
Statut VIH
Positif |
Négatif O
Inconnu O
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Données bactériologiques

Nature du prélévement

Pulmonaire
Expectorations
LBA
PDP
Biopsie bronchique
Biopsie Pulmonaire
Autre

Examen microscopique direct
Négatif
Positif
Douteux
+
++
+++
+4+++

Résultats de la culture
Délai de pousse sur milieu MGIT :
Délai de pousse sur milieu LJ :
Test rapide :

Etude de sensibilité aux antibacillaires
S

I
R
E

GeneXpert
Positif
Négatif
Non réalisé

Ooooooao

Ooooo0ow

d

Extra-pulmonaire
Pus
Biopsie ganglionnaire
Cytoponction ganglionnaire
Liquide pleural
LCR
Liquide articulaire
Liquide d’ascite
Ecouvillon cutané
Urines
Selles
Autre

o ooo =

Oo0oooDooooooao
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Mode opératoire de la préparation du réactif de digestion et de

décontamination d’échantillons :

Mode opératoire de la préparation du réactif

de digestion et décontamination

d’échantillons pour le traitement d’échantillons mycobactéries

Verser le contenu d’un sachet dans une
fiole jaugée de 500 mL et remplir jusqu’au
repére avec de I'eau purifiée.

Transférer la solution tampon dans un
récipient a bouchon vissé et autoclaver a
121 °C pendant 15 minutes avec le
bouchon desserré.

Refroidir jusqu’a température ambiante,
puis revisser le bouchon.

Desserrer le bouchon du réactif.

Localiser I'ampoule dans le flacon,
appuyer pour faire échapper |air du flacon
et revisser le bouchon.

En maintenant le flacon en position
verticale, presser le flacon au niveau de
I'ampoule jusqu’a ce que I'ampoule se
brise.

Mélanger doucement pour dissoudre le
NALC.

UNE FOIS L’AMPOULE BRISEE, UTILISER LE
REACTIF DANS UN DELAI DE 24 HEURES.

Ajouter un volume égal d’échantillon et de
solution NALCNaOH activée (environ 10 mL

de chaque) a un tube a centrifuger a
bouchon a vis de 50 mL stérile.
Revisser le bouchon
Vortexer jusqu’a liquéfaction de
I’échantillon.
Si L’échantillon est particulierement
visqueux, ajouter de la solution NALC-NaOH
et mélanger de nouveau.

Laisser le mélange reposer a température

ambiante pendant 15 minutes en remuant
doucement de temps a autre.

Eviter de prolonger le traitement de
I'échantillon

Ajouter le tampon phosphate préparé au
préalable jusqu’au repére a 50 mL du tube.

Centrifuger 15 a 20 minutes a 3000 g.
Décanter doucement tout le fluide
surnageant.

Ajouter une petite quantité du tampon
phosphate a pH 6,8 (p. ex., 0,5 a 2,0 mL) et
remettre en suspension le culot.

Utiliser la suspension pour la
préparation de frottis et la
réalisation des tests

d’identification des
mycobactéries

MASTERLAB
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Mode opératoire des tests d’identification des mycobactéries :

Mode opératoire des

tests d’identification des mycobactéries

BBL MGIT OADC contient 15 mL de supplément
d’enrichissement Middlebrook OADC.
0,5ml supplément Albumine bovine
d'enrichissement Middlebrook Catalase
OADC J Dextrose
| Acide oléique

Tube MGIT

BBL MGIT PANTA contient un mélange lyophilisé
d’agents antimicrobiens.

Polymixime B .........cccooeuneeienensccanacncnnes 6.000 unités
Triméthoprime
Amphothéricine B
Azlocilline

Acide nalidixique

0,1 ml du mélange |y0ph||lsé
d’agents antimicrobiens

... .600.ng
. 600 pg

"’
Tube MGIT

0,5 ml de echanton}a\

aprés décontamination

Incubation & 37°C dans le MGIT et dép6t d'une
goutte (0,1 mL) d’échantillon sur une gelose

7H10 ou tout autre milieu solide pour
mycobactéries

-
Tube MGIT

<

MASTERLAB
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Mode opératoire des tests de sensibilité du Mycobacterium tuberculosis

aux antibacillaires :
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