UNIVERSITE NAZ| BONI
BOBO-DIOULASSO

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES
NATURELLES ET AGRONOMIQUES

ol

& %

) )
n ' N 4

UNB

(6’“(’5 Na..
(9 % 0

Année academique 2018- 2019

THESE UNIQUE
Présentée et soutenue publiquement le xx xxxx 2019
Pour obtenir le grade de

Docteur de I’Université NAZI BONI de Bobo-Dioulasso
En
Biologie Appliquee et Modélisation des Systemes Biologiques
Spécialité : Microbiologie
Par
Sidbéwendé Antoinette ILBOUDO/ KABORE

Directeur de thése Présidant du Jury

Lassana SANGARE, Professeur titulaire, Séverin Y. ANAGONOU, Professeur titulaire,
Université Pr Joseph Ki-Zerbo, Ouaga 1, Burkina Université d’Abomey Calavi, Bénin

Faso

Co-Directeurs Rapporteurs et membres

Nicolas MEDA, Professeur titulaire, Université

Joseph KI-ZERBO, Ouaga 1, Burkina Faso

Juliette TRANCHOT-DIALLO, Maitre

assistante, Université Nazi BONI, Bobo-

Dioulasso, Burkina Faso




DEDICACES




DEDICACES

Au Seigneur, le miséricordieux,

A mon époux Guillaume et a nos filles : Mélaine et Audrey, merci d’étre 13,
A mes parents Gabriel et Hélene TIENDREBEOGO,

A Nadine ma belle-sceur qui nous a quitté prématurément, paix a son ame,

A mes fréeres et seeurs : Camille, Sidonie, Viviane et Sylvestre,

A toute ma grande famille et belle Famille.



REMERCIEMENTS




REMERCIEMENTS

Ce travail de thése réalisé au Laboratoire de Mycobactériologie du centre MURAZ a été rendu
possible grace a I’effort conjoint de plusieurs personnes et au soutien financier :

i) de 1’Agence Nationale de recherche sur le sida et les hépatites (ANRS) relative a
Iétude intitulée « Impact de la co-infection VIH/Mycobacterium tuberculosis
sur la dynamique de la transmission de la tuberculose au Burkina Faso »
(DYTRAVIHT ; ANRS 12224), et a I’arbitrage avisé des responsables du centre
MURAZ notamment le Pr Nicolas Méda et le Dr Hervé Hien qui a permis la
réalisation de la premiére partie de cette thése,

i) ii) et de I’Institut des Maladies Tropicales (IMT) d’ Anwers qui a travers le projet
« Strategic Network TB » a permis un financement complémentaire de cette thése.

C’est donc tout naturellement que je me dois de remercier :

Professeur Lassana Sangaré, Professeur titulaire et Directeur de la thése.

Déja au DEA, j’ai pu apprécier votre aisance dans 1’art oratoire, VoS talents d’enseignant passionné
hors norme qui fait votre réputation dans le milieu estudiantin, mais surtout qui impacte et impactera
durablement sur la qualité de I’enseignement au Burkina Faso. C’est en m’inspirant de la rigueur de
VoS raisonnements scientifiques et la pertinence de vos points de vue sur les questions scientifiques
en général mais aussi et surtout sur les nombreuses hypotheses autour de cette séculaire
problématique des contaminations qui a fait 1’objet de la thése que j’ai pu progresser a chaque
moment décisif. Merci également de vos conseils avisés et vos encouragements permanents. Merci

pour la révision des manuscrits et la correction de ce document. Merci pour votre bienveillance.

Professeur Nicolas Méda, Professeur titulaire et Co-directeur de la thése.

Vous m’avez fait confiance, inspiré et conseillé. VVous avez initié la collaboration avec le Professeur
Sangareé pour la direction de cette these et contribué de maniere efficace, notamment sur les aspects
méthodologiques. Vous n’avez pas hésité a signer de nombreuses lettres de recommandation et
autorisations pour faciliter I’inscription en Master et ou thése des Pharmaciens et Médecins, mais
aussi des ingénieurs et TBM de I’INSP/ Centre MURAZ. Je voudrais vous exprimer toute ma
gratitude. Au-dela de 1’évolution des carriéres individuelles de toutes ces personnes que vous avez

soutenu c’est la nation entiére qui gagne en niveau d’éducation et je 1’espére en maturité.



Docteur Juliette Tranchot-Diallo, Maitre assistante et co-Directrice de la these.

Vous m’avez fait I’honneur une fois déja en participant a mon jury de DEA et vous avez cette fois
encore spontanément accepteé la proposition du Professeur Lassana Sangaré et du Professeur Nicolas
Méda de codiriger ce travail de these. Votre logique imparable, la cohérence de vos raisonnements
et vos reflexes de scientifique avisée m’ont permis de progresser dans les travaux de la thése. Je
voudrais également vous remercier pour la révision des articles et surtout la correction de ce
document de thése. Merci pour vos précieux conseils notamment ceux sur I’autosuggestion, merci
pour vos encouragements permanents et les poses que vous m’avez obligé a prendre au cours de cet

exercice. Au-dela de la these, j’ai pu également apprécier vos nombreuses qualités humaines. Merci de votre

bienveillance.

Docteur Hervé Hien, Maitre Assistant et Directeur Générale de I’Institut Nationale de Santé Publique
(INSP).

Avant la direction de I’INSP, vous avez été a la direction du Centre MURAZ et avant cela vous avez dirigé
1’équipe tuberculose ou j’ai pu participer a vos coté a la mise en ceuvre de projets de recherche. Nos échanges
sur les nombreuses difficultés qu’engendraient les contaminations des cultures principalement au cours de
I’étude DYTRAVIHT et surtout vos reflexes de spécialiste en santé publique / systeme de santé, ont tout
naturellement conduit & ce que nous identifions ce probléeme comme étant prioritaire pour le contrdle de la
tuberculose au Burkina Faso. J’ai pu également apprécier votre disponibilité et votre patience. Vous avez
toujours une solution a tout et malgré vos apparences de va en guerre, vous étes d’une grande bonté. Merci

de votre bienveillance.

Docteur Dezemon Zingué.

Responsable du Laboratoire Central de Référence (LCR). Pendant que vous étiez a Marseille pour votre
thése, vous avez trouvez du temps pour réaliser les analyses de mes souches au MALDI-TOF et une fois
de retour a Bobo vous n’avez ménagé aucun effort pour m’accompagner dans cet exercice difficile qu’est la
thése. Merci surtout pour nos enrichissants échanges qui m’ont rendue meilleure, merci pour tes précieux

conseils, et la révision des manuscrits.

Docteur Adama Sanou.

Responsable de 1'unité de recherche des mycobactéries et voisin de bureau. Avec vous les échanges et les
discussions scientifiques et méme politiques ont été autant de moments de réel enrichissement. La recherche
du financement complémentaire pour la thése s’est faite dans une action conjointe par I’équipe du laboratoire
des mycobactériologies ; mais vous avez défendu le dossier auprés du réseau « Strategic Network TB »,
permettant ainsi de décrocher ce financement complémentaire pour la mise en ceuvre des travaux de cette

thése. Merci pour cela et merci également pour la révision des manuscrits, le rappel des documentaires



scientifiques a suivre sur la chaine ARTE et sur Science et vie, et surtout merci de m’avoir prévenu de tenir

les tasses de café a bonne distance de mon PC.

Professeurs Georges Anicet Ouédraogo, Rock Dabiré, Tarnagda Zékiba, Diabaté Abdoulaye et Tinto
Alidou.

Je n’ai pas travaillé sur la lutte antivectorielle, ni sur le vaccin contre le paludisme, encore moins sur les
grippes mais ’'universalité de la science fait que j’ai pu bénéficier des expériences, des nombreux conseils

avisés et des encouragements permanents de chacun d’entre vous.

Docteurs Clément Meda et Abdoulaye Ouédraogo.

Vous avez facilité la mise en ceuvre des études en délivrant les autorisations et les avis nécessaires.
Docteur Dramame Kania responsable du Département des Sciences Biomédicale (DSB) Docteur Thérese
Kagoné chef du Laboratoire Nationale de Référence des Fiévres Hémorragiques Virales (LNR/ FHV),
Docteurs Diane Valéa, Michel Gomgnimbou, Armel Sanou, Moussa Namoutougou, Cissé Mamadou ,
Amadou Maiga , Aristide Hien , Ouangrawa soumeya, Léa Bonkian, Dr. Aline Ouoba, Etienne Bilgo,
pour nos échanges enrichissants, la documentation fournie, les soutiens multiformes et I’ambiance
bon enfant qui régne dans les couloirs des laboratoires et des bureaux du Département.

Mention spéciale au Docteur Cissé Mamadou, votre aide en analyses des données et en utilisation

de Mendeley m’a été précieuse. Merci ¢galement pour vOS encouragements permanents.

Tout le Personnel de DP’INSP/ Centre Muraz, particulierement le personnel de la
Mycobactériologie, de la Bactériologie classique, du LNR/ FHV, de la virologie, de la laverie et les
stagiaires pour I’appui apporté. Mention spéciale 8 Mounini Nouctara, Kabré Eli, Kobo Gnada et
Mamoudou Ouédraogo, Ousséni Bandaogo, Ousseni Zouré, Louis Belem qui ont participé aux

analyses de laboratoire ou apporté des solutions aux difficultés que nous avons rencontrées.

Le personnel du Programme National de Lutte contre la Tuberculose, le personnel du CRLAT
ainsi que ceux des différents Centres de Diagnostic de Traitement de la Tuberculose pour leurs
collaborations et/ou participation aux différentes études. Mention spéciale a Mme Koutou Félicité,
Edouad Kalmogo, pour nos échanges fructueux, I’enrdlement des patients et la collecte des

échantillons.

Toutes les personnes qui ont contribué d’une maniére ou d’une autre a la réalisation de ce travail.

Recevez ici ma profonde gratitude

Enfin tous les patients qui ont consentie a participer aux différentes études.



Remerciements aux membres du jury et aux rapporteurs

TABLE DES MATIERES




Table des matieres

DEDICACES 2
DEDICACES 2
2

REMERCIEMENTS 3
12

SIGLES ET ABREVIATIONS 13
TABLE DES ILLUSTRATIONS 14
LISTE DES FIGURES 15
LISTE DES TABLEAUX 17
LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS 19
RESUME 22
CHAPITRE 1 : INTRODUCTION GENERALE 24
I. Contexte et problématique 25

Il. Objectifs et organisation de la these 29
II.1. Objectif général 29

I.2. Objectifs spécifiques 29

lll. Organisation de la thése 29
CHAPITRE 2 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 31
I Histoire et dates marquantes de la tuberculose 32

Il. Epidémiologie de la tuberculose 34
[.1. Dans le monde 34

I1.2. Dans la sous région 35

II.3. Au Bukina Faso 37

I.4. Strategies de I'OMS pour lutter contre la tuberculose 38

lll.  Modes de transmission et pathogénése de la tuberculose 39
IV. Caracteres bactériologiques des mycobactéries 41
IV.1. Classification 41

IV.2. Morphologie et structure 42

IV.3. Caractéres culturaux 44
IV.3.1. Conditions de culture 44
IV.3.2. Milieux de culture 44
IV.3.3. Caractéristiques des cultures 44

IV.4. Caracteres biochimiques 45



file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624047
file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624048
file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624053
file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624058
file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624064

IV.5. Caracteres antigéniques

IV.6. Propriétés physico-chimiques

V. Diagnostic au laboratoire de la tuberculose

46
46

49

V.1. Diagnostic direct

V.1.1. Prélévement des échantillons

V.1.2. Conservation des expectorations

V.1.3. Transport des expectorations

V.1.4. Examen microbiologique

V.1.4.1. Examen microscopique

V.1.4.2. Mise en culture des expectorations

V.1.4.3. Identification biochimique

V.1.4.4. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

V.1.4.5. Contaminations des cultures et cultures négatives avec une microscopie positive

V.1.5. Diagnostic moléculaire de la tuberculose

V.1.5. 1. Diagnostic a partir de cultures positives

V.1.5. 2. Diagnostic moléculaire a partir de I’échantillon clinique

V.2. Diagnostic indirect

V.2.1. Tests IGRA

V.2.2. Test de I'intradermo-réaction a la tuberculine

VI. Traitement de la tuberculose

50
50
50
51
51
51
54
58
59
61
64
64
69
72
72
72

73

VII. Prophylaxie

74

CHAPITRE 3 : MATERIEL ET METHODES

l. Cadre et sites d’étude

76
77

Il. Population et période d’étude

78

I1l. Criteres d’inclusion et de non inclusion

78

[11.1. Criteres d’inclusion

[11.2. Criteres de non inclusion

IV. Echantillonnage et inclusion des patients

78
79

79

IV.1. Echantiollonnage

IV.2. Inclusion des patients

79
79

V. Collecte, conservation et acheminement des expectorations au laboratoire de Mycobactériologie.

79

VI. Analyses des échantillons d’expectorations au laboratoire

80

VI.1 Préparation des milieux de culture de L-J

VI.2. Biosécurité

VI1.3. Mise en culture des expectorations

VI.3.1. Décontamination des expectorations

V1.3.2. Inoculation des culots de décontamination et examen des cultures

VI.3.3. Controle de qualité des cultures

VI.4. Considérations éthiques

CHAPITRE 4 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Partiel relative a l'article 4

Titre : « Comparaison de deux méthodes de décontamination des expectorations pour la
culture des mycobactéries au Burkina-Faso : Acide oxalique5% versus NaOH 4% ».

l. Introduction

80
82
83
83
84
85
86

87
88

88
90

Il. Matériel et Méthodes

II.L1. Type d’étude

I1.2. Cultures des expectorations et identification des mycobactéries

II.3. Analyse des données

91
91
91
91


file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624101
file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624119

Ill. Résultats 91

IV. Discussion 93
V. Conclusion 93
Partie 2 relative I'article 1 94

Titre : « Analyse de l'influence des facteurs pré-analytiques température et durée de

conservation des expectorations sur les contaminations de cultures de mycobactéries ». 94
I. Introduction 96
Il. Matériel et méthodes 96
lll. Résultats 97
IIl.1 Caractéristiques de la population d’étude 97
[1.2. Application des recommandations concernant les modes et les durées de conservation des
expectorations 98
I11.3. Association de la température et de la durée de conservation des expectorations aux contaminations des
cultures 99
IV. Discussion 101
V. Conclusion 104
Partie 3 relative a I'article 2 104

Titre : « Effet d’un bain de bouche antiseptique a base de la Chlorhexidine sur les

contaminations de cultures des mycobactéries au Burkina Faso ». 104
I. Introduction 106
Il. Matériel et Méthodes 107
II.1. Cadre et type d’étude 107
I1.2. Inclusion des patients et collecte des expectorations 107
II.3. Détermination des taux de contaminations et des scores CFU des cultures positives 108
I1.3.1. Mise en culture et détermination des contaminations 108
I1.3.2. Détermination des scores CFUs de cultures positives 108
I.4. Caractérisation morphologique des types de contaminants résiduels 109
II.5. Analyses statistiques 109
Ill. Résultats 110
I1l.1. Caractéristiques de I’échantillon 110
[1.2. Effet du bain de bouche a base de la chlorhexidine sur les contaminations de cultures 111
[11.3. Effet du bain de bouche a base de la chlorhexidine sur les scores des colonies de mycobactéries 112

I1.4. Caractérisation morphologique et comparaison des fréquences des types de microorganismes
contaminants résiduels 113
IV. Discussion 116
V. Conclusion 119
Partie 4 relative a I'article 3 120

Titre : « Identification des bactéries sporulant isolées des cultures contaminées de Lowenstein
Jensen et efficacité de la Vancomycine a réduire les contaminations de cultures des

mycobactéries au Burkina Faso ». 120
I. Introduction 122

Il. Matériel et Méthodes 123
II.1 Echantillon 123

I1.2. Subcultures et caractérisation morphologique des isolats 124

I1.3. Identification des bactéries sporulantes 125

I1.3.2. Contréle de qualité externe des identifications 126




II.4. L’Efficacité des milieux LJ supplémentés de VCNT sur les contaminations de culture des expectorations128

Il. 5. Tolérance des mycobactéries et susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT

Ill. Résultats

129
130

IIl.1. La caractérisation morphologique

[11.2. Identification des bactéries sporulantes

130
133

[1.3. L’Efficacité des milieux LJ supplémentés de VCNT sur les contaminations de culture des expectorations135

I1l.4. Tolérance des mycobactéries et susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT
I11.4.1. Tolérance des mycobactéries au VCNT

[11.4.2. Susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT

IV. Discussion

135
135
136

140

V. Conclusion

145

Partie 5 relative a I'article 5

CHAPITRE 5 : DISCUSSION GENERALE

CHAPITRE 6 : CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

CHAPITRE 7 : REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

CHAPITRE 8 : ANNEXES

ANNEXES

ANNEXE 1 : FICHE DE COLLECTE DES DONNEES 1

146
147
156
156
157
159
159
160
178
179
182

ANNEXE 2 : FICHE DE COLLECTE DES DONNEES 2

183

ANNEXE 3 : PROFIL API DE FERMENTATION DES DIFFERENTS GROUPES DE BACTERIES SPORULANTES

184

ANNEXE 4: CURRICULUM VITAE

185

10


file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624178
file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624179
file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624182
file:///C:/Users/Dr/Desktop/résistance_TB/thèse_Antoinette-21Aout2019-vu-Tranchot%20V2-Sangaré-4.docx%23_Toc17624185




SIGLES ET ABREVIATIONS




ADN :
ARN :
ATS
BCG:
BCP
CCP
CDT:
CRLAT :
DOTS
DYTRAVIHT :
FDA :
HAS :
IGRA :
L-J:
LPA :

MALDITOF-MS :

MNT :
MTBc :
NAAT:
OADC
OMS .
ONU :
PANTA :
PNT:
RR:
TB-MDR/ RR:
Th-UR
TCB
TDC
VCNT
VIH :
WHO :
ZN:

SIGLES ET ABREVIATIONS

Acide DésoxyriboNuclégiue

Acide RiboNucléique

American Thoracic Society

Bacille de Calmette et Guérin

Bromure de cétylpyridinium

Chlorure de cétylpyridinium

Centre de Depistage et de Traitement

Centre Régional de Lutte Antituberculeuse

Directly Observed Therapy Strategy (DOTS)

Impact de la coinfection VIH/MTB sur la dynamique de la transmission de la tuberculose
Food and Drug Administration

Haute Autorité de Santé

IFN-Gamma Release Assays

Léwenstein- Jensen

Line Probe Assays

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight Mass Spectrom
Mycobacteries non tuberculeuse

Complexe mycobacterium tuberculosis

Tests d’ Amplification des Acides Nucleiques
Oléique acid, bovine albumin, dextrose and catalase.
Organisation mondiale de la santé

Organisation des Nations Unies

Polymixin B, Amphotericin B, Nalidixic acid, Trimethoprim et Azlocillin
programme National Tuberculose

Rifampicine Résistant

Tuberculose Multi Résistants ou RIF Résistant
Tuberculose Ultra résistante

Tuberculose confirmé Bactériologiquement
Tuberculose diagnostiqué cliniquement
Vancomycine, Colistine, Nystatine, Trimethoprim
Virus de I’Immunodéficience Humaine

World Health Organization

Ziehl-Neelsen

13



TABLE DES ILLUSTRATIONS

[HEN



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Sanatorium de Pineta del Carso (Ledo et Portaels, 2007) .......cccccevvvvevveveiieeseeie e 33
Figure 2 : Incidence de la tuberculose dans le monde en 2017(WHO, 2018)Erreur ! Signet non
défini.

Figure 3 : Profil épidémiologique de la tuberculose au Burkina Faso (WHO, 2018)Erreur ! Signet
non defini.

Figure 4 : Différents scénarios et mécanismes immunitaires sous-jacents de I’infection a M.

tuberculosis (HOFfmann et al., 2005) ........cuiiiiiiiie e 40
Figure 5 : Structure du granulome tuberculeux, Adapté de Gil et al. (2010).........ccocevevererreneennn. 41
Figure 6 : Systématique des especes du genre Mycobacterium..........cccccoveveeveiieeieevesee s 42
Figure 7 : Schéma de I’enveloppe des mycobactéries (Daffé et al. 1998).........cccccevvvviviiiiinnnnn, 43
Figure 8: Classification des microorganismes selon leurs sensibilités aux biocides (McDonnel et
RUSSEILL 1999, ittt r et e st e s ae et e e Rt e been e eRe e te et e re e teeneenreenen 48
Figure 9: Aspect des BAAR apres coloration de Ziehl-Neelsen (A) et aprés coloration a I’auramine
(B) (PNT, 2016). 1.veuiereiteierieiieiesieseaiestesieesieste e sestesteseetessessesesbesbesaesesbeseeseabesbessesessesbeseasesbeseesenneeas 52
Figure 10 : Schéma de réalisation des tests d’hybridation des sondes d’acide nucléiques (Caulfield
=L 0 ) OSSR 65
Figure 11 : Schéma des sondes hybridées sur bande de nitrocelluloses, test de Genotype MTBC,
Hain Liefescience (Caulfield et al., 2016) .........ccceiieiiiiiiicce e 66
Figure 12: MALDI-TOF mass spectrometry operation schematic (Caulfield et al., 2016).............. 68
Figure 13 : Systéme Xpert et cartouche du test MTB/RIF pour la détection des MTBc et les
mutations associées aux résistances a la RIF (Caulfield et al., 2016)...........ccccceeveiieiicieiiecee, 70
Figure 14 : Réaction a la tuberculine (Singh et Espitia, 2007) .......c.cccoovveiieieiieceeceeee e 73
Figure 15 : Carte des sites d’évaluation de ’étude. ...........cocviiiiiiiiiiie e 78
Figure 16: Crachoir stérile aveC DOUCNONS & VIS. ......cc.oiiiiiiiiiiiiicese e 80
Figure 17: FrioCell (PROTO KA. ..ottt ra e e baesneas 82

Figure 18: Technologiste biomédicale inoculant les milieux de L-J sous un poste de sécurité
microbiologique de classe Il et portant les équipements de protection Individuelle (Photo KA, URM,
INSP/CENIE MURALZ). ...ttt b bbbttt bbbt 83

15



Figure 19: Consommables et petits équipements de laboratoire utilisés dans le processus de mise en

culture : (A) Tubes Falcon ; (B) Agitateur de Khan ; (C) Centrifugeuse réfrigérée ; (D) Pipettes

pasteur (Photo KA, URM, INSP/Centre MURAZ). ......cccoiiiiiiiiie e 84
Figure 20: Quelques étapes de I’inoculation des milieux de culture (Photo KA, URM, INSP/Centre
IMIURALZ). .t bbb bbb bbb e bt bt ettt eb e r e 85

Figure 21: Contamination des cultures selon de la temperature et de la durée de conservation des
EXPECLOTATIONS ...ttt bbbt bkt s e e et b e e bbbt bt h e b e b bbb ere s 101
Figure 22 : Microscope optique Olympus BX53 connecté a son ordinateur (Photo KA, URM,

INSP/CENIIE MURAZ). ..ottt sttt st e ettt se b et enenne s 109
Figure 23: Flow chart resumant la collecte et le traitement des expectorations. .............c.cccceeneene 111
Figure 24 : Fréquences des contaminants résiduels issues des milieux de L-J contaminés........... 114
Figure 25 : Bactéries sporulantes au microscope BX 53 (x 1000) (Photo KA, URM, INSP/Centre
IMURALZ). .ottt s b bbbt s bt e st b e b e e Rt e b et et e s e e b b e ne et et et anenne e 115
Figure 26 : Microscope Leica EZ4HD connecté a un ordinateur (Photo KA, URM, INSP/Centre
IMIURALZ). ..ottt sttt ettt s e et e bt e s e e bt et e e st e e R e et e neees e e beenteaneenbeeneeaneenneenteas 125
Figure 27 : Profil de fermentation sur APISOCH/B d’une souche de Bacillus cereus (Photo KA,
URM, INSP/Centre MURAZ). .....ccocoi e Erreur ! Signet non défini.

Figure 28 : Protocole d’identification par la galerie API SOCH/B ........ Erreur ! Signet non défini.
Figure 29 : Protocole d’identification des bacteries contaminants par le MALDI-Tof/MS. ......... 128
Figure 30 : Cellules et colonies de B. cereus, B. licheniformis et Paenibacillus (Photo KA, URM,
INSP/CENIIE MURALZ). ... bbbttt bbb 132
Figure 31 : profiles de fermentation des hydrates de carbones par les bactéries sporulantes......... 133
Figure 32 : Photo de colonies dénombrable sur milieux de L-J supplémentés de VCNT ............. 136

Figure 33: Susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT a differentes concentrations de

VANCOMYCINE. ..ottt ettt bbb Erreur ! Signet non défini.
Figure 34 : Aspects des contaminations sur les milieux de LJ (Photo KA, URM, INSP/Centre
IMIURALZ). .ottt bbbt st s e st e et ke e bt e bt e b e e st e n e b et e benbeabeane e 139

16



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Estimation du fardeau de la tuberculose dans la sous-région (OMS, Profils pays)......36

Tableau 2: Indicateurs clés extraits des données profils de la tuberculose dans les pays de la sous-

(=TT TSR 37
Tableau 3: Aspect des colonies et caractéristiques biochimiques des especes du complexe M.
tuberculosis (Adapté de De Waard et Robledo, 2007).........ccccveieieieiieieie e 45
Tableau 4: Sensibilité des mycobactéries aux désinfectants...........cccocevvvvieviviiciecicccse e 47
Tableau 5 : Modalités de réponse standardisée pour la lecture des examens microscopiques........ 53

Tableau 6 : Synthese des études sur les contaminations ou les recouvrements de cultures des
mycobactéries entre 2009 a 2019 dans les pays a ressources limitées..........cccoevveverererieriesieenannns 63
Tableau 7 : Résultats des cultures selon les differentes méthodes de décontaminations................. 92
Tableau 8 : Répartition des expectorations selon la température et durée de conservation en fonction
AES SITES U CONBLLES ...ttt bbbttt sttt sre e enes 99
Tableau 9 : Association de la température et de la durée de conservation des expectorations aux
CONtAMINALIONS S CUITUIES .....veevieieie ettt e st e nae e e eneenes 100
Tableau 10 : Scores des colonies de MYCODACIENIES .........c.covevviiiiiieie e 108

Tableau 11 : Effet du bain de bouche a base de la chlorhexidine sur les contaminations de cultures

Tableau 12 : Effect de la chlorhexidine sur le score des colonies de mycobactéries ................... 113
Tableau 13: Caracteres morphologiques des bacteries sporulantes isolées des cultures contaminées
A8 LOWENSTEIN-JENSEN ...ttt sttt ettt ettt e bt b et e e e e b et e et e nneenes 131

Tableau 14 : Identification des espéces de bactéries sporulantes isolées des cultures contaminées de

Lmd bbb R R £ R R Ao b e b e bR bt bt Rt e et nb bbb ne e 134
Tableau 15: Comparaison des résultats des cultures d’expectorations sur LJ avec ou sans VCNT
........................................................................................................................................................ 135

17



LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

18




LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

LISTE DES PUBLICATIONS

Kabore A, Hien H, Sanou A, Zingue D, Daneau G, Ganame Z, et al. Impact of pré-analytical
factors on mycobacterium cultures contaminations rates in Burkina Faso, West Africa. Pan
Afr Med J. 2014; 19:39.

Kabore A, Tranchot-Diallo J, Sanou A, Hien H, Daneau G, Gomgnimbou MK et al. Why Oral
antiseptic mouth rinsing before sputum collection cannot reduce contamination rate of
mycobacterial culture in Burkina-Faso. Afri Health Sci. 2019;19(1): 1321-1328.
https://dx.doi.org/10.4314/ahs.v19i1.3

Kaboré A, Tranchot-Diallo J, Hien H, Zouré O, Zingué D, Sanou A et al. Identification of spore-
forming bacteria isolated from contaminated Lowenstein Jensen media and effectiveness of
Vancomycin to reduce Mycobacterial culture contamination in Burkina-Faso. Scientific
Reports 2019 ; 9(1) DOI: 10.1038/s41598-019-43662-0

Kaboré A, Zingué D, Tranchot-Diallo J, Sanou A, Hien H, Nouctara M et al. Comparison of
two decontamination methods for the cultivation of mycobacteria from sputum sample in

Burkina Faso: 5% oxalic acid vs 4% NaOH. Revue Africaine de Biologie clinique (in press).

19



LISTE DES COMMUNICATIONS

Kabore A, Hien H, Sanou A, Zingue D, Daneau G, Ganame Z, et al. Impact des facteurs pré-
analytiques sur les contaminations de cultures des mycobactéries au cours du diagnostic de
la tuberculose pulmonaire au Burkina Faso. Communication orale (CO117) 17éme journées
des sciences de la santé de Bobo (Burkina Faso), 06 Mai- 09 Mai 2014.

Kabore A, Hien H, Sanou A, Diallo-TranchotJ, Zoure O, Gomgnimbou MK et al. Les bains de bouche
a base de la Chlorhexidine avant le recueil des expectorations ne permettent pas la réduction
des contaminations de culture des mycobactéries au Burkina-Faso. Communication affichée
p28, 1% Journées Scientifiques du CERMES, Niamey, Niger, 14-16 novembre 2017.

Kaboré A, Tranchot-Diallo J, Hien H, Zouré O, Zingué D, Sanou A et al. Phenotypical
identification of spore-forming bacteria strains isolated from contaminated Lowenstein
Jensen media. Communication orale, 2éme Forum International de la Biologie en Afrique
(FIBAfric) Dakar (Sénégal), 08 - 10 Mai 2018.

Kaboré A, Tranchot-Diallo J, Hien H, Zouré O, Zingué D, Sanou A et al. Caractérisation de
bactéries sporulant isolées des cultures contaminées de Lowenstein Jensen a Bobo-Dioulasso
(Burkina Faso). Communication orale, 4éme Journées de Biologie Clinique du Burkina-Faso
(JBCB), Ouagadougou (Burkina Faso), 19-20 Juillet 2018.

Kabore A, Zingué D, Tranchot-Diallo J, Sanou A, Hien H, Nouctara M et al. Comparaison des
méthodes de Petroff modifiée et de I’acide oxalique pour la décontamination des
expectorations au Centre MURAZ, Bobo-Dioulasso. Communication orale, 4éme Journées de
Biologie Clinique du Burkina-Faso (JBCB), Ouagadougou (Burkina-Faso), 19-20 Juillet 2018.

Kabore A, Tranchot-Diallo J, , Hien H, Zingué D, Sanou A Meda N, Sangaré L. Characterization
of Spore-forming bacteria isolated from contaminated Lowenstein Jensen media and
effectiveness of vancomycin to Rreduce mycobacterial culture contamination in Burkina-
Faso. Communication affichée P150, 13éme International conference on HIV treatment,
Pathogenesis and Prevention Research on Resources-limited sittings (Interest), Accra (Ghana), 14-
17 Mai 2019.

20



RESUME




RESUME

La tuberculose (TB) est I’'une des dix premiéres causes de mortalité dans le monde, la premiere
cause de mortalité due & un agent infectieux unique et 1/3 de la population mondiale en est infecté.
Elle existe sous plusieurs formes anatomiques et cliniques dont la plus fréquente et la plus
contagieuse est la forme pulmonaire qui représente plus de 80% des cas de TB. Malgré 1’évolution
des méthodes de diagnostic par culture, depuis celle de Petroff en 1915 a nos jours, le diagnostic
par la culture des expectorations demeure entravé par des taux élevés de contaminations aux
nombreuses consequences en santé publique particulierement au Burkina-Faso. Cette technique de
diagnostic requiert une étape de décontamination visant a éliminer la flore commensale tout en
préservant les mycobactéries. L’efficacité de la décontamination peut étre influencée par des
facteurs analytiques et pré analytiques qui ont fait I’objet d’études au cours de cette thése, et dont
le but est d’améliorer la qualité du diagnostic afin de contribuer au contréle de la tuberculose voir

a son éradication a terme.

Dans un premier temps, nous avons analysé I’impact des facteurs température et durée de
conservation des expectorations avant leur mise en culture sur la contamination des cultures des
mycobactéries. Nous avons montré que la non-application des recommandations concernant ces
facteurs contribuait & 1’augmentation des contaminations de cultures. C’est principalement la
conservation a température ambiante des expectorations, qui est le facteur associé le plus a la
contamination, comparativement a la durée de conservation. Il apparait aussi que méme le suivi de
ces recommandations ne permet pas d’aboutir a des taux de contaminations proches des seuils

acceptables, suggérant ainsi I’implication d’autres facteurs.

Dans un second temps, nous avons évalué I’effet de la réduction en amont de la charge microbienne
buccale (CMB) avant le recueil des expectorations, par 1’utilisation d’un bain de bouche antiseptique
a base de la Chlorhexidine, sur les contaminations de cultures. Pour cette étude, chaque patient était
son propre contrle et a fourni a la fois les expectorations contrbles et expérimentales.
Etonnamment, le taux de contamination de culture du groupe expérimental n’était pas différent de
celui du groupe contréle (39% contre 41%, p=0,58). Toutefois, la mise en évidence de bactéries
sporulantes, comme étant les contaminants résiduels majeurs au cours de cette étude, a fourni pour
la premiere fois de solides arguments justifiants et permettants une meilleure compréhension de la

source de contaminations.
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Ensuite, nous avons caractérisé les contaminants résiduels majeurs des cultures afin d’obtenir des
informations qui permettront non seulement de mieux comprendre et de connaitre 1’origine probable
des contaminations, mais aussi et surtout de proposer des solutions aux problémes de contamination
des cultures. Les techniques d’identification APl 50CH/B et le MALDI-TOF MS utilisées ont
montré que ces contaminants appartenaient aux genres Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus et
Lysinibacillus et comprenaient huit espéeces dont les plus importantes étaient B. cereus (30%) et B.
licheniformis (21%). Cette identification a permis de mettre en exergue des similarités avec des
isolats identifiés dans d’autres domaines d’étude comme la microbiologie alimentaire. La premiére
était en lien avec les bactéries couramment isolées dans les aliments traditionnels fermentés,
suggerant au moins en partie un lien avec I’alimentation. La deuxieme 1’était avec les bactéries
réguliérement incriminées dans les intoxications alimentaires et les infections pulmonaires
exhortant a la prudence quant au réle éventuel d’agents infectieux que joueraient également ces

contaminants.

Dans un dernier temps, la mise en évidence de ces contaminants majeurs a permis d’orienter nos
recherches sur 1I’évaluation de 1’efficacité d’un milieu sélectif a base de VCNT sur la réduction des
contaminations. Cette étude a montré que le milieu sélectif a base de VCNT a 10% de vancomycine
pourrait é&tre une méthode alternative et/ou complémentaire permettant de réduire les contaminations
de cultures par les bactéries sporulantes en attendant le développement de méthodes plus efficaces

axées sur I’¢élimination de leur talon d’Achille que sont les formes végétatives des bactéries.

En conclusion, les travaux réalises au cours de cette these ont contribué a une meilleure
compréhension de la séculaire problématique des contaminations et ont permis d’améliorer la
qualité du diagnostic de la tuberculose pulmonaire par I’utilisation de milieu sélectif de LJ a base
de VCNT. Enfin, ces travaux nous obligent a amorcer un changement de paradigme dans la

recherche de nouvelles stratégies de décontamination.
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Resumé en anglais

CHAPITRE 1: INTRODUCTION GENERALE

N



I. Contexte et problématique

La tuberculose est une maladie infectieuse, contagieuse, commune a ’homme et aux
mammiféres, causée par Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) et les mycobactéries
apparentées au sein du complexe M. tuberculosis (MTBc) (Ghodbane et al., 2013). Selon
I’organisation mondiale de la santé (OMS), prés d’un tiers de la population mondiale en est infecté.
Elle existe sous plusieurs formes anatomiques et cliniques dont la plus fréquente et la plus
contagieuse est la forme pulmonaire qui représente plus de 80% des cas de TB (WHO, 2014).
D’aprés les estimations de I’OMS, 10 millions de personnes auraient contracté la TB en 2017 et 1,6
million de personnes en seraient décédés (WHO, 2018). C’est une maladie grave qui peut étre

guérie lorsqu’elle est diagnostiquée.

L’¢ére du diagnostic microbiologique a commencé avec la découverte par Robert Koch en
1882, de la cause microbienne de la tuberculose. Il existe aujourd’hui de nombreux outils de
diagnostic de la tuberculose, tous souvent développés pour répondre a des problémes spécifiques
liés au diagnostic. Chaque outil arbore ainsi des avantages et des inconvénients, rendant difficile le
diagnostic microbiologique de la tuberculose. Bien que I’examen microscopique soit la méthode de
diagnostic la plus simple, la moins couteuse, la plus répandue et parfois la seule disponible dans les
centres de diagnostic, il présente une faible sensibilité, une faible spécificité, et ne fournit pas
d’information sur la viabilité ou la résistance des bacilles détectés. La culture est la méthode la plus
sensible, qui permet d'isoler les bacilles viables et d'effectuer des tests de sensibilité aux
antibiotiques nécessaires pour instaurer un traitement efficace. Mais le faible taux de multiplication
des mycobactéries implique une incubation des cultures de plusieurs semaines (2-8 semaines)
entrainant une lenteur dans le diagnostic. L’avénement des systémes automatisés de culture
(Middlebrook et al., 1977) ont réduit considérablement le délai de détection de la croissance de M.
tuberculosis (Rageade et al., 2014), mais la diffusion de ces systemes dans les laboratoires des Pays
a Ressources Limitées ( PRL) reste freinée par leurs colts élevés. Quant aux méthodes moléculaires,
bien que trés rapides, elles font face a plusieurs inconvenients : un colt élevé, une sensibilité
inferieure a celle de la culture et I'incapacité de discriminer entre les bacilles vivants et morts
(Drobniewski et al., 2015). En définitive, quel que soit la méthode utilisée, elle est souvent associée
a la culture sur milieu solide qui demeure la méthode Gold standard du diagnostic de la TB (Ninet

et al., 2011). Cette méthode requiert une étape préalable de fluidification-décontamination pour les
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prélevements poly-microbiens tels que les expectorations. Son éfficacité prouvée dans les pays
développés connait deux inconvénients majeurs dans les pays a ressources limitées. En effet, de
récentes études ont rapportées des taux élevés de contaminations compris entre 15% et 41%. (Ethel
et al., 2009 , Muzanye et al., 2009 ; Ouassa et al., 2011 ; Peres RL et al., 2011 ;Kalema et al.,
2012 ; Sharma et al., 2012 ; Boum et al., 2013 ; Kassaza et al. 2014 ; Redy et al., 2014 ; PNT,
2015 ; Okumu et al., 2017 ; Azam et al., 2018 ; PNT, 2018 ; Zallet et al., 2018), par la méthode
de culture sur milieu de L-J ou d’Ogawa apres différents types de décontaminations (Hydroxyde de
sodium :NaOH ou N-acetyl-cystein + NaOH : Nalc-NaOH). D’autres aux contraire ont rapportés
des taux de contaminations relativement faibles voir acceptables dans certains cas (2-3% pour les
échantillons frais et 5-10% pour les échantillons conservés). Malheureusement, ces faibles taux de
contamination n’ont pas été accompagnés d’une amélioration du taux de recouvrement des
mycobactéries, mais plutét d’une augmentation du taux culture faussement négative (microscopie
positive avec une culture négative) compris entre 12-70% pour la majeure partie de ces études
(Chatterjee et al., 2013 ; Gitteh et al., 2016 ; Diriba et al., 2017 ; Hiza et al., 2017 ; Zallet et
al., 2018 ; Affolabi et al., 2018 ). Dans ces deux cas de figure, cela se traduit par une insuffisance
de recouvrement des mycobactéries, hypothéquant I’efficacité du diagnostic de la tuberculose

pulmonaire par la technique de la culture.

Des facteurs pré-analytiques et analytiques peuvent influencer les contaminations des
cultures. lls se définissent comme étant des facteurs déterminants qui influencent un échantillon
avant ou pendant son examen au laboratoire.

Pendant longtemps, un des facteurs analytiques majeurs a savoir la méthode de décontamination a
été largement étudiée. En effet, depuis la méthode de décontamination de Petroff en 1915, plusieurs
dizaines de méthodes de décontamination a base d’hydroxyde de sodium (seul ou en association
avec des fluidifiants : N-acetyl-cystein), d’acide, de chlorhexidine, de chlorure de cétylpyridinium
(CCP) ont été développées (Kubica et al., 1963 ; Bioforma , 2003; Ferroni et al., 2006 ; Zingué
et al., 2013 ; Shady et al., 2015). Mais du fait qu’aucune de ces méthodes ne fasse 1’unanimite,
I’OMS recommande que chaque laboratoire choisisse la technique qui lui permet d’aboutir a des
taux de contaminations acceptables (Navaiz de Kantor et al., 1998). De plus, le développement
récent de la méthode de décontamination commerciale OMNIgene-Sputum évaluée dans plusieurs
études avec des resultats mitigés (Hiza et al., 2017 ; Zallet et al., 2018 ; Affolabi et al., 2018 ;
Azam et al., 2018), constitue une preuve supplémentaire de la nécessité d’une amélioration des
méthodes de décontamination pour les laboratoires des pays a ressources limitées utilisant la culture

pour le diagnostic et la survaillance de la tuberculose et de la TB-MDR.
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L’intérét de la recherche sur les facteurs pré-analytiques influencant les contaminations des
cultures, remonte aux années 1980. En effet, avec I’avénement du VIH et les résistances aux
antituberculeux, la tuberculose qui était une maladie presque oubliée dans les pays industrialisés
aprés le milieu du 20°™ siécle, a refait surface et avec elle les difficultés de diagnostic, la persistance
des problémes de contaminations malgré le développement de plusieurs dizaines de méthodes de
décontamination. Dans la littérature, nous avons noté 1’évaluation de trois pertinents facteurs

préanalytiques (Paramasivan et al., 1983 ; Muzanye et al., 2009 ; Mclain et al., 2011 ).

Le premier facteur concerne la conservation (température et durée) des expectorations avant
leur traitement. La conservation a température ambiante et les longs délais avant le traitement des
expectorations ont été associés dans quelques études aux contaminations des cultures (Paramasivan
etal., 1983 ; Ethel et al., 2009 ; Redy et al., 2014 ; Azam et al., 2018 ). Dans I’objectif de réduire
ces contaminations, I’'OMS et le Programme National de lutte contre la Tuberculeuse (PNT)
recommandent pour les expectorations qui ne peuvent pas étre traité immédiatement, une
conservation au frais (4°C et 8°C) et un court délai entre le recueil et le traitement des
expectorations : 3-4 jours (OMS, 2015 ), une fois par semaine (Navaiz de kantor et al., 1998) ou
le plut6t possible selon le PNT ( PNT, 2011). A défaut, il est recommandé d’utiliser un milieu de
transport (Rider, 2007 ; De Waard et Robledo, 2007 ; OMS, 2015). Au Burkina Faso, trois
structures du ministére de la santé, a savoir le Centre National de lutte Antituberculeuse (CNLAT),
le Centre Hospitalier Universitaire Sanou Sourro (CHU-SS) et le centre MURAZ pratiquent de
maniére continue ou intermittente, la culture des mycobactéries sur milieux solides de L-J dans le
cadre de la surveillance des résistances aux antituberculeux d’une part, et du diagnostic de la TB
chez certain groupes a risque et des programmes de recherche d’autre part. Selon le PNT, des taux
de contaminations des cultures de I’ordre de 25% et 32% ont été observés au cours des activités de
sureillance de la tuberculose (PNT, 2016 ; PNT, 218). De méme, au Centre Muraz, nous avons été
confrontés a des taux de contamination de culture de I’ordre de 45%. Ce taux, observé au cours de
I’étude sur les résistances primaires et secondaires aux antituberculeux (Etude PNT 2009-2011) n’a
pas été publié pour des raisons juridiques. Bien que nous ayons connaissance de la non-application
des recommandations concernant les conditions de conservation des expectorations, nous en

ignorions le niveau réel et son impact sur les contaminations des cultures.

Le deuxiéme facteur est la charge microbienne buccale. Dans les années 2009-2012, la
réduction de la charge microbienne buccale par I’utilisation de bain de bouche a 1’eau ou avec un
antiseptique fut évaluée dans quelques études dans le but de réduire les contaminations (Muzanye

et al., 2009 ; Kalema et al., 2012 ; Peres et al., et 2011). En effet, la concentration en
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microorganismes est un facteur d’influence de I’efficacité des désinfectants et des décontaminants
(Prescott, 2003). Cela est di au principe d’élimination logarithmique des germes en fonction de la
durée d’application des agents désinfectants. Ainsi, une antisepsie de la bouche avant le recueil des
expectorations permet une réduction de la charge microbienne buccale et favoriserait le recueil
d’expectorations moins contaminées, ce qui aurait pour effet I’amélioration en aval de I’efficacité
de la décontamination lors de la phase analytique au laboratoire. Des auteurs comme Peres et al. en
2011 et Kalema et al. en 2012 ont montré que le recueil des expectorations apres le ringage de la
bouche avec un antiseptique permettait une importante réduction des taux de contaminations des
cultures (Peres et al., 2011 ; Kalema et al., 2012). Du fait que I’hygiéne buccodentaire soit
insuffisante au Burkina Faso (Petersen et al., 2006), évaluer les effets d’un bain de bouche
antiseptique avant la collecte des expectorations sur les contaminations de culture s’avérait des lors

nécessaire.

Le troisieme et dernier facteur étudié est la nature des microorganismes contaminants
résiduels présents dans les cultures contaminées de L-J. Son évaluation est encore plus récente que
les deux précédents facteurs et enregistre également quelques études a notre connaissance,
notamment celles réalisées par McClain et al. (2011) et Kassaza et al. (2014). En effet, de par leur
nature, principalement la structure de leurs parois, les microorganismes ont une sensibilité vis-a-vis
des désinfectants et des antiseptiques qui varient (Prescott, 2003). Par analogie, la nature des
microorganismes présents dans les expectorations peuvent influencer I’efficacité des agents
décontaminants. Principalement, la présence de microorganismes tels que les spores, resistants a de
nombreux agents de décontamination physiques et chimiques peuvent influencer I’efficacité de la
decontamination. La présence des spores a €té notée de facon sporatique au debut des isolements
des mycobacteries par la methode de Petroff en 1915 (Keilty et al., 1915) puis en 1981 par rothlauf
et al., et enfin plus recement en 2008 et 2011 (Otu et al., 2008 ; Mclain et al., 2011). La
connaissance de la nature des microorganismes contaminants résiduels serait un atout pour mieux
comprendre la problématique des contaminations et élaborer ainsi des stratégies efficaces de
décontaminations. Malgré I’'importance que revét ce sujet, trés peu d’études ont concerné

I’identification des contaminants et aucune n’a été réalisée au Burkina Faso.

Dans le but de combler ces lacunes, afin d’améliorer I’efficacité du diagnostic par la culture sur
milieu solide de la tuberculose pulmonaire au Burkina Faso, nous avons orienté nos travaux de
these sur quatre axes majeurs denommes « parties », incluant : (i) L’évaluation de la méthode de
décontamination des expectorations par 1’acide oxalique a 5% recommandée pour les échantillons

a forte teneur de contaminants, (ii) la détermination du niveau réel d’application des

28



recommandations concernant la température et la durée de conservation des expectorations ainsi

que son impact sur les contaminations de cultures des mycobactéries, (iii) 1’évaluation de 1’effet des

bains de bouche antiseptiques sur les contaminations de cultures des mycobactéries, et (iv) la

caractérisation des contaminants résiduels majeurs isolés des cultures contaminées de L-J, ainsi que

I’élaboration d’une stratégie efficace pour réduire les contaminations de culture des mycobactéries.

I1. Objectifs et organisation de la thése

I1.1. Objectif général

Améliorer la qualité du diagnostic de la tuberculose pulmonaire par la culture dans les pays a

ressources limités.

11.2. Objectifs spécifiques

Evaluer les influences de la température et de la durée de conservation des expectorations
avant leur traitement sur les contaminations de cultures des mycobactéries dans la région des
Haut-Bassins ;

Evaluer I’effet d’un bain de bouche a base de chlorhexidine sur les contaminations de
cultures des mycobactéries ;

Caractériser les microorganismes contaminants résiduels majeurs des cultures sur milieu de
L-J;

Elaborer des nouvelles stratégies pour la réduction des contaminations en cohérence avec

les connaissances acquises.

I11. Organisation de la these

La présentation du travail se fera selon le plan suivant :

un premier chapitre « Introduction générale »,

un deuxiéme chapitre « Revue Bibliographique » présentant un résumé de 1’état des
connaissances sur I’historique et 1’épidémiologie de la tuberculose, les mycobactéries et le
diagnostic de la tuberculose, enfin, le traitement de la prévention,

un troisieme chapitre « Méthodologie générale » résumant le matériel et les méthodes
utiliseés,

un quatrieme chapitre « Résultats et Discussions » subdivisé en 4 sections dénommées «
Parties ». Les quatres premieres brievement décrites ci-dessous représentent chacune un
article publié ou accepté pour publication. Elles sont structurées en introduction, matériel et

méthodes utilisés, résultats, discussion et conclusion,
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- une discussion genérale et une conclusion genérale suivie de perspectives constituent les
chapitres 5 et 6 et enfin, les références bibliographiques et les annexes constituent

respectivement les chapitres 7 et 8.

La partie 1, « Evaluation de la méthode de décontamination des expectorations par
I’acide oxalique a 5% pour la culture des mycobactéries » compare la méthode de
décontamination de Petroff utilisée dans notre laboratoire a celle de I’acide oxalique 5% recommandée
pour les échantillons a forte teneur de contaminants.

La partie 2, «Impact des facteurs pré-analytiques température et durée de
conservation des échantillons d’expectorations sur les contaminations de cultures des
mycobactéries », détermine le niveau réel d’application des recommandations de ’OMS et du PNT
concernant ces facteurs, et évalue leurs associations aux contaminations de cultures des

mycobactéries.

La partie 3, « Etude de I’effet d’un bain de bouche a base de chlorhexidine avant le
recueil des expectoration sur les contaminations de cultures des mycobactéries» compare les
taux de contaminations de cultures des expectorations recueillies avant et apreés utilisation d’un bain
de bouche antiseptique a base de la Chlorhexidine et décrit les caractéristiques morphologiques des
cellules des populations de microorganismes contaminants résiduels présents dans les culots de

décontamination et dans les cultures contaminées de L-J.

La partie 4, « Identification des bactéries sporulantes isolées des cultures contaminées
de Lowenstein Jensen et évaluation de I’efficacité d’un milieu sélectif a base de VCNT a 10%
de vancomycine sur la réduction des contaminations de cultures des mycobactéries», identifie
les bactéries sporulantes isolées des milieux de L-J contaminés, détermine leur susceptibilité au
VCNT et teste I’efficacité d’un milieu sélectif a base de VCNT sur les contaminations de culture.

Ce travail apportera des connaissances sur le role des facteurs pré-analytiques sur les
contaminations de culture des mycobactéries au Burkina Faso. Il permettra d’améliorer la qualité du
diagnostic et d’ouvrir d’autres voies dans la recherche de nouvelles méthodes de décontaminations en
cohérence avec les connaissances acquises, toute chose qui contribuera a la compréhension de la

problématique des contaminations de culture et au contrdle de la tuberculose.
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l. Histoire et dates marquantes de la tuberculose

La tuberculose est une maladie infecticuse touchant les populations humaines depuis 1’antiquité.
En effet, I’ancétre du complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBc) serait apparu il y a 40 000 ans
(Wirth et al., 2008). La présence exclusive de certaines lignées du MTBc sur le continent africain
suggére que le MTBc aurait émergé en Afrique de I’Est, puis aurait co-évolué avec I’homme et se
serait répandu dans le monde entier par le biais des migrations humaines en Europe, en Asie et en
Afrique continentale. Les populations de mycobactéries tuberculeuses étant inféodées a une zone
géographique, elles se sont adaptées a la population locale (Gutierrez et al., 2005; Djelouadji et
al., 2011; Wirth et al., 2008). Les avancées technologiques dans le domaine de la génétique
moléculaire, la réaction en chaine par polymérase (PCR) ont permis de mettre en évidence des traces
d’ADN du MTBc sur des ossements humains datant de la préhistoire ou de I’antiquité (les plus
anciens ont 9000 ans) (Hershkovitz et al., 2008).

La tuberculose a connu plusieurs noms et qualificatifs dans 1’histoire et selon les sociétés
concernées qui traduisent la perception de cette maladie dans les populations. L’appellation la plus
connue est celle utilisée par les Grecs « phtisie » ou peste blanche ou consomption (suite au
dépérissement des malades). Les écrits d’Hippocrate (V™ siécle avant J-C) sont les premiers a
décrire la symptomatologie et les différentes formes de la tuberculose. Au XV*™ si¢cle Fracastor
suggere le caractére héréditaire de la maladie, mais place la phtisie dans les maladies contagieuses.
Cette hypothese a été reprise en 1722 par Marten, puis par Villemin en 1865 qui a montré que la
maladie est infectieuse, contagieuse et inoculable (Dutau et al., 2005). En 1882 Robert Koch
identifie I’agent bactérien responsable de la tuberculose. A la fin du XVIII siécle et au début du
XIX ™ siécle, la tuberculose est la premiére cause de mortalité en Europe de 1’Ouest et en
Amérique. La maladie, les conditions de vie insalubres des taudis de banlieues, la promiscuité et
la pauvreté accélérent ’endémie et a cette époque environ une personne sur 4 est atteinte de

tuberculose.

Avant I’ére des antituberculeux, plusieurs traitements aux efficacités controversées ont été
utilisés. Au nombre de ces traitements il y a : I’air frais, les voyages en mer ou en montagnes, le
bain avec 1’urine humain, la prise de foi de loup, le sang d’éléphant et surtout le toucher royale (
imposition des mains des monarques) débute au moyen age en 446 par Clovis (Daniel et al., 2006).

Les sanatoriums, dont les premiers ont vu le jour a partir des années 1857 et representé par la figure
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1 (lieux construits a I’écart des villes ou les malades se reposaient et recevaient une bonne
alimentation) ont permis d’améliorer 1’état des malades par 1’hygiéne de vie et d’éviter la
transmission communautaire de la tuberculose. La fin du X1X ®™ siécle et le début du XX ™ siécle
voient se succéder les découvertes a un rythme effréné qui ont favorisées la mise en place de
véritables mesures de santé publique. Les principales sont la découverte de la tuberculine par Louis
Pasteur en 1907 avec son utilisation dans le diagnostic humain, le développement du vaccin de
Bacille de Calmette et Guérin (BCG) contre la tuberculose (souche atténuée M. bovis) par Calmette
et Guérin en 1921 et le début de la vaccination en 1924. Le traitement efficace de la tuberculose a
été rendu possible par la découverte de la streptomycine (S) en 1944. Cette découverte a été suivi
par une cascade d’autres découvertes : 1’isoniazide (INH) en 1952, I’éthambutol (EMB) en 1960 la
pyrazinamide (PZA) en 1980 (Mitchison, 2005). Cette periode marqua ainsi une nouvelle ere du
traitement de la tuberculose (Papp D, 1954 ; Sakula et Koch, 1983 ; Daniel et al., 2006).
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Figure 1 : Sanatorium de Pineta del Carso (Le&o et Portaels, 2007)

L’ere du diagnostic microbiologique a commencé par la découverte de Robert Koch
qui en utilisant un milieu solide a base de sérum de bceeuf coagulé obtient des cultures de
mycobactéries. Ces cultures de mauvaises qualités ont été successivement améliorées avec

notamment la supplémentation au glycérol a 5% par Nocard et Roux en 1887 et I’introduction en
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1902 de la gélose glycérinée au jaune d'ceuf de Dorset (Goodman et Moore, 1922). Du fait de la
présence constante des microorganismes contaminants dans les cultures, les bactériologistes
s'ingéniérent a trouver des solutions. C’est ainsi que Petroff en 1915 préconisa le traitement
préalable des expectorations par de 1’hydroxyde de sodium et 1’inoculation des culots de
décontaminations sur le milieu de Dorset permettant ainsi d’obtenir des cultures pures de
mycobactéries (Petroff, 1915). Cette méthode fut améliorée par Lowenstein en 1931 avec
I’incorporation du rouge du Congo et le vert-malachite dans le milieu pour I’inhibition des
contaminants (Lowenstein, 1931 ; Wheeler et al., 1951). La formule actuelle, mise au point par
Jensen en 1932 a une teneur légerement différente en citrate et en phosphate, ne contient pas de
rouge Congo et a une concentration accrue de vert de malachite (Jensen, 1932 ; Becton Dickinson,
2011).

Il.  Epidémiologie de la tuberculose
11.1. Dans le monde

La tuberculose est I’'une des 10 premiéres causes de mortalité dans le monde et la premiére
cause de mortalité due a un agent infectieux unique devant le VIH/SIDA. D’aprés les estimations
de I’OMS, 10 millions de personnes auraient contracté la tuberculose en 2017, soit une incidence
globale de 133 cas (120-148) pour 100 000 habitants. Il a été estimé a 1,3 million (1,2 a 1,4 million)
le nombre de déces lié a la tuberculose chez les personnes non porteuses d’anticorps anti-VIH et a
300 000 décés supplementaires (266 000 a 335 000) chez les personnes porteurs d’anticorps anti-
VIH (WHO, 2018). Aucun pays ni aucune tranche d’age n’est épargné par la tuberculose, mais
globalement 90% était des adolescents et des adultes (age > 15ans), 9% était des patients porteurs
d’anticorps anti-VIH. Les 30 pays a forte charge de morbidité représentaient 87 % de tous les cas
incidents estimés dans le monde. Ces cas sont survenus dans des régions OMS de I’Asie du Sud-
Est (44 %), de la région Africaine (25 %) et de la région du Pacifique Occidental (18 %). La figure
2 presente la variation de I’incidence d’un pays a I’autre. Dans la plupart des pays a revenu élevé, il
y avait moins de 10 cas incidents pour 100 000 habitants, et 150 a 400 cas dans la plupart des 30
pays a forte charge de morbidité.
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Figure 2 : Incidence de la tuberculose dans le monde en 2017 (WHO, 2018)

La tuberculose pharmacorésistante (TB-MDR/RR) est une menace constante. En 2017, le nombre
de cas de TB-MDR/RR a été estimé a 3,5 % (2,5 a 4,7 %) parmi les nouveaux cas et a 18 % (6,3 a
34 %) parmi les cas déja traités (WHO, 2018). Le nombre de cas incident de TB-MDR/RR a été
estimé a 558 000 (483 000 a 639 000). La Chine, I’Inde et la Fédération de Russie regroupent a
elles seules 47 % des cas (WHO, 2018).

11.2. Dans la sous région

D’aprés les estimations de I’OMS, dans la région africaine, 2,5 millions de personnes
auraient contracté la tuberculose en 2017, soit une incidence globale de 237 cas (211-263) pour
100 000 habitants. Il a été estimé & 665000 cas le nombre de déces lié a la tuberculose chez les
personnes porteuses et non porteuses d’anticorps anti-VIH (WHO, 2018). Les cas notifiés de
tuberculose toutes formes confondues étaient de 1323450 personnes. Parmi ces cas 86% connaissait
leur statut VIH, 84% était des cas de tuberculoses pulmonaires et 66% parmi les cas de tuberculoses
pulmonaires était confirmé bactériologiquement. Le nombre de cas de TB-MDR/ RR était de 39000
avec 2,5% qui representait les nouveaux cas de tuberculose et 14% les cas deja traités. Seize pays
de cette région africaine dont 03 en Afrique de 1’Ouest figurent parmi les 30 pays a forte charge de
morbidite liée a la tuberculose. Aucun pays de la sous-région (Cote d’Ivoire, Mali, Niger, Bénin,
togo Ghana) n’y figure. L’insidence globale de la tuberculose, de la TB-MDR/ RR et la mortalité

liee a la tuberculose de ces pays sont résumées dans le tableau 1. De méme, les détails des
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indicateurs clés, des profils de la tuberculose et de la TB-MDR/ RR de ces pays (cas estimés,

notifiés, confirmés) sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 1 : Estimation du fardeau de la tuberculose dans la sous-région (OMS, Profils

pays)
Pays (Population en Incidence estimée  Incidence estimée de Mortalité
million d’habitants) de la tuberculose TB-MDR/RR (pour (pour 100000 habitants)
(pour 100000 100000 habitants) Cas de VIH- Cas de VIH-
habitants) s .
négatif positif

Cote d’ivoire (24) 148 (95-212) 8,7 (4,3-15) 23 (14-35) 11 (6,8-16)
Mali (19) 55 (36-77) 1,8 (0,8-3,2) 8,6 (5,2-13) 2,1(1,3-3)
Niger (21) 90 (58-128) 2,8 (1,2-5,1) 18 (11-28) 1,5 (0,96-2,2)
Bénin (11) 58 (37-82) 0,84 (0,15-2,1) 10 (6-15) 3,4 (2,1-4)9)
Togo (7,8) 41(33-49) 0,82 (0,41-1,3) 3,6 (2,4-5,1) 15(1,1-1,2)
Ghana (29) 152 (73-258) 3,4 (1,4-6,4) 36 (16-63) 18 (8,5-31)
Burkina Faso (19) 49 (32-71) 1,5(0,82-2, 5) 8,7 (5,2-13) 1,6 (1-2,3)
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Tableau 2 : Indicateurs clés extraits des données profils de la tuberculose dans les pays
de la sous-région

Pays Cas Cas Statut TB Cas TB- Cas TB- TB-

(Population estimésde notifiéssde VIH pulmonaire MDR/RR MDR/RR MDR/RR

en million B B connu % Confirmés Estimés* Notifiéset  confirmés

d’habitants) N N % % testés** % N

Nx  Déja
cas traité

Cote d’Ivoire 36000 21307 99 80 86 1100 5 94 368

(24) (4,6 ; 24)

Mali (19) 10000 6605 65 81 85 180 5 76 34
(2,5;14)

Niger (21) 19000 10619 76 87 92 280 1 93 79
(2,5; 14)

Bénin (11) 6400 3662 97 91 91 51 72 98 18
(1,2;5,4)

Togo (7,8) 3200 2633 100 89 94 53 13 92 27
(1,5;9,7)

Ghana (29) 44000 14550 91 92 65 330 58 100 209
1,5;17)

Burkina Faso 9500 5839 92 85 81 170 15 64 63

(19) (2,1;14)

N= Nombre

Nx= Nouveaux cas
*= TB-MDR/RR estimé parmi les cas de tuberculose pulmonaire notifiés (% chez les nouveaux cas ; % chez les cas déja traités).
**= 0% des cas de TB-MDR/RR notifiés et testés parmi les nouveaux cas et les cas déja traités.

11.3. Au Bukina Faso

Avec 9500 cas estimeés de tuberculose, soit une incidence de 49 cas (32-71) pour 100 000
habitants, le Burkina Faso a enregistré 5839 cas de tuberculoses toutes formes confondues au cours
de I’année 2017. Selon le PNT, ces cas notifi¢s variaient d’une région a une autre et les taux les plus
élevés ont éte enregistrés dans les régions du Sahel, des Hauts-Bassins et du Sud-Ouest (figure 3).
Parmi ces cas notifiés, 85% était des tuberculoses pulmonaires et 81% était confirmés
bacteriologiquement (Tableau 2). Le nombre de décés a été estimé a 1700 personnes (999 a 2500)
parmi les personnes non porteuses d’anticorps anti-VIH, et plus 310 déces supplémentaires (200 a
450) chez les personnes porteuses d’anticorps anti-VIH. Le taux de mortalité, toutes formes
confondues était de 10,3 pour 100000 habitants. La tuberculose pharmaco-résistante est une
préoccupation avec une estimation de 170 cas (120 a 220) de TB-MDR/RR parmi les cas de
tuberculoses pulmonaires notifiés. Les nouveaux cas de TB-MDR/RR représentaient 2,1% des cas
de TB et les cas déja traités 14% avec respectivement 15% et 64% des cas confirmes au laboratoire
(WHO, 2018).
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Figure 3: Taux de notification de la tuberculose (nouveaux et rechutes, toutes formes
confondues) pour 100 000 habitants au Burkina faso (PNT, 2018)

11.4. Strategies de ’OMS pour lutter contre la tuberculose

Entre 2000 et 2017 I’épidémiologie de la TB a évolué lentement mais positivement avec une
incidence mondiale qui a diminué en moyenne de 1,5%. Au cours de cette méme période, le
traitement de la tuberculose a lui seul a permis d’éviter 45 millions de décés parmi les personnes
non porteuses d’anticorps anti-VIH et 9 millions de déces supplémentaires parmi les personnes
séropositives sous traitement antirétroviraux (WOH, 20018). Cela est dd a I’impact des différentes
stratégies adoptées par I’OMS pour lutter contre la tuberculose. Il s’agit notamment de la Directly
Observed Therapy Strategy (DOTS) mise en place en 1995 et renforcée entre 2000 et 2015 par le
plan mondial « Halte & la TB ». A partir de 2015, le but de I’OMS a été de mettre un terme a
I’épidémie mondiale de la tuberculose avec la stratégie « End TB ». Adoptée par 1’Assemblée
Mondiale de la Santé en mai 2014 et assortie de cibles liées aux nouveaux objectifs de
développement durable , la stratégie propose aux pays des pistes pour réduire le nombre de déces
par la tuberculose de 90 % d’ici a 2030 (par rapport au niveau de 2015), réduire le nombre de
nouveaux cas de 80 % et faire en sorte qu’aucune famille ne supporte de cofits catastrophiques liés

ala TB (WHO, 2018).
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I11.  Modes de transmission et pathogénése de la tuberculose

La transmission de la TB est interhumaine et aérienne, et I’homme en est le principal réservoir. La
contamination d’une personne saine se fait par inhalation d’aérosols contenant des MTBC ou «
gouttelettes de Fliigge » de taille inférieure & 5Sum émises par les patients souffrant d’une TB
pulmonaire active, lorsqu’ils toussent, crachent, parlent ou éternuent (figure 4). Plus I’examen
microscopique du malade est fortement positive plus la transmission est importante. Des
transmissions en milieux de soins peuvent aussi avoir lieu lors de la prise en chrage des patients ou
au cours de manipulations de produits biologiques contenant des BK ou du matériel souillé dans les
laboratoires (Kao et al., 1997 ; Singh, 2009 ; Malangu et Legothoane, 2012 ; Wang et al., 2018)
Dans la majorité des cas, les bacilles tuberculeux sont arrétés au niveau des narines et des bronches
et bronchioles. Ils sont par la suite entrainés par les mucus vers le pharynx puis déglutis et détruits
par I’acidité de I’estomac. Mais dans certain cas, ils sont ingérés par les macrophages, transportés
au niveau des alvéoles pulmonaires et les ganglions lymphatiques adjacents ou ils vont se multiplier
et étre a I’origine de la primo-infection tuberculeuse. C’est a partir de ce point que va se déclencher
une cascade de réactions de I’immunité innée puis adaptative aboutissant a la formation de
granulomes tuberculeux centre de I’immunopathogénése de I’infection par MTBc. Il s’agit d’une
structure compacte qui se forme autour des macrophages infectés constituée d’un agrégat de
macrophages activés et d’autres cellules de I’immunité (lymphocytes, cellules dendritiques, cellules
endothéliales) (Guirado et al., 2013 ; Cambier et al., 2014) (Figure 5). L’ensemble des réactions
immunitaires protectrices déclenchées peut restreindre la croissance bactérienne et empécher chez
90% des personnes infectées, la survenue d’une tuberculose maladie au cours de leur vie. Le MTBc
peut cependant survivre plusieurs décennies dans les granulomes. Dans de nombreuses
circonstances (Infection a VIH, diabéte, cancer, malnutrition, etc...) il peut y avoir une réactivation.
Les macrophages infectés du granulome peuvent subir une nécrose, formant un noyau nécrotique
susceptible de se ramollir, se rompre, et libérer les mycobactéries dans cette zone nécrotique qui
est bien oxygénée et qui constitue un milieu de culture idéal pour soutenir la croissance bactérienne

et la transmission a 1’hote (figure 5).
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Figure 4 : Différents scénarios et mécanismes immunitaires sous-jacents de I’infection a M.

tuberculosis (Hoffmann et al., 2005)

M. tuberculosis infecte son hote par les aérosols provenant de la toux d’un individu présentant une tuberculose active.
La bactérie induit ensuite le recrutement de macrophages qui vont la phagocyter et lui permettre d’atteindre les voies
aériennes inférieures. Les granulomes se forment ensuite pour confiner les mycobactéries et contrdler leur croissance.
Sous certaines conditions, les granulomes peuvent se rompre et libérer les bactéries qui vont pouvoir infecter un nouvel

hote.
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Figure 5 : Structure du granulome tuberculeux, Adapté de Gil et al. (2010).

(A) coupe histologique de granulome avec nécrose central coloré a hematoxylin-eosin.

(B) Schéma représentatif d’un granulome tuberculeux avec les diverses cellules constituantes.

IV. Caractéres bactériologiques des mycobactéries

1V.1. Classification

Les mycobactéries appartiennent a I’ordre des Actinomycétales, sous-ordre des
Corynebacterineae et a la famille des Mycobacteriaceae qui ne comprend qu’un seul genre
. le genre Mycobacterium (Garrity et al., 2004). Ce genre regroupe actuellement plus de
120 espéces différentes (Shinnick et Good, 1994; Tortoli, 2006), classées en :

- complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBc : Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium  africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium canetti,
Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii et Mycobacterium caprae) qui
regroupe les agents de la TB humaine et aninale,

- mycobactéries non tuberculeuse (MNT) avec plus de 170 espéces répertoriées et
dont certaines comme M. Avium, M. Kansasii et M. xenopi sont fréquemment
responsables de Mycobacterioses principalement chez I’immunodéprimé (SIDA),

- et Mycobacterium leprae (Bacille de Hansen), et Mycobacterium ulcerans, agents

responsables respectivement de la Iepre et de ’ulcere de Buruli.

La systématique des espéces du genre Mycobacterium est synthétisée sur la figure 6.
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EMBRANCHEMENT ACTINOBACTERIA ‘
ORDRE ACTINOMYCETALES
FAMILLE MYCOBACTERIACEAE
Genre ‘ Mycobacterium ‘
Complexe | | Mycobactéries Mycobactéries
Mycobacterium tuberculosis| non tuberculcuses non cultivables
M. tuberculosis M. avium-intracellulare M. leprae
o M.africanum M. marinum M. ulcerans
2 M. bovis M. kansasii
o M. microti M. xenopi
o M. caprae M. ulcerans
M. pinnipedii
M. canettii

Figure 6 : Systématique des especes du genre Mycobacterium (Adapté de Rotavonirina, 2017)

IV.2. Morphologie et structure

Les bactéries du genre Mycobacterium se présentent sous forme de batonnets droits ou
Iégérement incurvés parfois ramifiés, d’environ 0,2- 0,6um de large et 1,0-10um de long, non
mobiles, aérobies, acido-alcoolo-résistantes avec une teneur en GC comprise entre 60-72% et ne
sporulant pas. La non-sporulation des mycobactéries est admise par la majorité des chercheurs
(Traag et al., 2010), mais cette idée est de plus en plus controversée par des scientifiques qui ont
montré la capacité de certaines mycobactéries a former des spores au cours de leur état latent (Ghosh
etal., 2009 ; Lamont et al., 2012).

Au niveau structurale, [I’enveloppe cellulaire  mycobactérienne, représentée
schématiquement par la figure 07 a une structure plus complexe que la paroi classique des bactéries
Gram positif (Brennan et Nikaido, 1995; Daffe et Drapper, 1998). Elle est constituée de
I’interieur (depuis le cytoplasme) vers I’extérieur, d’une membrane plasmique caractérisée par une

bicouche lipidique principalement composée de phospholipides et de protéines, semblable aux
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membranes plasmiques d’autres organismes vivants (Daffe, 2008; Kaur et al., 2009) (Figure 07).
Un espace périplasmique sépare la membrane plasmique du squelette pariétal, organisé en trois
couches superposees.

Une premiére couche est constituée de peptidoglycane, ensemble d’unités répétées d’acides N-
acetylglucosamine et de N-acétyl/glycolyl muramique, liés par des peptides courts. Le
peptidoglycane est lié de facon covalente a la deuxieme couche, I’arabinogalactane, un complexe
d’hétéro-polysaccharides.

La derniére couche est quant a elle composée d’acides mycoliques, acides gras a trés longues
chaines a-ramifiés et B-hydroxylés, liés aussi de fagon covalente a 1’arabinogalactane (figure 07).
La surface hydrophobe que constitue la couche d’acides mycoliques permet 1’ancrage d’autres
lipides, dits extractibles car ils peuvent étre récupérés apres traitements par des solvants organiques
du fait de I’absence de liaisons covalentes. L’ensemble des acides mycoliques et des lipides
extractibles forment la membrane externe de la paroi mycobactérienne. Les deux composantes de
I’enveloppe sont surmontées d’une structure appelée la capsule (figure 07). Cette structure se
compose principalement de polysaccharides (glucanes, arabinanes et arabinomannanes) et de
protéines chez M. tuberculosis (Daffe et Draper, 1998).
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Figure 7 : Schéma de I’enveloppe des mycobactéries (Daffé et al. 1998)

C’est cette enveloppe particuliére, tres riche en lipides (60%), qui confere a la bactérie une
faible perméabilité jusqu’a 100 fois inférieure a celle d’autres especes (Jarlier et Nikaido, 1990).

Cette propriéte rend les échanges de nutriments difficiles, ayant pour conséquence une croissance
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moins rapide que d’autres especes. Elle confere également a la bactérie de nombreuses résistances
naturelles. Cette propriété serait également a 1’origine des difficultés des mécanismes de défenses

de I’hoéte a altérer les mycobactéries (Daffe, 2008).

1V.3. Caracteres culturaux

1VV.3.1. Conditions de culture

Les mycobactéries présentent un métabolisme strictement aérobies, mais quelques especes
tolerent de faibles pressions d’oxygéne, notamment M. bovis et M. tuberculosis. Leurs températures

optimales de pousse se situent entre 36 et 37°C. Le pH optimal est de 6.7 4 6.8.

1VV.3.2. Milieux de culture

Les substrats utilises comme sources de carbone et d’azote varient considérablement entre
les especes et peuvent servir pour leur identification. La majorité des especes croit sur des milieux
de culture usuels, mais pour certaines mycobactéries d’importance clinique, la culture est améliorée
par I’utilisation de milicux a I’ceuf (Lowenstein-Jensen et Coletsos), ou de milieu Middlebrook
(7H10, 7H11), ainsi que par un enrichissement des milieux (en glycérol pour M. tuberculosis, en
pyruvate pour M. Bovis et M. Africaum) (Cf chapitre2, paragraphe V.1.2.1). Les mycobactéries
responsables de la lépre sont cultivées sur tissus vivants (coussinets de souris, peau de tatou) et se

multiplient treés difficilement sur les milieux synthétiques.

1VV.3.3. Caractéristiques des cultures

Les mycobactéries ne poussent pas sur les milieux de cultures ordinaires. Parmi les
nombreux milieux de cultures qui ont été proposees, C’est celui de Lowenstein —Jensen qui est
couramment employé. Trois critéres sont appréciés apres inoculation et incubation sur ces milieux
de cultures. Ces criteres interviennent dans la différenciation des espéces (Brossard et Terry,
1989). Il s’agit du délai d’apparition des colonies, de 1’aspect des colonies et de la production ou
non de pigments. Ce sont ces critéres qui sont utilisés dans la classification des mycobacteries par
Runyon. Le délai d’apparition des colonies qui permet de subdiviser les mycobactéries en
mycobactéries a croissance rapide (moins de 5 jours) et les mycobactéries a croissance lente (pousse
en 8-10 jours ou plus). Les bactéries du MTBc sont toutes des mycobactéries a croissance lente avec
des temps de génération élevés, de 14 a 15h pour M. tuberculosis et environ 20h pour M. bovis. Les
MNT regroupent des mycobactéries a croissance rapide et a croissance lente avec des temps de

géneration extrémes variables, allant de 2 heures pour les bactéries a croissance rapide comme M.

44



smegmatis a 21h. L’aspect des colonies qui prend en compte la consistance, la taille et 1’évolution
des colonies dans le temps qui permet de distinguer les colonies eugoniques (petites colonies qui
s’étalent progressivement pour atteindre 1cm de diamétre) et dysgoniques (colonies de petites tailles
quelle que soit la durée de I’incubation). Certaines colonies ne sont jamais pigmentées, il s’agit des
souches achromogénes comprenant les bactéries du MTBc. D’autres par contre sont pigmentées en

jaunes ou orange, il s’agit des souches chromogénes comprenant une partie des MNT.

IV.4. Caracteres biochimiques

Classiquement, les especes cultivables se différencient entre elles par leurs caracteres biochimiques
ou leur resistance ou sensibilité a certaines substances. Quatre principaux caracteres sont répertoriés.
Il s’agit de la présence d’une catalase thermolabile ou thermostable, de la production de niacine, de
la présence ou non d’une nitrate réductase et de leur comportement vis a vis des substances comme
I’acide para-amino salicylique (PAS), I’hydrazide de ’acide thiophéne carboxylique (TCH) et la
cyclosérine (Brossard et Terry, 1989). Le tableau 3 présente les caractéres de différenciation
entre les especes du MTBc. Le principal caractére qui différencie les MTBc et les MNT, est la
catalase thermolabile.

Tableau 3: Aspect des colonies et caractéristiques biochimiques des espéces du complexe M.
tuberculosis (Adapté de De Waard et Robledo, 2007)

Tests M. M. M. bovis M. M. “M.
tuberculosis bovis BCG africanum microti canettii’”

Morphologie rugeux rugeux rugeux rugeux rugeux lisse

Pyruvate au lieu - + + - - -

du glycerol

comme source

de carbone

Pyrazimidase + - - + + +

Niacine + - - +/- + -

Nitrate + - - +/- - +

réductase

Uréase +/- - + +/- +- +

Susceptibilité R S S S S R

au TCH

Besoin en O: aérophile micro- aérophile micro micro- inconu

aérophile aérophile aérophile

R= resistant, S= susceptible, TCH= Thiophene-2-carboxylic acid hydrazide, + = positive test, - = negative test;

+/-= test pouvant étre positif ou négatif.
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IV.5. Caractéres antigéniques

Les acides mycoliques des mycobactéries se caractérisent par de longues chaines d’atomes
de carbone (environ 88) isolées de la fraction lipidique apres une saponification prolongée (80
heures). Ils sont porteurs de fonctions oxygénées (groupes méthoxyl et hydroxyl) et constituent le
support moléculaire de I’acidoalcoolo résistance (Butler et Guthertz, 2001). La connaissance du
profil des acides mycoliques mycobactériens peut avoir un intérét diagnostique. En effet, I’acide
tuberculo-stéarique (acide R-10méthyloctadécanoique) est recherché a partir des crachats par
chromatographie gazeuse avec spectrométrie de masse couplée a la surveillance ionique, ou dans le

sang par HPLC a partir du sang.

Les glucides présents sous forme de polysaccharides jouent un réle important dans la
formation des anticorps circulants, qui sont dépourvus de réle immunitaire. Par contre, les
glycolipides et les tréhaloses sont utilisés dans la détection des cas de tuberculose. Par exemple,
certains antigénes tels la lipoarabinomannan (LAM) ont un rdle diagnostique. C’est un
polysaccharide de 19 kDa composant majoritaire de la paroi bactérienne mais qui n’est pas
specifique pour le MTBc (Lawn et al., 2012 ; Guillet-Caruba et al., 2014). Cet antigéne est
detecté dans les urines et les expectorations de patients tuberculeux par ELIZA (antigen capture
ELISA).

Les protéines, mal connues, sont le support de I’activité de la tuberculine ou PPD (purified
protein derivative). L’antigéne MPT64 est une des protéines majeures secrétée par les MTBc et
incriminée dans leur virulence (Kumar et Srinivasa, 2015). Il est utilisé dans le developpement des
tests MPT64 TB antigen (SD Bioline Kit, Standard Diagnostics, Inc., SouthKorea). Deux nouvelles
protéines "early secretory antigenic target 6" (ESAT-6) et "culture filtrate protein 10" (CFP-10) ont
¢été découvertes. Compte tenu de I’importance de leurs propriétés antigéniques, elles sont utilisées
dans le developpement des tests Quantiferon-TB®-TB Gold In-Tube (Cellestis Limited, Carnegie,
Victoria, Australie) et du T-SPOT-TB® (Oxford Immunotec, Oxford, R.U.). Toutefois, elles ne sont
pas spéecifiques de M. tuberculosis (Blanc et al., 2007; Okamba et al., 2008 ; Ninet et al., 2011).

IV.6. Proprietés physico-chimiques

Bien que les bacilles tuberculeux ne soient pas des bactéries qui sporulent, ils ont une capacité
remarquable a survivre dans les conditions défavorables. Les bacilles tuberculeux résistent a de
nombreux désinfectants (tableau 4). Selon Russell et al. en 1999, ils sont plus résistants aux
biocides que la majorité des microorganismes mais moins resistants cependant que les spores et le

prion (figure 08) (McDonnel et Russell, 1999). lls résistent aussi aux antibiotiques hydrophiles, et
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peuvent survivre dans de microenvironnement alcalin ou acide comme a I’intérieur des macrophages
(Armstrong et Hart, 1975 ; Armstrong et Hart, 1971).

Tableau 4: Spectre d'activité des principales familles de désinfectants

Familles
Spectre d'activité
. |Levures| Moisissures Spores
GRAM| GRAM|MYco Virus|Virus P
+ - bactéries nus |enveloppés

Halogénés
chlorés
(eau de Javel) + + + + + + + +
Aldéhydes + + + + + + + +
(glutaraldéhyde...)
Oxydants
(acide + + + + + + + +

peracetique)

Biguanides

+ + +/- + +/- +/- + -
Alcools + + + +/- +/- +/- + -
Phénols Activité variable selon les composés -
Tensio-actifs
ammoniums
guaternaires

+ +/- - + + +/- + -
Légende : + Produits actifs

+/- Produits inconstamment actifs
- Produits inactifs



HAUT NIVEAU DE RESISTANCE

PRIONS (CJD, BSE)

COCCIDIA (Cryptosporidium spp.)
SPORES (Bacillus, Clostridium difficile)
MYCOBACTERIA (Mycobacterium tuberculosis, MAI)

CYSTS (Giardia)

SMALL NON-ENVELOPED VIRUSES (poliovirus)
TROPHOZOIT:S (Acanthamoeba spp)
GRAM-NEGATIVE BACTERIA (Pseudomonads, Providencia spp.)
FUNGI (Candida spp., Aspergillus spp.)

LARGE NON-ENVELOPED VIRUSES (adenoviruses)
GRAM-POSITIVE BACTERIA (Staphylococcus aureus, enterococci)

LARGE ENVELOPED VIRUSES (HIV)
FAIBLE NIVEAU DE RESISTANCE

Figure 8: Classification des microorganismes selon leurs sensibilités aux biocides (McDonnel

et Russell, 1999).

L’imperméabilité naturelle des mycobactéries aux agents antimicrobiens hydrophiles courants

conférée par la nature hydrophobe de sa paroi est exploitée dans le laboratoire de mycobactériologie

clinique. Quatre exemples peuvent étre cités :



- T’utilisation du bromure de cétylpyridium comme agents de conservation des expectorations
supposeés contenir des mycobactéries et dont le traitement est différé,
- T’utilisation de certains antibiotiques a large spectre pour rendre selectif les milieux de
culture destinés a isoler les mycobactéries,
- Tutilisation de solutions diluées d’acides, de base et autres biocides pour décontaminer les
expectorations lors du processus de la culture,
- et enfin ’exemple le plus emblématique, la résistance a la décoloration par 1’alcool-acide
exploité dans le principe de coloration de Ziehl Nelseen pour la mise en évidence des
mycobactéries.
De plus, M. tuberculosis tolére des conditions microaérophiles. Les bacilles peuvent survivre
pendant de nombreuses années dans cet état, mais ont besoin d’une concentration minimale
d’oxygéne pour induire le changement dans un métabolisme fermentatif (Wayne et Lin, 1982 ;
Wayne et al., 1984)

Concernant les agents physiques, les mycobactéries résistent aux températures trés basses.
Leur viabilité peut étre de plus en plus préservée a long terme entre 2-4°C et -70°C (Kim et Kubica,
1972 ; Kim et Kubica, 1973). D’autre part, les bacilles sont trés sensibles a la chaleur, a la lumiére
du soleil et a I’irradiation ultraviolette (UV). Dans les expectorations ou en suspension aqueuse, ils
perdent progressivement leur viabilité entre 30 et 37 °C en une semaine (Kubica et Kim, 1979).
Exposé a I’irradiation directe par UV, des charges modérées de bacilles tuberculeux meurent en

quelques minutes (Huber et al., 1970 ; Collins, 1971).
V. Diagnostic au laboratoire de la tuberculose

Depuis la découverte du bacille de la tuberculose, les méthodes de diagnostic de la tuberculose
ont évoluées de la microscopie et la culture sur milieu solide jusqu’a I’avénement de méthodes
moléculaires en passant par 1’automatisation des cultures. Cette évolution a été motivée
principalement par les insuffisances de performances, la lenteur du diagnostic et les couts élevés des
méthodes de diagnostic. Pour des raisons épidémiologiques, sanitaires (isolement du malade pour
¢éviter la transmission) et thérapeutiques (mise en place d’une antibiothérapie adéquate), la mise en
évidence des MTBc responsables de tuberculose s’accompagne de leur différenciation avec les
autres mycobactéries, de I’identification précise de 1’espéce du MTBc en cause ainsi que des
éventuelles résistances aux antituberculeux. Il existe deux grands groupes de diagnostic que nous
développerons dans les pages ci-dessous : Il s’agit du diagnostic direct qui met en évidence les
mycobactéries elles-mémes, ou une partie de celles-ci (antigénes ou fragment d’ADN) et le
diagnostic indirect qui met en évidence la réponse immunitaire suite a un contact avec une

mycobactérie du MTBc.
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V.1. Diagnostic direct

Le diagnostic direct met en évidence soit les mycobactéries par des moyens microbiologiques
(Observation microscopique aprés coloration, culture ou isolement) soit des antigénes ou des
fragments d’ADN par des méthodes antigéniques ou moléculaires a partir d’échantillons ou de

cultures.

V.1.1. Prélevement des échantillons

Les prélevements doivent étre réalisés avant le debut du traitement par les antituberculeux.
Etant donné qu’environ 80% des cas de tuberculose sont des cas de tuberculose pulmonaires, les
prélevements sont souvent des sécrétions respiratoires (expectorations, expectorations induites,
aspirations broncho-pulmonaires). Mais en cas de formes extra-pulmonaires pures ou associées a
la forme pulmonaire, des prélevements extra-pulmonaires (liquide de ponction, hémoculture, selles,

urines, tissus, abees...) peuvent aussi étre réalisés (Cambau et Herrmann, 2015).

Des flacons stériles a usage unique et a fermeture hermétique (cap avis) doivent étre utilisés pour
le recueil des prélevements. Pour produire un échantillon de bonne qualité, les patients doivent
recevoir des instructions sur la fagon de produire un crachat provenant des poumons ou des bronches
(OMS, 2007). Les expectorations doivent provenir des bronches apres une grande inspiration et une
toux. Des aérosols renfermant M. tuberculosis peuvent se former lorsque le patient tousse pour
produire I’échantillon d’expectoration. Les patients doivent donc produire les expectorations a
I’extérieur a I’air libre, ou a distance des autres personnes présentes. La collecte des expectorations
ne doit pas étre effectuée dans des espaces confinés tels qu’une piece du laboratoire, ni dans les

toilettes (OMS, 1998 ; OMS, 2009).

V.1.2. Conservation des expectorations

Il 'y a plusieurs recommandations aux nuances plus ou moins prononcees, mais tous
s’accordent deja sur le fait que les prélévements doivent étre acheminés rapidement au laboratoire
(moins de 2h) afin d’éviter la multiplication des bactéries commensales (OMS, 1998 ; Rieder,
2007 ; OMS, 2009 ; Cambau et Herrmann, 2015). Mais cela n’est pas toujours possible et des
délais existent entre le recueil de I’échantillon et son traitement (Rider, 2007 ; Cambau et
Herrmann, 2015; ). Selon le REMIC 2015, en cas de délai supplémentaire, le prélevement sera
conserveé et ou transporté au laboratoire 24 a 48h a une température comprise entre +2°C et +8°C.
(Cambau et Herrmann, 2015). Selon I’OMS dans « les lignes directrices relatives a la surveillance
de la pharmacorésistance », les expectorations doivent etre conservés au frais, de préférence dans

un réfrigérateur & +4°C avant d’étre transportés dans les LNR ou les laboratoires qui réalise les
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cultures dans un delai de 3-4 jours (OMS, 2015). Les delais de conservations ne sont pas precises
dans la version de 2009 (OMS, 2009). S’il est probable que les échantillons soient exposés a la
température ambiante pendant des périodes prolongées entre leur recueil et leur traitement au
laboratoire de culture, du bromure de cétylpyridinium (BCP) a 0,6 % ou du chlorure de
cétylpyridinium (CCP) a 1 % doivent etre utilisé pour prevenir les contaminations (OMS, 2009 ;
OMS, 2015). 1l faut noter que le BCP et le CCP sont strictement interdits dans les milieux liquides.
En revanche dans son document « laboratory service in tuberculosis control » publié en 1998, I’OMS
recommande que si les expectorations sont réfrigérés, alors ceux-ci peuvent étre envoyés une fois
par semaine dans les LNRs. Des conservateurs doivent cepandant étre utilisés si le transfert se fait
a température ambiante (Narvaiz de Kantor et al., 1998). Quant a I’Union internationale contre la
tuberculose et les maladies pulmonaires (I’Union), 1’échantillon prélevé devrait étre conservé dans
un local aussi frais que possible et ’intervalle entre la collecte de 1’échantillon et son traitement au
laboratoire de référence ne devrait pas dépasser trois jours. Si 90% des prélevements sont transférés
dans des délais n’excédant pas 3 jours, I’utilisation de milieu de conservation n’est pas nécessaire.
Par contre si le délai de conservation ou de transport de plus de 10% des préléevements excéde 3
jours, des milieux de conservation comme le CCPou le BCP doivent étre utilisés (Rider, 2007).

V.1.3. Transport des expectorations

En regle générale, les prélevements doivent étre emballés de maniére a résister aux fuites,
aux chocs, aux changements de pression et a d’autres conditions liées aux pratiques de manutention
courantes. Des récipients rigides doivent étre utilisés pour éviter qu’ils se cassent pendant le
transport et ils doivent étre munis d’un bouchon vissé étanche a col large pour éviter toute fuite ou
contamination. Les récipients doivent étre enveloppés dans du papier absorbant (ou matériau
absorbant) qui absorbera toute fuite accidentelle. Les formulaires utilisés localement par les
laboratoires pour accompagner les échantillons d’expectorations lors de 1’expédition doivent étre

utilisé (OMS, 1998).

V.1.4. Examen microbiologique

V.1.4.1. Examen microscopique

Depuis plus de 125 ans, I’examen microscopique des prélevements biologiques est la méthode de
laboratoire la plus accessible pour détecter la présence des mycobactéries. |1l est trés utile pour
identifier les cas de tuberculose les plus contagieuses (tuberculose pulmonaire bacillifere) et pour
monitorer les patients sous traitement antituberculeux (small et al., 2010). Son principe repose sur
les propriétés pariétales des mycobactéries riches en lipides, qui retiennent certain colorants

(fuchsine, auramine) et qui résiste a la décoloration par 1’alcool et I’acide (propriété d’acido-
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alcoolo-résistance des mycobactéries). Plusieurs techniques de coloration existent, mais les plus
utilisées sont la coloration a la fuchsine pheniquée de Ziehl-Neelsen et celle a I’auramine (Shoub,
1923).

Examen microscopique apres coloration de Ziehl-Neelsen

Il consiste a la réalisation d’un frottis (homogene et moyennement épais) du prélévement
biologique (habituellement les expectorations) sur une lame. Le frottis est ensuite séché, fixé puis
coloré par une solution de fuchsine basique phéniquée. Cette etape de coloration peut se faire a
froid ou a chaud. Aprés une décoloration avec un mélange d’acide-alcool, la lame est rincée puis
contre-colorée par une solution aqueuse de bleu de méthylene. Enfin, elle est séchée et lue au
microscope a 1’objectif x1000. Les BAAR apparaissent en batonnets rouges sur un fond bleu clair
(figure 9A). Deux prélévements sont nécessaires pour 1’examen, et le résultat est rendu selon les
critéres décrits sur le tableau 5 (PNT, 2016)). C’est cette technique qui est utilisée au Centre Muraz.
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Figure 9: Aspect des BAAR apreés coloration de Ziehl-Neelsen (A) et apreés coloration a
I’auramine (B) (PNT, 2016).
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Tableau 5 : Modalités de réponse standardisée pour la lecture des examens microscopiques

Nombre de BAAR compté | Résultats Interprétation

0 BAAR/ 100 champs Négatif Frottis négatif

1-9 BAAR/ 100 champs 1-9 Rares BAAR
(noter le chiffre exact)

10-99 BAAR/ 100 champs + Frottis positif

1-10 BAAR/ champ, dans au | ++ Frottis riche

moins 50 champs

>10 BAAR/ champ, dans au | +++ Frottis trés riche

moins 20 champs

BAAR= Bacille Acido-alcoolo Résistant

Examen microscopique aprés coloration a I’auramine

Le principe de cette coloration est le méme que pour celle de ZN. Il consiste a colorer les
frottis par une solution d’auramine O phéniqué, a les décolorer par un mélange alcool-acide et a les
contre colorer par une solution de rouge thiazine. Les lames des frottis, rincées, séchées et
recouvertes de lamelles sont observées a I’aide d’un microscope muni d’un dispositif a fluorescence,
a I’objectif x 25. Les mycobactéries apparaissent en bacilles fluorescents jaune-vert sur un fond
rouge (figure 9 B). La microscopie a fluorescence permet d’examiner environ 5 fois plus de lames
que la microscopie a lumiére transmise, dans le méme temps et avec une sensibilité égale ou
supérieure (Kommareddi et al., 1984). Son utilisation est efficiente dans le cas des centres recevant
un nombre de prélevement quotidien supérieur a 15 (PNT, 2016 ; Cambau et Herrmann, 2015).
La variante LED (Light Emitting Diode) est beaucoup plus avantageuse que le microscope a
fluorescence classique : elle s’adapte a certains microscopes ordinaires et sa lampe a une durée de
vie plus longue (PNT, 2016).
Le seul inconvénient de la fluorescence est qu’elle décroit et disparait avec le temps et donc la

lecture doit étre faite dans les 24 heures ou alors conserver les lames a 1’obscurité.

Quel que soit le type de coloration, I’examen microscopique a 1’avantage d’étre simple,
rapide, moins couteux, facile a réaliser (Guillet-Caruba et al., 2014 ; Caulfield et al., 2016). Il est
souvent la seule méthode disponible dans les PRLs (De Waard et Robledo, 2007). Cependant, il
présente plusieurs inconvénients dont un seuil de détection faible (seuil de I’ordre de 10* BAAR/m
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d’échantillon). En fonction du type de prélevement sa sensibilité peut varier (10-20% pour les
prélevements extra pulmonaires et 65% pour les pulmonaires) (Guillet-Caruba et al., 2014). Il est
aussi souvent négatif chez les enfants et les patients infectés par le VIH. Ainsi, un examen
microscopique négatif n’élimine pas un diagnostic de tuberculose. De méme il ne prédit pas une
guérison dans le cadre d’un suivi du traitement antituberculeux (Horne et al., 2010), n’est pas
spécifique de MTBc et donc ne permet pas de différencier les mycobactéries responsables de la
tuberculose et celles responsables de mycobactériose. Par ailleurs, il ne renseigne pas sur le caractére
vivant ou mort des bacilles, I’examen microscopique positif n’est pas un bon marqueur d’échec
thérapeutique ou de rechute tuberculeuse (Horne et al., 2010 ; Fitzwater et al., 2010). Ces limites
de la microscopie sont a la base de la réalisation concomitante de la culture afin d’améliorer le

diagnostic, identifier les MTBc et tester la sensibilité aux antituberculeux.

V.1.4.2. Mise en culture des expectorations
- La décontamination

Une étape de décontamination est nécessaire lorsque les prélevements biologiques a cultiver
sont non stériles comme dans le cas des expectorations, afin d’éliminer la flore associée et permettre
I’isolement des mycobactéries. Plusieurs méthodes de décontamination ont été développées. Les
plus couramment utilisés sont celles a I’hydroxyde de sodium (NaOH) a différentes concentrations,
au N-acetyl-cysteine-sodium-hydroxyde ou sodium chlorure (Nalc-NaOH ou NaCL), au
cetylpyridinium chloride-sodium chloride (CPC-NaCl), a I’acide oxalique a 5% et celle d’Ogawa-
Kudoh (De Waard et Robledo, 2007).

Pour les quatre premiéres méthodes, aprés une incubation des échantillons avec la solution de
décontamination pendant un temps approprié (en général 15-30 minutes) , le mélange est neutralisé
a I’aide d’un tampon phosphate puis décanté par centrifugation, et les culots de centrifugation sont
utilisés pour I’inoculation des milieux de culture. Pour le cas specifique de la méthode de Petroff,
le tampon de neutralisation peu etre remplacé par des lavages repetés avec de ’cau distillée sterile
suivie de centrifugation (Rieder et al., 2007). En terme de simplicité ces méthodes sont
comparables, mais le NaOH a 4% est reputé étre létal pour les mycobactéries (Narvaiz de Kantor
etal., 1998 ; Rieder et al., 2007), le Nalc-NaOH a I’inconvénient d’étre cher, et est rarement utilisé
en routine dans les pays a ressources limités par rapport au NaOH (De Waard Robledo, 2007),

quant a I’acide oxalique, son utilisation est restreinte aux prélevements fortement contaminés, aprés
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une premiére décontamination par le NaOH (Bange et al., 1999). Pour la méthode d’Ogawa-Kudoh,
les échantillons sont imbibés dans du coton-tige, décontaminé par trempage pendant 2 minutes dans
une solution de NaOH & 4% et inoculer directement sur le milieu d’Ogawa (pH6.4). Elle a I’avantage
d’étre simple mais ne s’utilise que sur le milieu solide et peut engendrer des taux élevés de
contaminations (Kudoh 1974 ; De Waard and Robledo, 2007). Récemment, OMNIgene
SPUTUM un nouveau kit de transport/décontamination a été mis sur le marché. Il consiste a
incuber (entre 30 minutes et 8 jours) un mélange a volume égale du réactif OMNIgene et le spécimen
a décontaminer, de le décanter par centrifugation puis d’inoculer les milieux de culture. Avec un
colt unitaire de 2,84 dollars USD le test. Il permettrait une réduction des contaminations, une bonne
préservation des mycobactéries pendant au moins 8 jours ainsi que le transport des spécimens a
température ambiante, s’affranchissant ainsi d’un maintien de la chaine de froid lors des transferts.
Ses performances seraient comparables a celles du Nalc-NaOH (Kelly-Cirino et al., 2017 ;
Mabharjan et al., 2016 ; Asandem et al., 2018 ), mais il inhiberait la pousse des mycobactéries
dans les milieux MGIT et pourrait ne pas étre compatible pour ce systeme. Il rallongerait également
le délai de détection des mycobactéries (Azam et al., 2018 ; Asandem et al., 2018). Cependant,
pour d’autres auteurs OMNIgene est moins performant que le Nalc-NaOH, et augmenterait au
contraire les taux de contamination (Zallet et al., 2018). Déja en 1998, I’OMS recommandait que
chaque laboratoire utilise la méthode de décontamination qui lui permette d’obtenir des seuils
acceptables de contamination de culture (Narvaiz de Kantor et al., 1998). Aujourd’hui encore avec
les donneées sur les nouvelles méthodes de décontamination, notamment OMNIgene-SPUTUM, qui
nécessite des optimisations et des évaluations supplémentaires sur le terrain (Azam et al., 2018), il
y a pas de preuves suffisantes a ce que cette recommandation soit revue.

- Culture sur milieux solides

Le diagnostic définitif de la tuberculose active est basé sur la culture, considérée comme le test
de référence. Elle permet par I’isolement des souches I'identification des espéces de mycobacteéries
et la réalisation des tests de sensibilités aux antituberculeux afin d’initier une thérapie efficace
(Guillet-Caruba et al., 2014). Au Burkina Faso, les indications de la culture dans le cadre du PNT
sont les patients présumés TB-MR (patients en échecs de traitement, rechutes, contréles positifs M3
lere ligne, contacts de TB-MR, patients traités aprés avoir été perdus de vue) pour confirmer la
résistance de M. tuberculosis ; les enfants et les cas de tuberculoses extrapulmonaires pour confirmer
le diagnostic de tuberculose (PNT, 2016). La culture est utilisée également dans le cadre de la
recherche.

Les milieux de cultures: La culture est traditionnellement réalisée sur le milieu solide de
Lowenstein- Jensen (LJ). Ce milieu est composé d’acides aminés, de sels minéraux, de fécule de

pomme de terre, de glycérine, ceufs entier et d’un antiseptique, le vert de malachite pour éliminer la
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flore associee. Certaines mycobactéries comme M. Bovis, M. Microti et Africanum dont la chaine
respiratoire est déficiente en enzymes fonctionnels (Glycérol kinase, pyruvate kinase) pour le
métabolisme de la glycérine (Keating et al., 2005) poussent mal sur ce milieu. Aussi, la croissance
sur ce milieu des autres MTBc est lente du fait de la faible perméabilité de leur paroi (2-6 semaines
environ) (Guillet-Caruba et al., 2014 ; Caulfield et al., 2016 ; Pfyffer et al., 1997 ; Cruciani et
al., 2004). De par le passé, dans le but d’optimiser la croissance des MTBc, des modifications
successives du milieu de LJ ainsi que la recherche d’autres milicux par différents scientifiques
avaient eté réalisés (McNelly et Riddell, 1949; Liu et al., 1973). C’est aussi pour les mémes
raisons et parfois des raisons économiques qu’il y a eu des ajouts de pyruvate a la place du glycérol
(milieu de Stonebrink), du jaune d’ceuf a la place de I’ ceuf entier (milieu Colestsos), le
remplacement de I’asparagine par le glutamate de sodium disponible et moins cher (milieu
d’Ogawa) et la mise au point de milieux gélosés semi-synthétiques comme le Middlebrook 7H10 et
7H11 (Biofroma, 2003 ; De Waard et Robledo, 2007). Ces milieux sont enrichis avec de ’OADC,
mélange d’acide oléique, d’albumine bovine, de dextrose et de catalase. Leur manque de seélectivité
a nécessité aussi I’ajout d’un cocktail d’antibiotiques, souvent composés de 1’association d’une
carboxypénicilline, de triméthoprime, de polymyxine B, et d’un antifongique (amphotéricine B)
(Sweeney et al., 2007; Fine, O’Brien, et al., 2011). Le seuil de détection de la culture sur ces
milieux solides est de 10 a 100 bacilles/ml d’échantillon biologique. Les milieux sont ensemenceés
avec environ 0.2 ml de culot de préléevement et incubés a 37°C pendant 8 semaines (voire 3 mois).
Des conditions particulieres d’incubation des cultures peuvent étre nécessaires pour certain MNT.
La contamination des milieux solides est d’environ 3 a 5% des cultures effectuées si I’acheminement
des prélévements et les protocoles de décontaminations sont suivis correctement. Ce taux est un des
indicateurs de qualité du laboratoire de mycobactériologie (Cambau et Herrmann, 2015).
L’inconvénient majeur de la culture sur milieu solide est la lenteur des pousses. Les cultures se
positivent en 2 a 8 semaines, ce qui est assez long pour permettre une prise en charge rapide des

patients.

- Culture sur milieux liquides
Les milieux liquides ont été développés pour pallier la croissance lente des mycobactéries
sur les milieux solides, afin de confirmer précocement le diagnostic. Les milieux liquides
actuellement utilisés de fagon commerciale sont préparés a base d’un milieu de Middlebrok (7H9
ou 7H10) enrichis avec de I’acide oléique, d’albumine, de dextrose, et de catalase (I’OADC) et
rendu sélectif par une combinaison d’antibiotiques tels le PANTA (Polymixin B, Amphotericin B,
Nalidixic acid, Trimethoprim et Azlocillin) (antibiotic supplement Becton Dickinson, 2013). La

combinaison polymixin B, vancomycine, nalidixic acid et azlocillin est également utilisée (PVNA)
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(De Waard et Robledo, 2007 ; Cambau et Herrmann, 2015). Bien que connu pendant des
décennies, ces milieux liquides pour la culture de mycobactéries n‘avaient jamais attiré I'attention
de microbiologistes du fait de leur susceptibilité aux contaminations (De Waard et Robledo, 2007).
L'utilisation de combinaisons antimicrobiennes appropriées pour inhiber la croissance des
microorganismes contaminants et 1’usage des automates de culture avec incubateurs et lecteurs
incorporés développés a la fin des années 1990 a été une avancée majeure dans le diagnostic de la
tuberculose (De Waard et Robledo, 2007).

Ainsi Plusieurs automates commercialisés ont été mis au point et certains ont été
recommandés par la Food and Drug Administration des Etats-Unis (FDA) (Piersimoni et al. 2006 ;
Caulfield, 2019). Ces derniers au nombre de trois sont le Bactec MGIT960® (Becton Dickinson),
le VersaTREK® (Trek Diagnostics) et le BacT/ALERT® (BioMérieux). Ces automates utilisent des
systémes de détection différents et la lecture se fait de maniére continue. Pour le Bactec MGIT960®
la croissance bactérienne est mise en évidence par des sels de ruthénium présents au fond du tube
émettant une fluorescence aprés excitation a 365nm lorsque 1’02 diminue. Au lieu d’utiliser la
fluorescence, le Versa TREK® détecte la croissance bactérienne en mesurant la diminution de la
pression dans le tube due a la consommation d’oxygéne. Quant au systéme BacT/ALERT 3D, la
mesure de la croissance bactérienne se base sur 1’augmentation du CO2 dans le milieu. Cette
détection colorimétrique est basée sur la diminution du pH suite a la libération du CO..
L’ensemencement s’effectue en introduisant 0.5 ml de culot de prélévement dans les tubes ou flacon
contenant les milieux qui sont ensuite incubés a 37°C dans I’automate. Le pourcentage acceptable
de cultures contaminées en milieux liquide est en générale compris entre 5 et 10 %. Le temps
d’incubation pour ces cultures sur milieux liquides est de 6 semaines avant de déclarer qu’elles sont
négatives. En cas de culture positive, il faudra réaliser un examen microscopique afin d’établir qu’il
s’agit bien d’une culture positive de mycobactéries. Leurs niveaux de performances sont
comparables (Wyth et al., 2000 ; Falconi et al. 2008 ; Alcaide et al., 2000 ; Piersimoni et al.,
2001). Mais comparé a la culture sur milieu solide, plusieurs études ont mentionné une amélioration
de la sensibilité par le systeme MGIT. En effet, une meta analyse de 10 publications représentant
1381 souches obtenues de 14745 échantillons cliniques a montré une sensibilité globale de 81,5%
et d’une spécificité de 99.6% comparé aux 67% et aux 100% respectivement pour la culture sur

milieu solide (Rageade et al., 2014).

L’avantage des cultures sur milieu liquide réside surtout dans leur rapidité. Elles présentent
toutes I’avantage de réduire significativement le délai de positivité de 10 a 14 jours en moyenne par

rapport aux cultures en milieu solide (Parrish et al., 2011 ; Rageade, 2014) Les inconvénients de
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ces systemes résident dans leur codt trés élevé, la nécessité d’une main-d’ceuvre qualifiée,
I’impossibilité d’observer la morphologie des colonies, la difficulté de détection des cultures mixtes
de mycobactéries. Actuellement, au regard de ces avantages et inconvénients, il est recommandé
d’inclure a la fois des milieux solides et des milieux liquides pour toute culture des mycobactéries
(Griffith, 2007).

V.1.4.3. Identification biochimique

L’identification consiste dans un premier temps a la différentiation entre les MTBc et les

MNT et dans un deuxieme temps a la différentiation des especes au sein du MTBc.

Identification classique

Classiquement, I’identification des mycobactéries se fait grace a leurs caractéristiques
phénotypiques et biochimiques. L’aspect caractéristique des colonies sur milieux a 1’ceuf associé a
I’étude de quelques caractéres biochimiques permet d’orienter I’identification vers une
mycobactérie du MTBc ou une MNT. Il s’agit de la production de nitrate réductase, la présence d’
une catalase thermolabile et le test de niacine positif. Les principaux tests biochimiques utilisés pour
différencier les espéces du MTBc sont le test a la niacine (acide nicotinique), la réduction des
nitrates, ’hydrolyse du Tween, la sensibilit¢ au TCH (acide thiophéne-2carboxylique), a la
cyclosérine et au pyrazinamide (Denis et al. 2007). La réalisation de ces tests nécessite des cultures
riches et ne sont donc pas réalisables avant 28 jours de croissance ou aprés une subculture. Ils ont
I’inconvénient d’étre chronophages et fastidieux et ont de ce fait été remplacés par les tests

antigeniques (Ag MTP64) ou moléculaires (Hybridation, PCR).

Détection des antigenes

Deux marqueurs biologiques ont démontré leurs utilités pour le diagnostic de la tuberculose,
I’'un pour la recherche de tuberculose directement a partir de prélévement chez le patient (le
lipoarabinomannane), 1’autre pour I’identification rapide des MTBc dés la positivité de la culture
(Antigene MPT-64).

Le premier test détecte des antigénes par immunochromatographie directement sur les
urines du patient suspecté de tuberculose et repose sur la détection de lipoarabinomannane (LAM),
composant majoritaire de la paroi bactérienne des mycobactéries. Ce test peu couteux, rapide et
facile est utilisé dans les pays en voie de developpement a forte incidence de co-infection
tuberculose-VIH ou il présente une valeur prédictive positive (VPP) de 80 %. Du fait de sa faible
spécificité et d’un faible taux de prévalence, ce test ne peut étre utilisé en France (Lawn et al.,

2012). Le lipoarabinomannane est un glycolipide de haut poids moléculaire, resistant a la

58



température et présent dans la paroi cellulaire des mycobactéries. Cette molécule n’est pas
spécifique du MTBc mais plusieurs groupes ont montré la présence de concentrations mesurables
de lipoarabinomannane dans les expectorations (Pereira Arias-Bouda et al., 2000) ou dans les
urines des patients atteints de tuberculose (Boehme et al., 2005). Des données préliminaires
positives ainsi que 1’avantage d’utiliser un simple test urinaire pour détecter une tuberculose ont
rapidement conduit au développement d’un test Elisa commercial (Clearview TB, Inverness
Medical Innovations, Waltham, MA, Etats-Unis). Des travaux récents ont montré des performances
variables de cette approche et une sensibilité plus faible que celle espérée (Daley et al., 2009 ;
Mutetwa et al., 2009). Ce test semblerait avoir une meilleure performance chez les patients VIH
positifs avec une immunosuppression avancée (Lawn et al., 2009).

Le deuxieme est un test immunochromatographique pour rechercher les MTBc a partir d’une
culture positive sur milieu solide ou liquide. Il s’agit du test MPT64 TB antigen tests (SD Bioline
Kit, Standard Diagnostics, Inc., South Korea) qui repose sur la détection de I’antigéne MPT64,
protéine secrétée par les MTBc et incriminée dans leur virulence. Il permet en 15 min, d’identifier
les MTBc sur des Kits unitaires. La sensibilité est de 97% et la spécificité est de 1I’ordre de 99 %. 1l
faut noter que quelques variantes des souches M. Bovis BCG sont faussement négatifs (Cambau et
Herrmann, 2015).

V.1.4.4. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

La résistance acquise aux antituberculeux chez les MTBc est toujours liée a des mutations de genes
chromosomiques. Dans une population bactérienne, il existe spontanément des bactéries mutantes
résistantes a chacun des antituberculeux. Cette proportion de mutants résistants pour les souches
sauvages varie de 1 /10° pour I’INH a 1/ 108 pour la RIF. La survenue de chaque mutation étant
indépendante, I’association de deux antituberculeux comme I’INH et la RIF empéche la sélection
des mutants résistants. Les tests de résistance aux différents antituberculeux de premiére ligne sont
bien standardisés et corrélés aux résultats des études cliniques (Denis et al., 2011). Ces tests sont
nécessaires et recommandés pour une prise en charge thérapeutique adaptée des patients. Dans la
réalité beaucoup de pays a faibles ressources comme le Burkina Faso, n’ont pas de laboratoires avec
les capacités et les compétences nécessaires pour les réaliser de sorte que les patients sont traités,
pour la plupart d’entre eux, de fagon empirique sur la base des seuls résultats de la microscopie.
Classiquement, trois méthodes phénotypiques a savoir la méthode des proportions, la methode
absolue des concentrations et la méthode de ratio de resistance (Canetti et al., 1969, kent et Kubica
al., 1985) étaient utilisé pour la détection des résistances aux antituberculeux. Toutefois, en raison
du travail laborieux que nécessitent ces méthodes et surtout les longs délais nécessaires pour le

rendu des résultats, de nouvelles technologies et approches avec des délais d’exécution plus court
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et la possibilité d’application directe sur les échantillons cliniques ont été proposées au cours des
derniéres années (cf chap.2, paragraphe V.1.5.). Le paragraphe ci-dessous décrit les méthodes de

proportions en milieux solides et liquides.

- Meéthode de proportion en milieux solide (décrit dans Denis et al., 2011).

C’est la méthode de référence et c’est celle qui est utilisée dans notre laboratoire. Elle détermine la
proportion des mutants résistants aux antituberculeux a partir des milieux de L-J, 7H9 ou 7H10 dans
lesquels sont incorporés des antituberculeux a des concentrations critiques. Cette méthode consiste
a préparer une suspension bacillaire a partir de 5-10 colonies dans un tube contenant des billes en
verre et 0.5 ml d’eau distillée stérile. Cette suspension est ensuite ajuster par opacimétrie avec de
I’eau distillée stérile & Img/ml a I’aide d’un étalon BCG (0.5 Mac Farland). Trois séries de dilutions
(10, 103, 10°) sont préparées a partir de la suspension calibrée, puis des volumes de 0,2 ml sont
ensemenceés dans les tubes de milieux contenant ou pas des antituberculeux. Les tubes sont ensuite
incubés & 37°C, une premiére lecture est réalisée au 21°™ jour et une deuxiéme au 42°™ jour. Le
nombre de colonies apparues sur les différents tubes est compté et permet de déduire la proportion
de bacilles résistants présents dans la souche. Celle-ci est déclarée résistante lorsque la proportion
des colonies résistante est égale ou supérieure a la proportion critique (1% pour les antituberculeux
majeurs ci-dessous cités). Les concentrations d’antibiotiques souvent utilisées sont les suivantes :
Isoniazide (H) a 0,2 pg/ml, Rifampicine (R) a 40pg/ml, Ethambutol (E) a 2ug/ml et Streptomycine
(S) a 4 ng/ml (correspondant aux standards recommandés par I’OMS). Le long délai du rendu des
résultats constitue la limite de cette méthode. Cependant, c’est une méthode qui est simple & mettre
en ceuvre et pourrait étre implanté dans les laboratoires de mycobactériologie clinique.

Il faut noter qu’en cas de rechute ou d’échec clinique, des antituberculeux de seconde lignes
sont aussi testés bien que ceux-ci ne soit pas standardisés. De méme la Pyrazinamide
(antituberculeux de 1% ligne) est testé en seconde intention en raison des performances médiocres

des milieux acide utilisés.

- Détermination de la sensibilité aux antituberculeux sur milieu liquide.

Bien que la méthode des proportions en milieu solide demeure la méthode de référence pour
la détermination de la sensibilité aux antituberculeux de premiére intention, les antibiogrammes sont
désormais le plus souvent réalisés en milieu liquide sur 1’automate Bactec MGIT 960 ou
VersaTREK. Ces antibiogrammes sont majoritairement effectués a partir d’un premier isolat obtenu
en milieu liquide, soit en moyenne deux semaines apres la prise en charge initiale du prélevement.

Cette méthode est analogue a celle réalisé en milieu solide et décrite dans le paragraphe ci-dessus.

60



En résumé pour le MGIT, un volume de 0,5 ml de la suspension de la souche a étudier est inoculée
dans les tubes contenant les antituberculeux et 0,5 ml de supplément OADC. Un tube témoin
(suspension diluée au 1/100eme) est également inoculé puis incubés a 37°C pendant 12 jours au
maximum. La lecture est réalisée entre le 3°™ et le 12°™ jour en lumiére UV a 365 nm. Si dans les
48 heures qui suivent la positivité du tube témoin aucune fluorescence n’est détectée dans les tubes
contenant les antituberculeux, alors la souche est déclarée sensible. Dans le cas contraire, elle est
déclarée résistante pour I’antituberculeux concerné. Pour les automates (Bactec MGIT 960,
VersaTREK), la mesure se fait de maniére continue et automatique. En cas de résultat douteux, le

milieu solide est recommandé.

L’avantage majeur de cette méthode repose sur la diminution significative du délai de rendu
du résultat (10 jours en milieu liquide aprés une premiere culture, versus 3 & 4 semaines en milieu
solide) (Parrish et Carrol, 2008). Des études montrent que des antibiogrammes sur milieux
liquides peuvent étre réalisés directement a partir d’échantillons avec examen direct positif
permettant ainsi d’optimiser le délai de rendu de résultat (Parrish et Carrol, 2008; Lin et al., 2009).
L’inconvénient majeur de cette méthode est le codt trés élevé des automates utilisés de méme que
les milieux de culture.

Ces antibiogrammes en milieu liquide automatisé sont tres performants (Espasa et al., 2012), a
I’exception toutefois de la détermination de la sensibilité au pyrazinamide. Bien qu’il n’existe pas
de standardisation, la sensibilité des antituberculeux de 2° ligne peut également étre testée en milieu
liquide a I’aide du Bactec MGIT 960 pour ce qui est de I’amikacine, la capréomycine, I’éthionamide,
la kanamycine, 1’ofloxacine, la moxifloxacine, le linézolide, I’acide para-amino salicylique et la

rifabutine (Zhao et al., 2012 ; Sharma et al., 2011).

V.1.4.5. Contaminations des cultures et cultures faussement négatives

Une revue de la littérature sur les contaminations des cultures de mycobactéries a partir
d’expectorations et de prélévements respiratoires publiés ces 10 derniéres années, nous a permis de
synthétiser les données de 17 études dont les objectifs étaient soit de réduire les contaminations de
cultures des mycobactéries soit d’améliorer le recouvrement des cultures des mycobactéries dans le
cadre du diagnostic de la tuberculose pulmonaire dans les pays a ressources limitées Les cultures
faussement négatives sont définies ici comme étant des prélévements a examen microscopique
positif avec des resultats de cultures négatives. Nous avons considéré les contaminations de culture
et les cultures faussement négatives comme étant les deux faces d’une méme piéce, car tous deux
concourent a une insuffisance de diagnostic. Ces 17 études réparties en trois groupes selon les

stratégies utilisées pour améliorer le recouvrement des cultures des mycobactéries étaient
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constituées de 3 ¢études d’évaluations de 1’utilisation de bain de bouche avant la collecte des
expectorations, de 9 études d’évaluations des méthodes de décontamination ou de transport/
décontamination, et enfin de 5 études d’évaluation des milieux sélectifs pour la culture des
mycobactéries. Les données extraites des diffentes études sont présentées dans le tableau 6. Les
differntes variables prises en compte étaient : les noms des auteurs, I’année et le pays de publication
de I’article, la population cible, la taille de I’échantillon, les spécimens prélevés et analyses, les
méthodes de décontamination, les types de milieux de culture utilisés les taux de contaminations et
de recouvrements des cultures ainsi que les taux de cultures faussement négatives. Ces 17 études
capitalisent au total 21 évaluations toutes stratégies confondues pour les bras standards ou contréles
(en gras dans le tableau) et 29 évaluations pour les bras expérimentaux (tableau 6).

En considérant les bras standards, 16 (16/21 soit 76%) évaluations avaient des taux de
contaminations supérieurs aux taux acceptables. Ces taux étaient compris entre 11-36% et 10 (10/21
soit 48%) d’entre elles avaient des taux de contaminations supérieures ou égales a 15% (tableau 6).
Seulement 5 (5/21 soit 24%) études avaient des taux de contaminations acceptables mais parmi elles
2 (2/21 soit 10%) avaient des taux de cultures faussements négatives de I’ordre de 30% et de 71%
(tableau 6). En définitive, 86% des évaluations standards n’ont pas permis un bon recouvrement
des mycobactéries soit parce que les taux de contaminations étaient élevés ou soit les taux de

cultures faussement négatives étaient éleveés.

Pour les bras expérimentaux, seulement 6 (6/29 soit 21%) évaluations avaient des taux de
contaminations supérieurs aux taux acceptables et étaient compris entre 11% et 63% (tableau 6).
Cependant, parmi les évaluations qui avaient des taux de contaminations acceptables, 7 (7/29 soit
24%) avaient des taux de cultures faussement négatives compris entre 10% et 57%. De plus, 4 (4/29
soit 10%) autres avaient conclus que le taux de recouvrement des cultures n’était pas différent entre
le bras standard et expérimental malgré une réduction des contaminations. Pour les 13 évaluations
restantes, 4 avaient des taux de contaminations acceptables et des taux de microscopie positive
cultures négatives dans les normes alors que pour les 9 autres, il y avait une insuffisance de données
sur le recouvrement des cultures et les taux de cultures faussement négatives qui ne permettaient
pas de conclure. Néanmoins, malgré ce manque de donneées sur les 9 évaluations representant 30%
des évaluations experimentales, 55% n’ont pas permis un bon recouvrement des cultures des
mycobactéries.

Ces données traduisent indéniablement la nécessit¢ d’une amélioration de la qualité du
diagnostic de la tuberculose pulmonaire par la technique de la culture et expliquent les nombreuses

stratégies qui sont évaluées pour tenter de les réduire.
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Tableau 6 : Synthese des études portant sur les contaminations ou les recouvrements de

cultures des mycobactéries entre 2009 & 2019 dans les pays a ressources limitées

Références (Pays) Population Types et taille Méthode de Milieux de Pourcentage de | Pourcentage de | Pourcentage
d’étude d’échantillon et | décontaminationet | culture contamination cultures de
conditions de milieu de culture faussement recouvrement
conservation négatives des cultures
Evaluation des méthodes de décontamination
PeresR L. et al, Cas Expectorations -NALC-NaOH (1% | Ogawa -14% ND 3
2009 suspects N=3990 NaOH)
(Brésil) tuberculose T°=4°C - NALC-NaOH -11% ND 3
Durée= DM (1,25% NaOH)
Sharma et al., 2012 Cas Expectorations -NaOH 4% LJ 23,1% ND
(Inde) suspects N=30 -NALC —-NaOH2% 13,2% ND
tuberculose T°=DM -inoculation directe 79,2% ND
Durée=DM
Chatterjee et al, Cas 359 specimens NaOH 4% LJ 8 71 ND
2012 Inde (Bengal) suspects dont 241 NaOH 2% BLM 63 16 ND
tuberculose expectorations NALC 2%NaOH2% | KLM 7 26 ND
147 M+ TSPS=5 TSPS=12
T°=DM
Durée=30minutes
Addise D et al., Expectorations NALC-NaOH (1% | MGIT (Bactec 22 ND 20
2016 (Ethiopie) N=264 NaOH) 960)
Te=4°c
Durée=3-5Jours NALC-NaOH (1,5% 7 ND 20
NaOH)
Ensa et al 2016 Cas Expectorations NALC-NaOH 4% ND 64
(Gambie) confirmés (N=42 M+ et
tuberculose N=26 M-) LJ
T°=DM 0,7% CHX 2% ND 62
et cas de Durée=DM
microscope
s négatifs
Hiza et al. 2017 Patients Expectorations NALC-NaOH (1,5 LJ 20min=14 20min=34
(Tanzanie) tuberculose N=200 NaOH) 15min=16 15min=16
confirmés T°=4-8°C 10min=14 10min=4
Durée= chaque
jour CCP7jours + LJ 20min=2 20min=8
NALC-NaOH 15min=2 15min=4
10min=0 10min=6
Taglianie et al., Cas Expectorations NALC-NaOH MGIT 13
2017 (Albanie) suspects N=329 (Bactec960) ND 13
B T°=DM
Durée= méme OM-S MGIT 0 ND 14
jour (Bactec960)
Affolabie et al., Patients Expectorations NaOH4% LJ 11 16
(Benin) tuberculose N=312
confirmés T°=DM CCP+ NaOH4% LJ CCP8j=8 CCP8j=10
Durée=meme jour | (5min) CCP28j=4 CCP28j=26
OM-S LJ OM-S 8J=3 OM-S 8J=15
OM-S 28J=1 OM-S 28J1=57
Asamdem et al., Patients Expectorations NALC-NaOH LJ 13 13 ND
2018 (Ghana) tuberculose N=104
confirmés T°=DM
Durée= DM OM-S LJ 4 17 ND

Evaluation de I’utilisation de bain de bouche avant la collecte des expectorations
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Muzanyé et al. 2009 Cas Expectorations NALC-Na-citrate SBB=22 ND ND
(Ouganda) suspects SBB*=1922
tuberculose ABB=7 ND ND
ABB**=1860
(utilisation de
I’eau bouillie)
T°=DM
Durée=DM
Peres et al. 2011 Cas SBB*=120 NALC-NaOH Ogawa SBB*=9 ND SBB*=23
(Breésil) suspects ABB**=7 ND ABB**=23
tuberculose ABB**=120
(CHX 0,12% ; ou
CCP 0,05%) MGIT
T°=4°C (PANTA) SBB*=18 ND SBB*=29
Durée = 2H ABB**=11 ND ABB**=33
Kalema N. et al Cas Expectorations NALC-NaOH LJ SBB=15 ND SBB=53
2012 suspects N=110 (SBB) (1% NaOH)
(Ouganda) tuberculose | N=110 (ABB) ABB=4 ND ABB=48
amajorité | T°=4°C
VIH+ Durée=3 heures
Evaluation de milieux selectifs a base de coktail d’antibiotiques
Ouassa et al., 2011 Cas Prélevements Citrate-Na/ LJ 36 ND 9
(Céte d’Ivoire) suspects respiratoires NaOH4%
tuberculose N=91 (dont 87 7H9 (Bactec 2 ND 31
(VIH+) expectorations) 460)
T°=DM
Durée=DM 7H9 (BACT 1 ND 34
/ALERT)
Kassaza et al., Cas Expectorations NALC-NaOH 2% LJ 31 ND ND
2014 suspects N=299 LJ+PANTA 5 ND ND
(Ouganda) tuberculose SelectataB-MB 2 ND ND
N=234 LJ+ PeniG 9 ND ND
(LJ+PeniG)
T°=DM
Durée=DM
Okumu et al., 2017 Cas Expectorations NALC-NaOH-Na- LJ 16 ND 4
(Kenya) suspects N=700 Citrate (NaOH 1%)
tuberculose T°=DM LJ+ PACT 7 ND 4
Durée=DM
Diribaet al., 2017 Cas Expectorations NALC-NaOH LJ 9 ND ND
(Ethiopie) suspects N=900 (111 M+) MGIT 15 ND ND
tuberculose T°=2-8°C LJ (M+) 4 30
Durée=24-48 MGIT (M+) 1 12
heures
Boumet al., 2013 Cas Expectorations NALC-NaOH LJ 22 ND ND
(Ouganda) suspects N=671 (1,5% NaOH) MGIT 20 ND ND
tuberculose T°=DM
Durée=DM

SBB*=sans bain de bouche ; ABB**= apres bain de bouche ; CHX =chlorhexidine ; ou CCP
M+ = Microscopie positive ; M-= Microscopie Négative ; N= nombre ; ND= non déterminé ; NA= Non applicable ;

DM = Données manquantes

V.1.5. Diagnostic moléculaire de la tuberculose

Le diagnostic moléculaire de la tuberculose peut se faire a partir de culture positive ou

directement a partir des échantillons.

V.1.5. 1. Diagnostic a partir de cultures positives
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Plusieurs tests de diagnostic sont utilisés pour identifier les mycobactéries a partir de cultures
positives sur milieux solides ou liquides. 11 s’agit :
- des tests d’hybridation a I’aide des sondes d’acide nucléiques,
- des tests d’hybridation inverse sur bandelettes ou Line Probe Assays en anglais (LPA),
- du MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight Mass
Spectrom),
du séquencage de I’ADN (Pfyffer, 2015 ; Caulfield, 2019),
- et des tests d’hybridation des acides nucléiques ou nucleic acid amplification tests en
anglais (NAAT).

Des tests commerciaux homologués par la FDA et I’OMS sont disponibles et permettent
I’identification des MTBc, M. avium complex, M. gordonae et M. Knasasii. A partir des isolats de
cultures, les acides nucléiques sont libérés apres un traitement par la chaleur et la sonication. Ensuite
des sondes d’ADN spécifiques d’espéces marquées par chimioluminescence sont ajoutées. Si les
sondes sont complémentaires & I’ARN ribosomal 16S cible, il y’a hybridation et la
chimioluminescence des hybrides ADN-ARNr peuvent étre detectés et quantifiés (figure 10). Du
fait que cette technique ne passe pas par une étape d’amplification, une grande quantité d’acide
nucléique cible est requise et cela restreint la technique a la détection a partir de cultures positives.
Cependant, cette technique est sensible et spécifique (seuils compris entre 95-100% selon les
études), elle est simple d’utilisation et produit les résultats a environ 2H (Lebrun et al., 1992 ;
Richter et al., 1999). Sa principale limite est qu’elle n’est disponible que pour 4 especes ou

complexe de mycobactéries.
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Figure 10 : Schéma de réalisation des tests d’hybridation des sondes d’acides nucléiques
(Caulfield et al., 2016)



- Tests d’identification génétique ou Line Probe Assays (LPAS)

Les LPAs sont des techniques alternatives aux tests précédents. Cette technologie utilise des
membranes de nitrocelluloses sur lesquelles sont fixées des sondes spécifiques du genre et de
I’espéce des mycobactéries. Lorsque de I’ADN complémentaires est présent dans les lysats des
isolats de culture, ceux-ci s’hybrident aux sondes et produisent des bandes colorées permettant
I’identification des especes (figure 11). Les LPAs commerciaux disponibles incluent les tests
INNO-LiPA® Rif.TB (Innogenetics, Ghent, Belgium), et les tests Genotype MTBDRplus 2.0 et
Genotype MTBDRsI (Hain® Life Science GmbH). Les sondes utilisées ciblent les différences de
nucléotides dans la région de ’ARN 16 S ou I’ARN 23 S. IIs peuvent détecter les mycobactéries du
MTBc et plusieurs MNT habituellement isolées ainsi que les résistances aux antituberculeux. La
sensibilité et la spécificité des LPAs sont généralement au-dessus de 90% et les résultats disponibles
en 2-4 heures (Russo et al., 2006 ; Tortoli et al., 2003 ; caulfield, 2019). Ils sont recommandés par
I’OMS et largement utilisés mais ne sont pas approuvés par la FDA. Il existe des réactions croisées
avec certains MNT non fréquents. Au Burkina Faso, le PNT recommande le test Genotype
MTBDRplus 2.0 pour détecter les cas de TB- MDR et TB-UR chez les patients dont le contrdle M3
de premiere ligne de traitement est positif, chez les patients en échec de traitement, en rechutes ou
perdu de vue, et enfin chez les cas contacts de TB MR ( PNT, 2016) .
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Figure 11 : Schéma des sondes hybridées sur bande de nitrocelluloses, test de Genotype
MTBC, Hain Liefescience (Caulfield et al., 2016).
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- Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—-Time of Flight Mass Spectrometry

La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF MS en microbiologie permet I'identification des
microorganismes au niveau de I'espéce par analyse de leurs protéines (Bizzini et Greub, 2010). Ces
derniéres années, elle a été appliquée a 1’identification des mycobactéries (Pignone et al., 2006 ;
El-chéchine et al., 2011 ; ceyssens et al., 2017). Les isolats issus des cultures sont soumis a un
traitement a 1’alcool ou a la chaleur avec agitation mécanique pour permettre la lyse des cellules.
Les protéines sont extraites des lysats de cellules avec de 1’acide formique et de 1’acetonitrile. Pour
des raisons de bioséciurité, toutes les étapes d’inactivation et d’extraction de protéines doivent étre
effectuées en utilisant les précautions de laboratoire de securité biologique niveau 3. L’ajout d’une
matrice chimique aux protéines extraites facilite I’ionisation au laser (figure 12). Les protéines
ionisées sont séparées sur la base de leur rapport masse/charge (m/z) aboutissant a un spectre de
masse servant d’emprunt pour la mycobactérie. Un logiciel associé au spectrometre compare le
spectre obtenu a des spectres de réference dans une base de données. Plusieurs études ont
documentées une bonne identification des mycobactéries par cette méthode (Lotz et al., 2010 ;
Saleeb et al., 2011 ; El chéchine et al., 2011 ; Mather et al., 2014 ). Mais une revue systématique
réalisée en 2018 sur 19 articles prenant en compte 2593 isolats de mycobactéries a montré une
concordance des isolats au niveau genre de 85 % au niveau espéce de 71% avec la méthode de
référence. Cela montre que son utilisation pour 1’identification des mycobactéries pathogénes n’est
pas satisfaisante a ce jour et nécessite une amélioration (Cao et al., 2018). Il a néanmoins I’avantage
d’avoir des consommables moins chers et d’étre rapide. L’inconvénient majeur du MALDI-TOF
MS est le besoin de culture pure et le manque de résolution pour différentier des isolats proches y
compris les membres du MTBc (Pfyffer, 2015 ; Caulfield, 2019).
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Figure 12: MALDI-TOF mass spectrometry operation schematic (Caulfield et al., 2016).

- Séquencage

Le séquencage génétique est aujourd’hui effectué a I’aide de séquenceurs automatiques qui
le rend hautement reproductible. Il n’est souvent utilisé que lorsque les autres tests moléculaires
échouent a donner une identification définitive de 1’espéce. Les cibles potentielles pour le
séquencage sont les régions génétiques fortement conservées et qui, en méme temps, comprenent
des séquences modérément variables comme I’ARN ribosomal 16S, ARN ribosomal 23S, hsp65 ou
le rpoB (De Waard et Robledo et al., 2007). Les primers designés pour se lier aux séquences
conservées permettent d’amplifier globalement I’ADN de toutes les especes de mycobactéries et
sont aussi positionné pour flanquer la région variable, ce qui est utile pour la différenciation des
especes. L’ADN amplifié est séquencé et les résultats sont comparés a des bases de données de
séquences établies comme MicroSeq (Thermo Fisher Scientific) et SmartGene IDNS (SmartGene).
L’avantage majeur du séquengage est qu’elle permet une identification objective d’une grande
variété de mycobactéries au niveau espéce y compris les membres du MTBc avec un délai
d’exécution qui est de 24 heures. Cependant cette technologie peut étre limitée aux laboratoires de

références et donc le délai de route doit étre considéré. Elle nécessite aussi une main d’ccuvre

68



qualifiée et des équipements et réactifs qui coltent plus chers que les tests d’hybridations et le
MALDI-TOF MS.

V.1.5. 2. Diagnostic moléculaire a partir de I’échantillon clinique

Du fait de la sévérité de I’infection tuberculose et de la transmission communautaire en
milieu de soin un diagnostic précoce de la TB active est essentiel pour une prise en charge efficace
du patient et la prévention de la transmission de la maladie. A cause de la lenteur de la croissance
des mycobactéries, les méthodes se reposant sur les isolats de mycobactéries comme le MALDI-
TOF MS et le séquencage conduisent a des retards de diagnostic bien que ces techniques en elle-
mémes soient rapides (Caulfield et al., 2019). Les NAAT et les LPAs ont alors été développé pour
la détection directe des MTBc, I’identification et la détection de la résistance aux antituberculeux a
partir de spécimens respiratoires (Caulfield et al., 2016).

- Tests d’amplification des acides nucleiques (ou NAAT)

Les tests d’amplification génique appelés NAAT dans la littérature anglo-saxonne
permettent de multiplier artificiellement le nombre de copies d’une séquence d’acides nucléiques
specifique afin d’en permettre la détection. Plusieurs NAAT ont été approuvés par la FDA et ’OMS
pour le diagnostic de routine de la tuberculose (Suhail et al., 2014 ; Tortoli E et Polomino, 2007 ;
Bonnet, 2011). 11 s’agit des tests cobas TagMan Amplicor MTB (Roche Molecular Systems,
Switzerland), le test Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct (AMTD) (Gen-Probe, USA), le
test BD ProbeTec ET (Becton Dickinson, Sparks, MD), le GenoType MTBDRplus® (Hain
Diagnostika) et le GeneXpert MTB/RIF® (Cepheid, Sunnyvale, CA, Etats-Unis), Ce dernier,
développé dans le paragraphe ci-dessous a été approuvé par I’OMS en 2010 (WHO, 2015) et est
utilisé au Burkina Faso dans les CDT et les laboratoires de diagnostic de la TB. Il associe a la fois
détection des MTBc et détection de la résistance a la rifampicine.

Le Xpert® MTB/RIF est un test automatisé semi-quantitatif de PCR nichée en temps réel. I
se base sur I’amplification de la région RRDR « Rifampicine Resistance Determining Region » et
sur la détection des mutations dans cette région via I’hybridation de différentes sondes. La non-
détection de mutations sur cette région s’interpréte comme la sensibilité¢ a la RIF de la souche et
réciproquement, la détection de mutations s’interpréte comme une résistance a la RIF. La région
RRDR est une courte séquence de 81 pb du gene rpoB présentant la majorité des mutations décrites
actuellement responsables de la résistance a la RIF chez M. tuberculosis. (Blakemore et al., 2010).
La procédure consiste a une décontamination ou non des expectorations avec une solution
permettant de réduire la viabilité des MTBc. Les échantillons sont ensuite chargés manuellement

dans une cartouche qui est ensuite insérée dans 1’instrument geneXpert (figure 13). A partir de ce
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moment, les différentes étapes d’extraction, purification, amplification d’ADN, hybridation des

sondes et détection multiplex sont réalisées automatiquement.

Xpert® MTB/RIF

Figure 13 : Systéme Xpert et cartouche du test MTB/RIF pour la détection des MTBc

et les mutations associées aux résistances a la RIF (Caulfield et al., 2016)

La sensibilité et la spécificité pour les échantillons a frottis positif peuvent atteindre 100 et
99 %, respectivement. Pour les échantillons a frottis négatif elles peuvent atteindre 67 et 99 %,
respectivement, comparativement a la culture. Le geneXpert réduit significativement le temps de
détection de la résistance a la RIF de 4 a 8 semaines (culture et DST) a 2 heures. De plus, Xpert
MTB/RIF augmente de 23% le taux de détection du MTBc parmi les cas confirmés de culture par
rapport a la microscopie. Cependant, certaines études ont rapporté des résultats faussement positifs
avec GeneXpert en raison de mutations silencieuses (Bunsow et al., 2014) et des résultats
faussement néegatifs en raison de I’impossibilité de détecter les mutations conférant la résistance a
la RIF en dehors de la région des points chauds (Sanchez Padilla et al., 2015). De plus, il doit
toujours étre utilisé avec d’autres tests, comme le DST, pour confirmer le phénotype de résistance
de chaque isolat de MTBc. Une autre limite remarquable est son cotit élevé en raison de I’utilisation
du systéme complexe GeneXpert et des cartouches a usage unique (1’appareil GeneXpert cotite entre
12 000 et 71 000 $US, selon le nombre de modules d’essai, et le prix de chaque cartouche d’essai a
usage unique est de 9,98 $) (WHO, 2017b; Walzl et al., 2018). Enfin la machine GeneXpert
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nécessite une source d’¢lectricité constante et est sensible a la chaleur et a la poussicre. Un certain

nombre de pannes de machines ont été signalées en raison de ces problemes (Walzl et al., 2018).

En termes de performance, cette technique reste moins sensible que la culture et un résultat
négatif obtenu sur un prélevement pauci-bacillaire ne permet pas d’exclure une tuberculose.
Toutefois, ce test présente I’avantage d’étre simple, rapide, sensible et spécifique pour les
prélévements pulmonaires a microscopie positive, permettant ainsi d’accélérer une prise en charge
adéquate des patients en termes d’isolement, mais aussi de traitement antituberculeux si le patient
présente des facteurs de risques d’avoir été en contact avec une souche multi résistante (Park et al.,
2013). Dans le but d’améliorer les performances du test Xpert MTB/RIF, le test Xpert Ultra a été
développé. La performance globale des deux tests était similaire mais la sensibilité du tests Ultra
pour la détection de la tuberculose était supérieure a celle de test Xpert MTB/RIF chez les patients
a microscopie néegative et chez les patients porteurs du VIH (Dorman et al., 2018 ; Chakravorty
et al., 2017 ). Cependant, cette augmentation de la sensibilité s’est faite au détriment d’une
diminution de la spécificité selon Dorman et al., 2018 (Dorman et al., 2018) . Néanmoins, en 2017,
I’OMS a recommandé le remplacement du test Xpert MTB RIF par le test Ultra en raison de sa
sensibilité accrue (limite de détection 15,6 UFC/ ml contre 112,4 UFC/ ml) qui pourrait optimiser
le diagnostic des tuberculoses pauci-bacillaires relative aux enfanst, aux porteurs du VIH et aux
extra pulmonaire. (WHO, 2017d ; Chakravorty et al., 2017).

- Tests d’identification génétique ou Line Probe Assays (LPAs)

Les LPAs cités plus haut servent a la fois pour la détection des MTBc, I’identification et la
détection de la résistance aux antituberculeux. lls ciblent aprés amplification de I’ADN des MTBc,
des mutations spécifiques conférant une résistance aux antituberculeux (Ninet etal., 2011 ; Guillet-
Caruba et al., 2014).

Le test GenoType® MTBDRplus 2.0, utilisé au Burkina Faso permet en quelques heures et en un
seul test de détecter le MTBc et la résistance a la RIF et INH par le criblage des mutations dans
rpoB, katG, et le promoteur du géne inhA, soit a partir d’échantillons avec examen direct positif, ou
de prélevement pulmonaire a examen direct negatif. Il montre une bonne performance pour la
détection des isolats MDR dans les echantillons a frottis positifs (sensibilite entre 83,3 et 96,4%, et
spécificité entre 98,6 et 100%) (Bai et al., 2016; Nathavitharana et al., 2016; Dantas et al., 2017;
Meaza et al., 2017). Pour les prélevements pulmonaires a examen direct négatif, 1’étude de Crudu
et al. en 2012, en zone de moyenne endémie, montre une sensibilité de 79,8 % pour la détection du
complexe tuberculosis ainsi qu’une sensibilité de la détection de la résistance de 90 % pour la

rifampicine et de 93,5 % pour I’isoniazide (Crudu et al., 2012).
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En conclusion, les LPAs sont rapides, simples et faciles a réaliser. L’analyse des résultats
est simple et peut se faire de maniere automatique ou manuelle. Cependant, les LPAs nécessitent
une infrastructure de laboratoire complexe et de 1I’équipement colteux qui est normalement
disponible uniquement dans les laboratoires de référence (OMS, 2017c). Le nombre de résultats
non interprétables est élevé, et la couverture cible de LPAs est limitée aux principales mutations.
Ainsi, leur sensibilité et leur spécificité varient en fonction des prévalences des mutations

considérées.

V.2. Diagnostic indirect

L’objectif de ce diagnostic est de dépister les sujets ayant été infectés avec M. tuberculosis
en mettant en évidence la mémoire immunitaire suite & un contact avec une mycobactérie du
complexe tuberculosis. Les tests utilisés sont principalement des tests de libération d’interféron

gamma (IGRA) réalisés a partir de prélevement sanguin et I’intradermo réaction (IDR).

V.2.1. Tests IGRA

Ils reposent sur la détection in vitro de la production d’IFN-gamma par les cellules mononuclées
sanguines du patient apres contact avec des protéines spécifiques de M. tuberculosis : ESAT-6 (6
kDa early secretory antigenic target), CFP-10 (Culture Filtrate Protein) et TB7.7. 1l s’agit du test
Quantiferon-TB® Gold In-Tube (Cellestis Limited, Carnegie, Victoria, Australie), basé sur la
mesure de la production in vitro d’IFN-gama par test Elisa et le test T-SPOT.TBMP (Oxford
Immunotec, Oxford, R.U.) basé sur la quantification du nombre de cellules mononuclées sanguines
capables de produire de I’IFN. La spécificité de ces tests est de 82 a 99 % et la valeur prédictive
négative est de 1’ordre de 99,7 % quelle que soit la population étudiée (Sadatsafavi et al., 2010 ;
sester et al., 2011). Ces tests ont été autorisés par la HAS (Haute Autorité de la Santé) en France
a partir de 2006 chez I’adulte (Haute Autorité de la Santé, 2011). 1l existe cependant des réactions
croisées avec M. Kansasii, M. marinuum, et M. szulgai. La HAS a émis de nouvelles
recommandations en juillet 2011, puis en 2015 (Haute Autorité de la Santé, 2011 ; Haute
Autorité de la Santé, 2015) : Les tests immunologiques ne doivent étre utilisés que pour le seul
diagnostic de la tuberculose latente et uniquement dans 1’objectif d’un traitement. Ces tests ne sont
pas recommandés dans le diagnostic de la tuberculose maladie mais seulement pour réaliser
I’enquéte autours d’un cas, pour le dépistage et la surveillance chez les professionnelles de santé et

chez les migrants récents et enfin avant la mise en route d’un traitement par anti-TNF-alpha.

V.2.2. Test de ’intradermo-réaction a la tuberculine
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C’est un test de stimulation lymphocytaire in vivo réalisé par injection intradermique de la
tuberculine purifiée. Il est suivi d’une mesure de 1’induration en mm entre 48 et 72 heures (figure
14) (Pfyffer, 2015). Ce test est essentiellement utilisé pour le diagnostic de la tuberculose latente
dans certains groupes de personnes a risque tels que les personnes contacts de patients souffrant de
tuberculose, les prisonniers, le personnel des centres de soins de patients de tuberculose ou des
laboratoires (Caulfield, 2019). Plusieurs tests commerciaux pour une injection intradermique
comme le Tubersol® et Aplisol® ont été mis sur le marché (American Thoracic Society, 1999 ;
American Thoracic Society, 2000). Il est moins spécifique (75%) que le Quantifieron et le T-
SPOT-TB (Sester et al., 2011). Des reactions faussement positives dues a la vaccination par le
BCG, ou a des réactions croisées avec les MNT peuvent survenir. Des réactions faussement

négatives peuvent survenir chez les patients immunodéprimes.

Figure 14 : Réaction a la tuberculine (Singh et Espitia, 2007)

VI. Traitement de la tuberculose

La tuberculose est une maladie que 1’on peut soigner et guérir. Son traitement impose
I’association de différents antibiotiques ayant des mécanismes d’actions différents (Bactéricide,
bactériostatique) compte tenu de I’apparition de résistances pour toutes les molécules utilisées
individuellement. 1l existe plusieurs régimes thérapeutiques. Le régime standard d’une durée de 6
mois est recommandé pour le traitement de la TB a souche sensible. Il associe 4 médicaments avec
2 phases dans le traitement. Une premiere phase appelée phase d’initiation (agressive ou intensive)
consiste a associer 4 médicaments, 1’isoniazide (H), la rifampicine (R), la pyrazinamide (Z) et
I’éthambutol (E) pendant 2 mois suivi une phase de continuation d’une durée de 4 mois avec les
deux médicaments majeurs (H et R) du traitement de la TB (WHO, 2009). Ce régime est également
celui utilisé au Burkina Faso. En cas de retraitement suite a un échec du premier traitement ou une

rechute, le régime standard recommandé par I’OMS associe la streptomycine (S) aux autres
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médicaments de premiére ligne dans un traitement d’une durée de 8 mois : 2 mois de HRZES, 1

mois de HRZE et 5 mois de HRE (WHO, 2009 ; PNT, 2016).

Lorsqu’une TB-MDR/RR est confirmée, on a recours a des antituberculeux de seconde ligne
qui sont moins efficaces et plus toxiques que les antituberculeux de premiere ligne. De plus, la durée
du traitement est rallongée. Les antituberculeux de seconde ligne les plus utilisés sont : les
aminoglycosides, les fluoroquinolones, 1’acide p-aminosalicylique, les thioamides (Caminero et
al., 2010; Zhang et al., 2006). Au Burkina Faso, le régime thérapeutique standard de seconde ligne
est le suivant: neuf mois dont 4 mois de phase intensive avec Pyrazinamide (Z), Prothionamide
(Pto), Kanamycine (Km), Moxifloxacine (Mfx), Ethambutol (E), Clofazimine (Cfz), Isoniazide a
Haute dose (Hnaute dose) €t 5 mois de phase de consolidation avec Pyrazinamide (Z), Moxifloxacine
(Mfx), Ethambutol (E), Clofazimine (Cfz). D’autres régimes particuliers ou personnalises existent
comme le cas des femmes enceintes, certains cas contacts des patients TB, les personnes porteuses
du VIH et les résistances particulieres (WHO, 2016 ; Falzon et al., 2017).

VIIl. Prophylaxie

V.11.1 Vaccination par le B.C.G

La mise au point du BCG entre 1908 et 1921 a I’Institut Pasteur de Lille demeure le seul vaccin
antituberculeux disponible et reste le plus utilisé dans le monde (Locht, 2008). Il confére une
protection chez les enfants contre les formes graves de TB (milliaire, extrapulmonaire ou méningée
pres de 90% d’efficacité) mais est moins efficace pour les formes pulmonaires qui sont les plus
fréquentes (Colditz et al., 1994). Le vaccin n’empéche pas la survenue d’une primoinfection

tuberculeuse ou la réactivation d’une TB pulmonaire latente (WHO, 2004).
V.11.2. Chimioprophylaxie par I'isoniazide

La chimioprophylaxie par I’Isoniazide (H) consiste a donner a un individu & risque de faire
la tuberculose maladie, de 1’Isoniazide tous les jours pendant six mois. Ceci lui évite de développer
une tuberculose maladie lorsqu’il s’infecte ou lorsqu’il héberge des BK quiescents. Elle est
recommandé pour certains groupes de sujets infectés comme les nourrissons, les adolescents et les
immuno-déprimés (PNT, 2016).
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V.11.3. Amélioration des conditions socio-économiques

Elle constitue un facteur non négligeable dans la régression de la tuberculose qui est une
affection de la misére et du manque d’hygiéne. Sa régression en Occident avant méme la découverte

des premiers médicaments antituberculeux en 1944 en est la preuve (PNT, 2016).
V.11.4. Education pour la santé

Le simple fait d’adopter une hygiéne de la toux par la communauté (ne pas tousser dans le
visage de son vis-a-vis, tousser toujours dans un mouchoir, ne pas cracher a terre...) peut réduire la
densité des particules contagieuses dans 1’air et par conséquent, diminuer la transmission du bacille.
L’éducation pour la santé, lorsqu’elle utilise des messages adaptés, des techniques de
communication adéquates, peut amener a long terme les populations a adopter des comportements

moins néfastes a la santé (PNT, 2016).
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CHAPITRE 3: MATERIEL ET METHODES
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I. Cadre et sites d’étude

L’étude s’est déroulée dans la ville de Bobo-Dioulasso, chef-lieu de la région des Hauts-
Bassins au Burkina-Faso. Le Burkina-Faso est un pays situé en Afrique de 1’Ouest dans la boucle
du Niger. Il s’entend sur une superficie de 272 960 km? (Source 1IGB2012 BNDT). Sa population
a été estimée a 19632 147 habitants en 2017. C’est un pays en developpement avec environ 40% de
la population qui vit en dessous du seuil absolu national de pauvreté estimé a 154061 Fcfa.
L’agriculture et 1’élevage constituent les principales activités économiques (sources PNDES, 2016-
2020 ; Plan stratégique TB). Le pays dispose d’un PNT qui coordonne 106 Centres opérationnels
de microscopie et centres de Diagnostic et de Traitement de la tuberculose (CDT) répartis dans les
13 régions sanitaires. Les CDTs sont intégrés dans des circonscriptions médicales appelées Centre
Médical avec Antenne chirurgicale (CMA). Dans le sens du bas vers le sommet de la pyramide du
systeme de santé, le CMA est un centre de soins intermédiaires avant les hopitaux : Centre
Hospitalier Régional (CHR) et le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) en dernier. Le PNT
s’appuie sur le Centre Régional de Lutte Anti-Tuberculose (i.e CRLAT) pour ses différentes
activités dans la région des Hauts-Bassins. A coté de ces structures, il y a les deux Centres de
Pneumo-phtisiologie des deux CHUs a savoir le CHU Yalgado Ouédraogo (CHUYO) et le CHU
Souré Sanou (CHUSS). Ces derniers prennent en charge les cas de tuberculose multirésistante
(MDR-TB) et autres formes tres graves de tuberculose.

Le cadre opérationnel de 1’étude était constitué de 6 sites (figure 15). Un site coordonnateur,
I’Unité de Recherche des Mycobactéries du Centre MURAZ qui a assuré une grande partie des
travaux de laboratoire. Les 05 autres sites qui ont effectués le recrutement des patients, la collecte
des données sociodémographiques et cliniques ainsi que la collecte et le transfert des expectorations
au centre MURAZ étaient représentés par les CDTs des districts sanitaires de Dafra, Dandé,

Houndé, et les centres spécifiques tel que le CRLAT et le CHUSS.
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Figure 15 : Carte des sites d’évaluation de I’étude.

I1. Population et période d’étude
La population d’étude était constituée des cas de tuberculose confirmée bactériologiquement, ou

diagnostiqué cliniquement au cours de I’étude DYTRAVIHT (parties 1 et 2), et des cas suspects
dépistés negatifs ou positifs (partie 3) ayant fréquentés les différents sites au cours de la période
d’étude. L’étude s’est deroulée entre Mars 2011 et Février 2013 pour les parties 1 et 2 de 1’étude ;
et entre Février 2016 et Mars 2017 pour les parties 3 et 4 de 1’étude.

I11. Critéres d’inclusion et de non inclusion
I11.1. Critéres d’inclusion

Les patients de I’étude ont été recrutés parmi les cas suspect de tuberculose selon les criteres
suivants :

- @8tre agé de 15 ans ou plus,

- @&tre un cas de tuberculose confirmé bactériologiquement (TCB) (parties 1, 2 et 3),

- ou un cas de tuberculose diagnostiqué cliniguement (TDC) (parties let 2),

- @tre un cas suspect dépiste negatif (partie 3),

- avoir consenti a participer a I'étude (1, 2, 3 et 4).
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111.2. Critéres de non inclusion

cas de tuberculose pulmonaire ne souhaitant pas participer a 1’é¢tude,

- cas d’incapacité d’émission des expectorations,

cas de tuberculose extra pulmonaire,

nouveau cas de tuberculose pulmonaire ayant débuté un traitement.

IVV. Echantillonnage et inclusion des patients

IV.1. Echantiollonnage

Les patients soumis au dépistage de la tuberculose durant les périodes des différentes études dans
les différents sites ont été inclus de maniére successive lorsque ceux-ci consentaient a participer

aux études.

IV.2. Inclusion des patients

D’une maniére générale, dés qu’un patient a été dépisté et remplissait les criteres
d’inclusions, I’infirmier du site concerné I’informait de 1’étude (cf. annexesl), recueillait son
consentement et si applicable, lui administrait un questionnaire standardisé permettant de recueillir
ses données sociodémographiques et cliniques (cf. annexe 2). Le consentement a participer a I’étude

incluait un accord pour I’utilisation des expectorations fournies lors du dépistage.

V. Recueil, conservation et acheminement des expectorations au laboratoire de
Mycobactériologie.

Les recueils d’expectorations ont été réalisés selon le guide technique du PNT basé sur les
recommandations de ’'OMS (PNT, 2011). En résume, deux échantillons d’expectorations ont été
demandés a tous les cas suspects de tuberculose. Le premier échantillon a été recueilli sous la
supervision des technologistes biomédicaux (TBM) le jour-méme de la consultation et le deuxiéme
a ete recueilli le lendemain au petit matin par le patient qui le rapporte au laboratoire. Pour les
contréles, un seul échantillon matinal a été recueilli par le patient directement au laboratoire. Les
expectorations ont été collectées dans des pots spéciaux (crachoirs) avec bouchons a vis, prévus
pour la collecte (figure 16). Les formations sanitaires dépourvues de plateau technique pour la
microscopie et dont les patients ne peuvent pas étre réferés dans les sites d’étude, ont collecté les
¢chantillons d’expectorations et les y ont acheminés, accompagnés d’une fiche d’envoi des

¢chantillons et des bulletins d’examens (PNT, 2011).
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Figure 16: Crachoir stérile avec bouchons a vis.

La méthode de collecte a consisté a mettre le malade en confiance, et a lui expliqué le motif
de I’examen, la maniére d’utiliser le crachoir et surtout la maniére de recueillir les expectorations.
Techniquement, celles-ci sont rameneées des bronches par un effort de toux vigoureux précédé d’une
inspiration profonde. La qualité et la quantité (2-5ml) des expectorations ainsi qu’une fermeture
hermétique des bouchons a vis des crachoirs ont été contrblées a la réception des échantillons. Ceux-
ci ont été étiquetés en mentionant la date de recueil, le numéro d’enregistrement et lettre de série A
pour un seul échantillon, A ou B si deux échantillons sont concernés).

La fiche de collecte 2 comprenant des informations sur les données de laboratoire (date, site et
numéro d’inclusion, résultats de la microscopie...) ont été renseignés (cf. annexe 3).

Sur place dans les sites, une fois I’examen microscopique réalisé¢ sur les échantillons
d’expectorations recueillis (crachats A et B), ceux-ci ont été acheminés a I’aide de glaciére munie
de sachets réfrigérants a I’unité de recherche des mycobactéries du Centre MURAZ. Lorsque le
transfert était différé, les expectorations étaient conservées au réfrigérateur entre +4 et +8°C si cela
était possible. Il était souhaitable que ce délai n’excéde pas 3-4 jours selon les recommandations de
I’OMS, et le plutdt possible selon le PNT (Rieder, 2007 ; PNT, 2011). Les échantillons transférés
étaient accompagnés des fiches de collectes renseignés, et le cas échéant d’une liste récapitulative

des échantillons envoyés.

V1. Analyses des échantillons d’expectorations au laboratoire

V1.1 Préparation des milieux de culture de L-J
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La préparation des milieux de culture de L-J est une étape importante de la culture des
mycobactéries. Elle se fait en deux jours. La procédure compléte est annexée a ce document (cf.
annexe 4). Les points critiques de la préparation d’un volume de 1600 ml de milieux correspondant
a 600 ml de milieu de base et 1000 ml d’ceufs entiers battus (environ 25 ceufs) sont résumés dans ce
present paragraphe.

Le premier jour, dans un ballon stérile de 3 litres, 37,2 g de milieu de base de LJ est mise en
solution dans de 600 ml d’cau distillée stérile contenant 12 ml de glycérol. Le mélange obtenu est
stérilisé par autoclavage a 120°C pendant 15 minutes puis est refroidi et gardé au réfrigérateur entre
+4 et +8°C. Le matériel nécessaire pour le 2°™ jour de préparation (béchers éprouvettes ballons a
fond plat, des tubes a essai en verre...) a été sterilisé a 1’autoclave a 121°C pendant 20 min apreés
nettoyage. Le nettoyage des tubes a essai de 22mm suit un protocole spécifique. La désinfection des
ceufs consiste a les tremper dans I’eau pendant 30 minutes a les laver puis a les tremper dans de
I’alcool a 90°C pendant une nuit entiere.

Le deuxieme jour, les ceufs sont retirés de ’alcool puis casses 1’un apres ’autre jusqu’a
atteindre un volume de 1000 ml. Ils sont ensuite mixés et versés aseptiquement dans le ballon
contenant le milieu de base de L-J. Ce mélange est ensuite distribué dans 1’obscurité sous PSM
(Poste de sécurité microbiologique) dans les tubes a essai avec bouchon a vis qui sont ensuite
coagulés dans le friocell en position inclinée pendant 45 minutes a 85°C. Les milieux ainsi obtenues,
représentés par la figure 17, ont été conservés au réfrigérateur a + 4 °C. Pour le milieu L-J enrichi
au pyruvate, le milieu de base préparé sans glycérol (300 ml) est additionné a 500 ml d’ceufs complet
mixé et une quantité adéquate de solution de pyruvate a 20% est ajoutée stérilement au milieu de L-
J avant la coagulation.

La qualité des milieux de L-J préparés est évaluée par observation macroscopique (couleur,
consistance). La stérilité des milieux préparés est testée par incubation d’un échantillon du lot
préparé pendant environ une semaine a 37°C. Lorsqu’un nouveau lot de milieu de base est entamé
un test de viabilité des mycobactéries sur les milieux est réalisé par inoculation de la souche H37Rv

ou la souche du BCG si cela était possible.
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Figure 17: Milieux de Lowenstein Jensen coagulés, disposés sur des clayettes (Photo KA,
URM, INSP/Centre MURAZ).

V1.2. Biosécurité

Comme le prévoit la recommandation de I’OMS pour les laboratoires des a ressources
limitées qui pratiquent la culture de mycobactéries (IUATLD ; 2007), nous avons realisé les
cultures des expectorations ainsi que la caractérisation des contaminants sous un poste de sécurité
microbiologique de classe Il type A2 (PSM II) (figure 18). Dans cette méme logique, le port des
Equipements de Protection Individuel (EPI : blouse, gants et masques de protection N95 ou FFP2
contre les aérosols) était obligatoire (figure 18). Les déchets infectieux (pipettes, cones, tubes
Falcon etc...) étaient d’abord décontaminés dans un bocal contenant de I’eau de Javel dilué a 10%
pendant 24h puis autoclavé sa 121°C pendant 20 minutes. Les tubes de cultures, les suspensions
bacillaires et les boites de Pétries usagers ont été collectés dans des sachets autoclavables puis
transférés a la stérilisation pour y étre détruits par autoclavage. La stérilisation du PSM est assurée
par des lampes U.V. en fin de journée. Enfin, le laboratoire était décontaminé par fumigation au

formaldéhyde environ tous les trois mois.
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Figure 18: Technologiste biomédicale inoculant les milieux de L-J sous un poste de sécurité
microbiologique de classe Il et portant les équipements de protection Individuelle (Photo KA,
URM, INSP/Centre MURAZ).

V1.3. Mise en culture des expectorations

V1.3.1. Décontamination des expectorations

La méthode de Petroff modifié a été utilise pour la decontamination. Il s’agisait d’effectuer
en mélangeant dans un tube Falcon stérile de 50 ml (figure 19A) un volume égal d’expectoration et
de solution de NaOH a 4 %. Ce mélange est placé dans un agitateur de Khan (figure 19B), et incubé
a température ambiante sous agitation pendant 20 minutes a température ambiante. La soude est
ensuite neutralisée par 1’ajout de 40 ml d’eau distillée stérile au mélange expectorations-soude puis
centrifugé a 1’aide d’une centrifugeuse réfrigérée (figure 19C) a 3000tr/mn pendant 20 minutes. Le
surnageant est éliminé délicatement & la fin de la centrifugation dans un bocal contenant de 1’eau de

Javel non dilué. Ce processus de neutralisation de la soude est répété 2 fois et enfin, le culot obtenu
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a la derniere centrifugation est remis en suspension avec 1ml d’eau distillée stérile a 1’aide de pipette
pasteur stérile (figure 19D) pour I’inoculation des milieux de culture.
S’agissant la procédure de décontamination par la méthode a 1’acide oxalique, la soude était

remplacée par une solution d’acide oxalique a 5%.

Figure 19: Consommables et petits équipements de laboratoire utilisés dans le
processus de mise en culture (Photo KA, URM, INSP/Centre MURAZ).

(A) Tubes Falcon stériles ; (B) Agitateur de Khan ; (C) Centrifugeuse réfrigérée ; (D) Pipettes pasteur stérile

V1.3.2. Inoculation des culots de décontamination et examen des cultures

Deux tubes de milieu ordinaire de L-J plus 2 tubes de milieu de L-J enrichi avec 2% (Partie
1 et 2) ou 5% (partie 3) de pyruvate ont été inoculés a raison de deux a quatre gouttes par tube pour
chaque culot de décontamination. Les bouchons des tubes des milieux inoculés sont vissés a moitié,
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placés en position inclinée sur les clayettes (figure 20A) et incubés a I’étuve (figure 20B) a une
température de 37°C. Les cultures sont ensuite examinées au troisieme et au septiéme jour (J3 et
J7), a la recherche surtout des contaminations. Les critéres d’une culture contaminée étaient les
suivants : i) tout changement de couleur ou de consistance du milieu, ii) toute liquéfaction du milieu
de culture iii) et/ou la présence confirmé par coloration au ZN de colonies autre que des
mycobactéries. Elles sont enfin examinees une fois par semaine pendant 90 jours a la recherche de

cultures positives. Aprés le 90°™ jour les cultures ont été considérées comme étant négatives

lorsqu’aucune colonie de mycobactérie n’a été observee.

Figure 20: Quelques étapes de I’inoculation des milieux de culture (Photo KA, URM,
INSP/Centre MURAZ).

(A) Technologiste biomédical (TBM) placant en position inclinée les milieux inoculés et les tubes a moitiés dévisés sur
les clayettes.

(B) TBM rangeant les clayettes chargées de milieux inoculés dans 1’étuve.

V1.3.3. Controle de qualité des cultures

Afin de maitriser les contaminations des cultures liées aux conditions analytiques au
laboratoire, les cultures ont été réalisées sous un PSM Il qui préserve les expectorations des

contaminations. Des contrdles de qualité interne ont été mis en ceuvre, notamment, I’eau distillée et
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les solutions de décontamination utilisées lors de 1’étape de la culture ont été stérilisées par
autoclavage a 121°C pendant 15mn. La stérilité de I’cau était contrdlée par inoculation dans les
tubes de milieu de L-J lors des cultures a la recherche de contaminations éventuelles. Pour les
solutions de décontamination, 1’absence de turbidité était recherchée a I’usage. Aussi, des
consommables stériles ont été utilisés (Tubes Falcon de 50 ml, pipettes pasteurs, cones etc...). Le
laboratoire était également soumis au contréle de qualité extréme du PNT pour la microscopie et de

la National Health Laboratory Service (NHLS) pour la microscopie et la culture des mycobacteéries.

V1.4. Considérations éthiques

Les parties 1 et 2 de notre recherche sont des études ancillaires de 1’étude DYTRAVIHT.
Cette étude a recu un avis favorable du comité d’éthique institutionnel du Centre MURAZ avant sa
mise en ceuvre (Avis N° 049 du 7 Juillet 2010). Le protocole « Effet d’un bain de bouche
antiseptique a base de la Chlorhexidine sur les contaminations de cultures des mycobactéries »,
(parties 3 et 4 de nos travaux) a été également approuvé par le comité d’éthique institutionnel du
Centre MURAZ (Avis N° 2017-03/MS/SG/CM/CELI). Nos travaux ont été exécutés dans le strict
respect des bonnes pratiques de recherche clinique et biologique, en accord avec la déclaration
d’Helsinki. Les patients ont été informés de 1’étude par une note d’information. Le consentement de
chaque patient inclu a été recueilli (Cf. annexe 4). Tous les patients inclus ont été identifiés par un
numéro d’anonymat. IL n’y’avait pas de risque particulier a participer a ces études. Néanmoins, il
était prévu une prise en charge pour la gestion d’éventuels effets indésirables liés a 1'utilisation du

bain de bouche.
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CHAPITRE 4: RESULTATS ET DISCUSSIONS
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Partiel relative a ’article 4

Titre : « Comparaison de deux méthodes de décontamination des
expectorations pour la culture des mycobactéries au Burkina-Faso : Acide

oxalique5%o versus NaOH 4% ».
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Article |

« Comparaison de deux méthodes de décontamination des expectorations pour la culture des
mycobactéries au Burkina-Faso : Acide oxalique5%o vs NaOH 4% ». (Accepté pour

publication dans la revue Africaine de Biologie Médicale).
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I. Introduction

Le diagnostic par culture de la tuberculose pulmonaire comprend nécessairement une étape
de décontamination. Cette décontamination a pour objectif d’¢éliminer les microorganismes
contaminants tout en préservant les mycobactéries. Elle tire profit de la capacité des mycobactéries
a resister aux acides, aux bases ou a d’autres agents antibactériens. De nombreuses procédures de
décontamination ont été développées et évaluées dans le monde entier, sans qu’il y ait une preuve
incontestable de la supériorité de 1’une d’entre elle (Narvaiz de Kantor et al., 1998 ; Zingué et al.
2013). De ce fait, il est essentiel que chaque laboratoire choisisse et adopte aprés évaluation les
méthodes de décontamination qui sont appropriées et qui par ailleurs lui confére un taux de

contamination inclus dans les fourchettes acceptables (Narvaiz de Kantor et al., 1998 ).

Au Burkina Faso, comme dans la plupart des PRLs, la méthode de décontamination a
I’hydroxyde de sodium a 4 % appelé « méthode modifiée de Petroff » est largement utilisé dans les
laboratoires car accessible et simple d’utilisation. (Rieder et al., 2007). Cependant, au cours des
études PNT et DYTRAVITH, nous avons été confrontés a des taux de contaminations élevés de
I’ordre de I’ordre de 25-45% (Données non encore publiées). Dans notre contexte de travail, il était
donc nécessaire d’identifier une autre méthode de décontamination plus efficace. En effet, avec une
concentration de I’hydroxyde de sodium & 4% (concentration limite recommandeée) (Rieder et al.,
2007), nous aboutissons toujours a des taux de contaminations élevés. Celle a 1’acide oxalique a
5 %, qui est recommandée pour le recouvrement des mycobactéries a partir de spécimens fortement
contaminés tel que ceux contenant des especes comme le Pseudomonas (Narvaiz de Kantor et al.,

1998 ; Cadmus et al. 2011), constituait donc le candidat idéal a tester.

L’objectif de cette étude a été d’évaluer la méthode de décontamination modifiée de Petroff
(4% NaOH) versus celle de I’acide oxalique a 5% pour la reduction des taux de contaminations et

I’amélioration du taux de recouvrement des cultures de mycobactéries au Burkina Faso.
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1. Matériel et Méthodes

11.1. Type d’étude

Nous avons réalis¢é une étude d’évaluation qui compare les taux de contaminations et de
recouvrement des cultures obtenues aprés décontamination par la méthode modifiée de petroff et
celle de I’acide oxalique a 5%.

Deux types d’expectorations appartenant a 76 patients atteints de tuberculose bactériologiquement
confirmée ont été utilisés. Le premier type a concerné des expectorations fraichement collectées au
niveau du CRLAT entre novembre 2012 et février 2013 puis transférées au Centre MURAZ, ou
elles ont été stockées entre 4 °C et 8°C avant d’étre traitées dans un délai n’excédant pas trois jours.
Le deuxieme type d’échantillon était des restes d’expectorations dont les cultures apres
décontamination par la méthode modifiée de Petroff avaient été contaminées. Elles avaient été
conservées au congélateur a -20°C durant 1’étude DYTRAVITH entre mars 2011 et février 2013
apres une primoculture contaminée. Les échantillons ont été décongelés si nécessaire, mis en
suspension a I’aide d’un vortex et repartis dans deux tubes pour les deux types de décontaminations.
La présence de BAAR dans les expectorations a été confirmée par 1’observation au microscope de

frottis colorés au ZN.

11.2. Cultures des expectorations et identification des mycobactéries

La décontamination des expectorations, la mise en culture ainsi que I’examen des cultures
ont été réalisés tels que décrits précédemment dans le chapitre 3 (cf. paragraphe V1 .3.) Les isolats
ont été identifiés a partir des tests biochimiques : test de niacine, test de nitrate réductase et test de
catalase a 22°C et 68°C.

11.3. Analyse des données

Les données ont été saisies et vérifiées sous Windows Excel 2007 puis analysées a ’aide de
STATCALC d’Epi-Info 7. Le test de comparaison de deux échantillons appariés a eté utilisé pour
déterminer la différence entre les proportions de contamination et le taux de recouvrement des

mycobacteries. Le seuil de significativité statistique était de 5%.
I11. Résultats

Au total, 76 patients atteints de tuberculose bactériologiquement confirmée ont fournie 76
échantillons d’expectorations dont 33 étaient fraiches et 43 avaient été congelés. Les résultats de la

culture sont résumés dans le tableau (tableau 7). Il y avait une différence significatives entre les
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proportions des cultures contaminées et celle non contaminées (p= 0.001). Respectivement 31

(41 %) et 12 (16 %) échantillons avaient des cultures positives apres une décontamination par la

méthode a 1’acide oxalique et par celle au NaOH a 4%. Nous avons constaté que 10 échantillons

(13 %) ont été contaminés apres décontamination par la méthode a I’acide oxalique, tandis que 62

(82 %) ont été contaminés apres traitement par la méthode de Petroff modifiée (tableau 7). Les

isolats de mycobactéries obtenues a partir des cultures positives aprés décontamination par les deux

méthodes appartenaient tous au MTBc avec un test de production de niacine et de réduction de

nitrate positifs et un test de catalase thermostable négatif.

Tableau 7 : Résultats des cultures selon les differentes méthodes de décontaminations

Méthdes de Pétroff modifiée Oxalic Acide oxalique 5% Ch2 p
décontamination
Types Fraiches congélées Total N Fraiches congélées Total
d’expectorations N N (%) Nombre N N (%)
Cultures Pos 12 0 12 21 10 31
non (16%) (41%)
contaminées
Nég 2 0 2(3%) 6 29 35
(46%) 72 0,001
Total 14 0 14 27 39 66
(18%) (87%)
Cultures 19 43 62 6 4 10
contaminées (82%) (13%)
Total 33 43 76 33 43 76
(100%) (100%)

N = Nombre ; % = pourcentage
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I'VV. Discussion

La culture des expectorations est importante pour les programmes de lutte contre la
tuberculose, car elle permet I’isolement des souches de mycobactéries nécessaires pour
I’identification des MTBc et la réalisation des tests de sensibilité aux antituberculeux. Mais la
culture est entravée par des taux de contaminations élevés dus aux microorganismes charriés par les
expectorations lors du recueil.

Cette ¢tude visait a évaluer les méthodes modifiée de Petroff et de 1’acide oxalique a 5 %
pour la décontamination des expectorations et le recouvrement des cultures. Globalement, la
décontamination par la méthode de 1’acide oxalique a montré un taux de contamination inférieur a
celle de Petroff modifiée. Toutefois ce taux était supérieur aux taux acceptables indiquant la
nécessité de poursuivre les investigations en vue d’apporter les améliorations idoines. En effet, selon
les recommandations, nos résultats signifient que la décontamination n’était pas assez forte et qu’il
¢tait nécessaire de I’améliorer en augmentant soit la concentration du décontaminant soit le temps
de contact de celui-ci (Rieder et al., 2007). Mais paradoxalement, le taux de culture négative avec
I’acide oxalique était supérieur aux taux acceptables (fraiches : 18 %, congelées : 67 %; fourchette
cible : 1 a 3 %), ce qui signifiait que cette méthode de décontamination était déja trop forte. Elle ne
peut donc pas étre renforcée et apparait de ce fait inappropriée dans nos conditions de laboratoire.
Ce paradoxe, a suscité dans notre laboratoire I'intérét de 1’évaluation d’autres facteurs pouvant

influencer les contaminations des cultures, tels que les facteurs pré analytiques.

Néanmoins, la décontamination par 1’acide oxalique a montré un meilleur recouvrement des
Mycobactéries (expectorations Fraiches : +18 points ; expectorations congelées : +10 points) par
rapport a la méthode de Petroff modifiée. Pour cette raison, elle pourrait étre une méthode alternative
en attendant qu’une méthode plus appropriée soit testée validée et applicable. Les meilleurs résultats
ont été obtenus avec des expectorations fraiches, confirmant les recommandations de ’OMS selon
lesquelles il était important pour le diagnostic de la tuberculose d’utiliser un spécimen frais plutét

que conservés (Rieder et al., 2007).

V. Conclusion

Nos résultats suggerent que I’acide oxalique pourrait étre une méthode de décontamination
alternative a celle de Petroff modifiée puisqu’il permet d’améliorer le recouvrement des
mycobactéries a partir des expectorations fraiches et congelées. Cependant des facteurs en amont

de la culture, pouvant influencer les contaminations doivent étre évalués.
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Partie 2 relative I’article 1

Titre : « Analyse de I’influence des facteurs pré-analytiques température et
durée de conservation des expectorations sur les contaminations de cultures de

mycobactéries ».
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Article 2

Kabore A, Hien H, Sanou A, Zingué D, Daneau G, Ganamé Z, et al. Impact of pre-analytical
factors on mycobacterium cultures contaminations rates in Burkina Faso, West Africa. Pan Afr
Med J 2014; 19:39.
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I. Introduction
Au Burkina Faso comme dans la plus part des PRLs, la qualité du diagnostic de la tuberculose
pulmonaire par la méthode de la culture est hypothéquée par de fortes proportions de contamination.
En effet, au cours de I’étude PNT et DYTRAVITH pour lesquelles I’hydroxyde de sodium a 4% a
été utilise comme décontaminant, nous avons observé des taux de contaminations de culture des
mycobactéries d’environs 50% et 25% respectivement. Ces alarmants taux de contaminations ont
motivé I’évaluation sans grand succeés de la méthode de décontamination par 1’acide oxalique (cf.
partie 1) par rapport a la methode modifiée de Petroff et suscité 1’évaluation des facteurs
préanalytiques

En effet, des facteurs pré analytiques tels que la condition de collecte, la température de
conservation et de transport des expectorations ainsi que la durée de conservation des expectorations
avant la mise en culture peuvent contribuer a augmenter les proportions de contamination des
cultures par les germes commensaux (Paramasivan et al., 1983, Maciel et al., 2009, Muzanye et
al., 2009 ; Kalema et al., 2012). Ainsi, pour limiter le risque de contamination des cultures, ’OMS
et le PNT recommandent pour les expectorations qui ne peuvent pas étre traité immédiatement, une
conservation au frais (4 °C et 8 °C) et un court délai entre le recueil et le traitement des
expectorations (3 jours en générale ,7 jours pour les PRLs, le plutdt possible selon le PNT) (WHO,
guidelines on Standard Operating Procédures for MICROBIOLOGY, PNT, 2011). Cependant, au
Burkina Faso, nous avions connaissance de la non-application des recommandations concernant les
conditions de conservation des expectorations, mais nous en ignorions son niveau réel et son impact
sur les contaminations des cultures.
L’objectif de cette étude était de déterminer, le niveau d’application des recommandations sur la
température et la durée de conservation des expectorations avant leurs mises en culture et de
determiner I’association de ces facteurs aux contaminations de cultures des expectorations destinées

au diagnostic de la tuberculose pulmonaire.

I1. Mateériel et méthodes
En marge de I’étude DYTRAVIHT, entre mars 2011 et fevrier 2013 nous avons realisé une étude
descriptive, portant sur 427 patients TCB et TDC. Les échantillons d’expectorations ont été collectes
de maniére successive au CRLAT au CDT de Dafra, Dandé, Houndé et le PPH du CHUSS
précédemment décrits dans le chapitre 3 (cf. Paragraphe ).

Les données concernant les modes de conservation et de transport des expectorations ont été
collectées a 1’aide d’un questionnaire dans les sites d’études. Les expectorations collectées ont été

conserveées soit dans des réfrigérateurs soit a température ambiante. L’estimation de la tempeérature
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(ambiante) moyenne minimale a été de 22°C et celle de la moyenne des maximale de 34°C compte
tenu de I’absence d’air conditionnée et du systéme de ventilation qui ne fonctionne que quelques
heures dans la journée (données de la Direction Générale de la Météorologie ; DGM).

Les données sur les conditions de transfert (avec ou sans sachets réfrigérants) ainsi que les délais
entre la collecte des expectorations et leurs mises en culture ont été détermine a partir des registres
du laboratoire au Centre MURAZ.

Les expectorations ont été décontaminées et mises en culture selon les méthodes décrites
dans le chapitre 3 (cf. paragraphe VI1.3.). Le pourcentage des expectorations conservées au
réfrigérateur et celles conservées a température ambiante ont été déterminés, ainsi que le
pourcentage des expectorations traitées dans les délais acceptables compris entre zéro et trois jours
apres la collecte et celles traitées entre quatre et sept jours et plus de sept jours aprés la collecte.

La version 12.1 du logiciel stata (Stata Corp., College Station, TX, USA) a été utilisée pour
I’analyse des données. Le test KHI2 de Pearson a été utilisé pour comparer les différentes
proportions de contamination et une régression logistique pour déterminer 1’association des facteurs
température et durée de conservation des expectorations aux contaminations de culture. Une p value

<0,05 était considérée comme statistiqguement significative avec un intervalle de confiance a 95%.

I11. Résultats

I11.1 Caractéristiques de la population d’étude

Au total, sur les 427 patients (dont 65 TDC) inclus dans 1’ensemble des 5 sites, 23 ont été
exclus de I’analyse parce que leurs cultures n’ont pas été réalisées au centre MURAZ. L’analyse a
donc éteé effectuée sur 404 patients parmi lesquels 27 ,23% (110) étaient des femmes dont 1’age
moyen était de 38ans (extrémes : 15ans -75ans) et 72,77% (294) étaient des hommes dont 1’age
moyen était de 41 ans (extrémes : 15 ans -90ans). Sur 404 cultures réalisées, 24% (97) ont été
contaminées, 69% (279) ont été positives et 7% (28) ont été négatives. Parmi les cultures positives,
6,4% (26) étaient des microscopies négatives au ZN, et parmi les expectorations dont les cultures
étaient négatives, 1,2% étaient positives a la microscopie apres coloration au ZN. Pour le cas
particulier des TDC, 35% (23) des cultures ont été négatives, 40% (26) positives et 25% (16)

contaminées.
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111.2. Application des recommandations concernant les modes et les durées de conservation

des expectorations

Globalement, 246 (61%) expectorations ont été conservées au frais et 158 (39 %) a tempeérature
ambiante. Au CRLAT et au PPH, toutes les expectorations (100%) ont été conserveées au frais tandis
qu’au CDT de Dandé et de Houndé, elles ont toutes été conservées a température ambiante (tableau
8). Quant au CDT de Dafra, 98 (76%) expectorations ont été conservées au réfrigérateur et 31 (24%)
collectées dans des zones ne disposant pas de microscopie ont été conservées a température
ambiante (Tableau 8). La durée de conservation entre la collecte et le traitement des expectorations
dans chaque site est présentée dans le tableau 8 a I’aide de la classification suivante : < 3 jours
(recommandation OMS), 4-7 jours (acceptable pour le PNT), et > 7 jours. Seulement 61(15%)
expectorations ont été traitées dans un délai n’excédant pas 3 jours apres la collecte et la majorité
de ces expectorations (84%) a été conserveé au frais. Pour les expectorations qui ont été traitées entre
4-7 jours et plus de 7 jours apres la collecte, respectivement 61 (58%), et 134 (56%) ont été
conservées aux réfrigérateurs. Pour 1’ensemble des sites de collecte, le transport des expectorations
a ’'URM du Centre MURAZ s’est effectué avec des glaciéres munies de sachets réfrigérants, en

adéquation avec les recommandations de paquetage et de transport de I’OMS.
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Tableau 8 : Répartition des expectorations selon la température et durée de conservation en

fonction des sites de collectes

Sites de collectes Température de Durée de conservation

conservation

Température N <3 jours 4-7 jours > 7 jour
N N N
CRLAT 4-8°C 89 14 28 47
Dafra 4-8°C 98 6 24 68
T° ambiante 31 1 6 24
Dande T° ambiante 63 1 15 47
Hounde T° ambiante 64 8 23 33
PPH 4-8°C 59 31 9 19
Sous total, N (%) 4-8°C 246 (61) 51 (13) 61 (15) 134 (33)
T° ambiante 158 (39) 10 (2.5) 44 (11) 104 (26)
Total N (%) 404 (100) 61 (15) 105 (26) 238 (59)

T° = température ; N = nombre

111.3. Association de la température et de la durée de conservation des expectorations aux

contaminations des cultures

L’association des facteurs température et durée de conservation des expectorations aux
contaminations des cultures est présentée dans le tableau 9. Les contaminations de cultures étaient
significativement plus faibles lorsque les expectorations ont été conservées au réfrigérateur que
lorsque celle-ci ont été conservées a la température ambiante (17.5% vs 34,2% ; OR=2.45, 95% IC
1.54-3.90, P<0.0001). Concernant la duree de conservation, lorsque les expectorations ont éte
traitées dans un délai n’excédant pas 3 jours apres la collecte, les contaminations étaient plus faibles
que lorsque celle-ci ont été traitées entre 4-7jours et plus de 7jours (respectivement 11.5% vs 25.7%,
OR=2.17, p=0.097 et 26.5%, OR=2.23, P=0.066).

Les odds ratio ajustées par rapport a la température et a la durée de conservation, montrent que les
expectorations conservées a température ambiante avaient deux fois plus de risque d’étre
contaminées (2.24, p=0.001). Les expectorations conservées a température ambiante montrent que

les contaminations de culture étaient toujours élevées quel que soit le délai de conservation des
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expectorations (> 30%). Au contraire, les expectorations conservées au réfrigérateur avaient des

taux de contaminations, plus faibles (8%) pour les courtes durées de conservation (0-3 jours) que

pour les longues durées (20%) (Figure N°21).

Tableau 9 : Association de la température et de la durée de conservation des expectorations

aux contaminations des cultures

Conditions de Contamination OR OR ajusté P-value
conservation (N/ total) [95%IC] [95%IC]
Température

4-8°C 17.5 (43/246) 1 1 -

T° ambiante 34.2 (54/158) 2.45 [1.54-3.90] 2.24 [1.40-3.60] 0,001
Durée
<3 jours

4-7 jours 11.5 (7/61) 1 1 -
> 7 jours 25.7 (27/105) 2.67 [1.08-6.57] 2.17 [0.87-5.43] 0,097

26.5 (63/238) 2.78 [1.20-6.42] 2.230.95-5.23] 0.066
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Durée de conservation des expectorations

Figure 21: Contamination des cultures selon de la temperature et de la durée de conservation

des expectorations

Taux de contamination pour les expectorations conservées a 2-8°C, (p=0.12) [Bleu] ou a temperature ambiamte (22-
35°C), p=1 [Rouge], categorisé par la durée de conservation des expectorations (compris entre 0- 3 jours, entre 4 et 7

jours, ou plus de 7 jours).

IV. Discussion

Les cas de TCB peuvent étre pratiquement doublés lorsque la méthode de diagnostic utilisé
est la culture. Son role est aussi capital pour la surveillance, le diagnostic et le traitement des TB-
MDR. Cependant, la contamination des cultures diminue la valeur diagnostic de cette méthode de
diagnostic qui demeure un challenge pour les pays a ressources limités (Demers et al., 2012, De
Waard et Robledo et al., 2007).
Des facteurs pré-analytiques ont été décrits comme pouvant influencer les contaminations des
cultures des mycobactéries. Au cours de cette étude, nous avons analysé deux facteurs pré-
analytique et évaluer leurs impacts sur les contaminations des cultures. Nos résultats confirment
I’importance de la température de conservation. En effet, parce que les contaminations étaient deux
fois (2,24) plus importante lorsque les expectorations ont été conservées a la température ambiante
versus au réfrigérateur. La durée de conservation est seulement un facteur secondaire qui n’influence
pas significativement les contaminations. Les expectorations traitées a des délais n’excédant pas
trois jours semblent moins toucher par les contaminations (11,5%) comparé a celles traitées entre

4-7 jours ou plus de 7jours (respectivement 25,7%, p=0.097 et 26,5%, p=0,06), ou les
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contaminations semblent avoir atteint une limite maximale. L’hypothése la plus vraisemblable
pouvant expliquer ces résultats est que la multiplication des germes commensaux entrainerait une
diminution et un épuisement des nutriments existants dans les expectorations et ainsi réduirait voire
stopperait la prolifération des germes apres trois jours de conservation a la température ambiante.
Les proportions de contamination vont alors atteindre une limite maximale lorsque les
microorganismes ne seront plus a mesure de croitre. Le fait que la durée de conservation n’ait pas
d’impact sur les contaminations de culture 1’orsque les expectorations sont conservées a température
ambiante (> 30% quel que soit le delai) consolide cette hypothése. Enfin, ce résultat corrobore
I’étude de Tessema et al. en 2011 en Ethiopie, qui avait évaluée le pourcentage de recouvrement
des cultures de mycobactéries sur des expectorations congelées a -20°C et qui avait conclue que la
durée de conservation des expectorations avait un effet non significatif sur les résultats des
proportions de cultures positives (Tessema et al., 2011).

Malheureusement, le nombre d’expectoration dont les conditions de conservation n’ont pas
été réalisées tel que recommandé par le PNT était majoritaire (72%). Bien que I’ensemble des sites
d’inclusions soit informé de ces recommandations, nous avons trouvé qu’un nombre non
négligeable d’expectorations 158 (39%) avait été conservé a la température ambiante et que 59%
avait été traité plus de 7 jours apres la collecte. Ces résultats montrent que les recommandations ne
sont pas correctement appliquées et que des stratégies de corrections doivent étre mises en place.
Le manque ou parfois I’insuffisance des moyens logistiques (réfrigérateurs) et de ressources
humaine (technologistes biomédicaux) ont été rapportés comme étant les raisons qui justifient cette
situation. Pour le CDT de DAFRA qui recoit des expectorations provenant des CSPS (Centre de
Santé et de Promotion Sociale) ne disposant pas de laboratoires et ne réalisant pas la microscopie
pour la recherche des BAARS, 18% des expectorations ont été conservées a température ambiante
avant leur transfert au CDT. Concernant les CDTs de DANDE et de HOUNDE, quel que soit les
provenances des expectorations collectées (sur site ou via les CSPS) elles ont toutes été conservees
a température ambiante parce que la priorité en matiére de conservation au frais était donnée aux
vaccins et aux réactifs au detriment des expectorations. En effet, selon les bonnes pratiques de
laboratoire les échantillons et les réactifs ne doivent pas étre conservés dans le méme réfrigérateur
a cause du risque de contamination des réactifs. Au contraire, pour les sites urbains comme le
CRLAT et le PPH, qui avaient moins de difficultés de logistique, 100% des expectorations a été
conservé au réfrigérateur aprés 1’examen microscopique pour la recherche des BAARS.

Le transfert des expectorations a I’'URM s’est fait par les technologistes biomedicaux aux
moyens de transport public ou personnel. Malheureusement, leurs nombres n’étant pas toujours

suffisants dans les laboratoires des sites d’inclusion, effectuer plusieurs transferts par semaine
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n’était pas possible et cela rallongeait les durées de conservations. Des moyens en termes de
ressources humaines et des moyens logistiques doivent étre mis a la disposition des laboratoires des
districts et des CSPS afin de permettre un meilleur suivi des recommandations.

La conservation & la température ambiante des expectorations destinées a la culture favorise
la prolifération des germes commensaux (De Waard et Robledo, 2007 ; Rieder, et al., 2007) et
augmente donc le risque de contamination des cultures. En Inde, une étude ayant évaluée I’impact
de la température de conservation sur les contaminations aprés une décontamination des
expectorations par la méthode de Petroff, a montré que le taux de contamination était éleve (18%)
lorsque les expectorations avaient été conservées 7 jours a température ambiante. Une faible
proportion de contamination (5%) a été trouvée lorsque celles-ci ont été traitées immédiatement
apres la collecte (Paramasivan et al., 1983). Les conclusions de cette étude sont similaires aux
notre, & savoir que les proportions de contaminations augmentent lorsque les expectorations sont
conservées a température ambiante. Cependant, la proportion de contamination des expectorations
conservées entre 4-7jours a la température ambiante dans notre étude était deux fois plus élevée que
celle obtenue par Paramasivan (34% contre 18%) (Paramasivan et al., 1983). Une des hypothéses
qui justifierait ce résultat est la différence de température ambiante qui existe entre I’Inde et le
Burkina Faso (30°C maxima en Inde versus 35°C maxima au Burkina Faso). Le climat plus chaud
du Burkina Faso se traduit par des températures ambiantes plus élevées qui favorisent une
multiplication beaucoup plus importante des germes commensaux et pourrait ainsi augmenter les
contaminations de culture. En outre, un autre facteur pourrait jouer un role au Burkina Faso : les
patients ne ringent pas nécessairement la bouche, et ce facteur est connu pour augmenter les
contaminations (Muzanzyi et al., 2011, Kalema et al., 2012, Muzanye et al., 2009). Etant donné
que I’hygiéne buccodentaire est insuffisante au Burkina Faso, une des limites de cette étude était
que dans aucun site de collecte il n’a été recommandé aux participants de se rincer la bouche avant
de fournir les expectorations. Cela pourrait avoir joué un réle dans les contaminations des cultures.
Ce facteur pourrait aussi expliquer les 8% de contamination supérieur aux taux acceptable (3-5%)
malgré une conservation au frais et un délai de traitement des expectorations n’excédant pas trois
jours. Une lente prolifération des microorganismes dans le réfrigérateur, parce que non
complétement inhibé pourrait expliquer nos taux élevés de contamination (20%) des expectorations
conservées plus de trois jours. Une autre raison qui pourrait également expliquer ce résultat est le
délai d’attente apreés la collecte pour la réalisation de 1’examen microscopique des BAARS. Les
expectorations sont gardées sur la paillasse a la température ambiante pendant environ 2 a 4 heures
voire plus. Elles sont ainsi soumises aux temperatures ambiantes favorisant la multiplication des
germes commensaux. Le temps de génération de certains microorganismes étant de 20 minutes en

moyenne, ils mettront alors peu de temps pour doubler ou tripler la population initiale existante.
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L’augmentation de leur nombre dans les expectorations, peut a terme nécessiter le rallongement du
temps de contact du décontaminant si on veut avoir une décontamination efficace. Mais cela n’est
pas possible dans notre cas eu egard de la proportion de cultures négatives a microscopie positive
(1.4%) qui montre que la procédure de décontamination ne peut pas étre renforcée.

V. Conclusion

Cette étude a montré que les contaminations des cultures d’expectoration sont élevées au
Burkina Faso. Les recommandations concernant la témperature et les délais de conservation des
expectorations ne sont pas complétement respectées par manque de moyens logistiques et de
ressources humaines. Les contaminations de cultures sont influencées par la conservation a
température ambiante des expectorations qui est le facteur le plus lié a la contamination des cultures
des expectorations. Pour une meilleure qualité du diagnostic de la tuberculose pulmonaire par la
technique de la culture dans les PRLs, des mesures doivent étre prises afin d’accompagner la mise
en ceuvre des recommandations du PNT et de I’OMS concernant la conservation des expectorations
destinées a la culture. Quand bien méme que les expectorations soient conservées a la bonne
température et traitées dans les délais recommandés, les taux de contamination demeurent supérieurs
aux taux acceptables suggerant 1’implication d’autres facteurs dans la contamination des cultures.
D’autres études doivent étre menées afin d’améliorer la culture des mycobactéries dans les PRLs,

et I’effort global pour contrdler la tuberculose doit considérer cette importante problématique.

Partie 3 relative a article 2

Titre : « Effet d’un bain de bouche antiseptique a base de la Chlorhexidine

sur les contaminations de cultures des mycobactéries au Burkina Faso ».
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Kaboré A, Sanou A, Tranchot-Diallo J, Hervé Hien, Daneau G, Gomgnimbou KM, et al. Why
Oral antiseptic mouth rinsing before sputum collection cannot reduce contamination rate of

mycobacterial culture in Burkina-Faso. Afri Health Sci. 2019; 19(1): 1321-1328.
https://dx.doi.org/10.4314/ahs.v19i1.3
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I. Introduction

L’application des recommandations concernant la température et la durée de conservation
des expectorations a montré que les taux de contaminations demeuraient largement au-dessus des
taux acceptables suggérant ainsi I’existence de I’influence d’autres facteurs. Nous avons alors
évalué un autre facteur pré-analytique pertinent, la réduction de la CMB sur les contaminations de
cultures. Notre hypothese est que la réduction en amont de la CMB par utilisation d’un bain de
bouche antiseptique avant le recueil des expectorations influencerait favorablement I’issue de la
culture. Par ailleurs, de par leur nature, notamment la structure de leurs parois, les microorganismes
ont une sensibilité vis-a-vis des désinfectants et des antiseptiques qui varie (McDonnell et Russell,
1999) . La connaissance de la nature des microorganismes contaminants résiduels serait donc un

atout pour mieux comprendre la problématique des contaminations.

De nombreuses études ont apporté la preuve de I’efficacité de la Chlorhexidine un
antiseptique de la classe des biguanides, sur les bactéries Gram+, Gram- ainsi que sur les
champignons. Aussi, la résistance des mycobactéries vis a vis de cette molécule ainsi que sa non
toxicité relative sur les cellules humaines ont été prouvés (McDonnell et Russell, 1999) ;
Grosseman et al., 1986 ; Rusell, 1996). Dans des études récentes, son utilisation comme
décontaminant des expectorations ou antiseptique buccal avant le recueil des expectorations a
montré des réductions importantes du taux de contamination des cultures (Kalema et al., 2012 ;
Peres et al., 2011) Néanmoins, cette réduction était accompagnée d’une réduction du taux de
positivité des cultures pour 1’une des études (kalema et al., 2012). Cette étude a montré que le
recueil des expectorations apreés le ringage de la bouche avec un antiseptique (chlorehexedine et
nystatine) permettait une réduction significative des taux de contaminations des cultures (14 a 4%)
mais que cela s’accompagnait d’une réduction du taux de positivité des cultures (8%). Selon ces
auteurs, cette réduction du taux de positivé pourrait s’expliquer par une action de 1’antiseptique
résiduel. De plus, ces études n’ont pas caractérisées les types de contaminants résiduels pourtant
connu pour avoir des sensibilités variables vis-a-vis des antiseptiques et des décontaminants.
L’objectif général de notre recherche était d’évaluer, I’effet de 1’utilisation de bain de bouche a base
de la chlorhexidine avant le recueil des expectorations sur les contaminations de cultures des
mycobactéries. De maniére spécifique, les taux de contaminations et les scores des colonies de
cultures positives ont été comparés avant et apres utilisation des bains de bouche, et les types de
microorganismes contaminants résiduels ont été caractérisés morphologiquement et également

compares.
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I1. Matériel et Méthodes
I1.1. Cadre et type d’étude

Il s’agit d’une étude d’évaluation de I’effet du bain de bouche antiseptique a base de la
chlorhexidine sur les contaminations de cultures. L’étude s’est déroulée entre février 2016 et mai
2017 au laboratoire de bactériologie du Centre MURAZ a Bobo-Dioulasso en collaboration avec le
CRLAT décrit tantdt dans le chapitre 3 (Cf. pararaphe 1), qui a procédé au recrutement des patients

et ala collecte des expectorations.

11.2. Inclusion des patients et collecte des expectorations

Les patients ont été inclus et les expectorations collectées tel que décrit dans le chapitre 3
(cf. paragraphes IV. 2. et V) a quelques exceptions prés compte tenu de la spécificité de 1’étude. La
deuxiéme expectoration fournie pendant le dépistage a constitué le groupe contréle « sans bain de
bouche » (SBB). De maniére spécifique, une troisieme expectoration a été recueillie par patient le
deuxieme jour, apres ringage de la bouche avec un antiseptique. Le ringage de la bouche s’est fait
avec 10ml de chlorhexidine digluconate a 0,1% (septyl®, Laboratoires PPM, Phnom Penh,
Cambodge) sous la supervision des technologistes biomédicaux et a constitué le groupe
expérimental « apres bain de bouche » (ABB). Le temps de contact du bain de bouche était de 60
secondes suivi d’un second ringage d’environ 30sec avec de 1’eau courante afin d’éliminer
I’antiseptique résiduel. Le contrble de la qualité du Septyl® est assuré lors de 1’importation par la
Direction générale de la pharmacie, du médicament et des laboratoires (DGPML) qui délivre
’autorisation de mise sur le marché des produits pharmaceutiques. Afin de s’assurer de la bonne
qualité microbiologique de 1’eau courante, trois contrbles de la qualité en vue de rechercher les
bactéries contaminant habituellement 1’eau (incluant les bactéries sporulantes) ont été réalisés. Ces
controles ont consisté a filtrer ’eau a ’aide d’un dispositif (Sartorius) menu de membranes
filtrantes. Ces membranes ont été ensuite déposées sur les quatre milieux de culture habituellement
utilisés pour I’analyse de I’eau (Azid, Endo, TSC et gélose ordinaire). Ces milieux ont été incubés
pendant 24-48h a 37°C ou a 37°C en anaérobiose. Enfin les colonies ont été comptées et identifiées.
Ces contr6les étaient satisfaisants avec seulement deux staphylococcus sp trouvés (2 bactéries pour
100ml d’eau ; Norme : < a 10 bactéries / 100ml d’eau). Ces expectorations ont été codées de sorte
a garantir I’anonymat et I’aveugle a I’endroit des techniciens réalisant les cultures. Elles ont ensuite
été conservees puis transférées au Centre MURAZ ainsi que précédemment décrits dans les

méthodes (cf. paragraphe V.).
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11.3. Détermination des taux de contaminations et des scores CFU des cultures positives

11.3.1. Mise en culture et détermination des contaminations

Les cultures ont éte réalisées tel que décrit dans le chapitre 3 (cf. paragraphe V1.3.). Mais
pour permettre la comparaison des résultats des deux groupes d’expectoration, nous avons
standardisé certaines étapes de la culture. Celles-ci ont été réalisé avec un volume exact de 2ml
d’expectorations, puis les culots de centrifugation ont été re-suspendus avec un volume exact de
500pl d’eau distillée stérile et enfin un volume de 100ul de ces suspension a été inoculé dans les
milieux de culture de LJ et de LJ enrichie avec 0, 5% de pyruvate. Les taux de contaminations et
les scores des cultures positives ont été déterminés aprés examen des cultures. Des reprises de
culture n’ont pas été réalisées lorsque celles-ci ont été contaminées.

Pour éviter que des contaminations de nature exogénes ne viennent influencer les résultats
de nos cultures, des dispositions ont été prises et ont été précédemment décrites dans le chapitre 3

(cf. paragraphe VI. 3.3.)

11.3.2. Détermination des scores CFUs de cultures positives

La viabilitée des mycobactéries a été évaluée en comparant a partir des cultures positives les
scores des CFUs de mycobactéries dénombrées ou estimées (Tableau 10). La différence entre les
scores de colonies (dénombrables et non dénombrables) dans les deux groupes permet une

association avec la viabilité des souches.

Tableau 10 : Scores des colonies de mycobactéries

Nombres de colonies par tube scores
1 a 20 colonies Noter le nombre Dénombrable
20 a 50 colonies + Dénombrable
> 50 colonies bien séparées ++ Dénombrable
Nombreuses colonies semi-confluentes +++ Non dénombrable
Tres nombreuses colonies confluentes ++++ Non dénombrable
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11.4. Caractérisation morphologique des types de contaminants résiduels

Il Existe deux catégories de microorganismes contaminants résiduels des cultures
d’expectorations : Ceux qui ont survécus a la décontamination par 1’hydroxyde de sodium et sont
présents dans les culots de décontamination, et ceux qui ont résisté a la fois a I’hydroxyde de sodium
et au vert de malachite (antiseptique contenu dans les milieux de LJ) et sont présents dans les milieux
de LJ contaminés. Afin de caractériser morphologiquement les contaminants, des frottis sur lames
réalisés a partir des culots de décontaminations et des milieux de LJ contaminées (des deux groupes)
ont été colorés a I’aide de la technique de GRAM (Kit Gram Nicole Quimica Clinica Aplicada, SA,
Espagne) et de vert malachite (vert malachite oxalate, Réactifs RAL, bordeaux Technopolis, 33650,

Martilac). Les différentes formes et les types de Gram des microorganismes contaminants résiduels

ont été décrits a I’aide du microscope BX53 haute definition (Figure 22).

Figure 22 : Microscope optique Olympus BX53 connecté a son ordinateur (Photo KA, URM,
INSP/Centre MURAZ).

11.5. Analyses statistiques

Les logiciels Excel 2013 et OpenEpi 2.20 ont été utilisés respectivement pour la saisie et
I’analyse des données. Les proportions de contamination des cultures, les scores des colonies des
cultures positives ont été calculées et comparée a 1’aide du test de Chi2 afin de determiner si des

differences significatives existent entre les deux groupes. Les fréquences des types de
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microorganismes contaminants résiduels ont eté également calculées puis comparées. Le seuil de

signification retenu était de 0,05, avec un IC de 95%.

I11. Résultats
I11.1. Caractéristiques de I’échantillon

Parmi les 158 patients inclus, huit (08) ont été exclus pour cause de données de laboratoires
incompletes. Cent douze (112) patients étaient des TCB et un nombre réduit de patients depistés
négatifs (38) ont aussi été inclus. L’analyse des données a concerné 150 patients qui ont tous fourni
les deux types d’expectorations. La Figure 18 résume le diagramme de la collecte et du traitement
des échantillons. Parmi les patients inclus, 38% étaient des femmes et 62% (93) des hommes avec
un sexe ratio de 1,6. L’age moyen des patients était de 38 ans (extrémes : 18- 88 ans). La tranche
d’age la plus touchée était celle comprise entre 23 et 42 ans, soit 58% des patients. Tous les
échantillons collectés ont été conserves apres le dépistage au réfrigérateur entre 4-8°C avant leur
transfert et traitement au centre MURAZ. Environ 85% ont été traités dans les délais recommandés
par I’OMS ou le PNT.
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Figure 23: Diagramme résumant la collecte et le traitement des expectorations.

111.2. Effet du bain de bouche a base de la chlorhexidine sur les contaminations de cultures

Le taux global de contamination était élevé (environ 40 %) et n’était pas different avant et

apres le ringage de la bouche (39% contre 41% ; p =0,7) (Tableau 11).

111



Tableau 11 : Effet du bain de bouche a base de la chlorhexidine sur les contaminations de
cultures

Rincage de la bouche Ch2 McNemar p-
value
Résultats des Cultures Avant N =150 Aprés N=150
Cultures
Contaminées 61(41%) 58 (39%)
Cultures
Cultures non positives 64 (43%) 61 (41%) 0,2 0,7
contaminées Cultures
négatives 25 (17%) 31 (21%)
Total 89 (59%) 92 (61%)
N = nombre

111.3. Effet du bain de bouche a base de la chlorhexidine sur les scores des colonies de

mycobactéries

Les scores des cultures positives entre les groupes contrdle et expérimental n’étaient pas
différents (Tableau 12). Pour le sous-groupe de score de microscopie inferieur ou égale a 1+, les
proportions de colonies dénombrables étaient respectivement de 19% contre 26% pour les groupes
contréle et expérimental et de 81% contre 74% pour les colonies non dénombrables (p=0,8). Pour
le sous-groupe score de microscopie supérieure a 1+, les proportions de colonies dénombrables
étaient respectivement de 11 % contre 19 % pour les groupes contrdle et expérimental et 89 %

contre 81 % pour les colonies non dénombrables (p= 0,19).
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Tableau 12 : Effect de la chlorhexidine sur le score des colonies de mycobactéries

score de la Score des colonies Rincage de la bouche Ch2 p-value

mycroscopie de mycobactéries

Avant N =64 Aprés N =61

N (%) N (%)

Score < 1+ denombrable* 4(19) 5 (26)
Non dénombrable** 17 (81) 14 (74) 0.06 0.8

Score >1+ Dénombrable* 4(11) 8 (19)
Non dénombrable ** 39 (89) 34 (81) 1.6 0.19

Total Dénonbrable 8 (12.5) 13 (21)
Non dénombrable 56 (87.5) 48 (79) 1.7 0.19

Légende
N= Nombre
* 1 a 50 colonies formants des unités separées (CFU)

**: Nombreuses ou trés nombreuses CFU semi-confluentes ou confluentes

111.4. Caractérisation morphologique et comparaison des fréquences des types de

microorganismes contaminants résiduels

Concernant les milieux de LJ contaminées, le nombre total de contaminants caractérisés était
respectivement de 97 et 96 pour les groupes control et expérimental. Les BGP et les spores étaient
les contaminants résiduels majeurs. Les fréquences respectives de ces microorganismes dans les
deux groupes n’étaient pas non plus statistiquement différentes (BGP environ 55%, p=0.96; and
spores 40%, p = 0.87) (figure 24).

Concernant les culots de decontamination, le nombre total de contaminants caractérisés était
de 100 et 75 respectivement pour les groupes controle et expérimental. Les bacilles a GRAM Positif
(BGP), et les champignons étaient les contaminants résiduels majeurs des culots de
décontaminations. Leurs fréquences respectives dans les groupes controle et expérimental n’étaient
pas statistiguement différentes (46/100 (46 %) versus 43/ 75 (57 %), p = 0, 3; 23/100 (23 %) versus
14/75 (17 %), p=0, 5).

Les endospores étaient de nature déformante ou non déformante (figure 25). Des frottis
colorés au Gram a partir de colonies isolées ont montré que les BGP et les spores constituaient les

mémes micro-organismes a des stades différents de leur developpement et que leur fréequence
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cumulative représentait environ 94 % des contaminants résiduels. Les spores isolées, qui peuvent
étre confondues avec des levures, ont été correctement identifiées comme telles a partir de frottis de
subcultures (gélose columbia au sang frais a 5%) des contaminants colorés au GRAM puis observés
au microscopique BX53. (Figure 25 C et 25 D). Les endospores étaient de nature déformante ou

non déformante et leurs formes étaient ellipsoidales ou rondes (Figure 25).
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Figure 24 : Répartition des contaminants résiduels majeurs sur milieux L-J

Légende Contaminants résiduels sur L-J: Avant bain de bouche N= 97; apres bain de bouche N=96; BGP avant vs
aprés : p=0.96; spores avant vs aprés : p = 0.87. Abbreviations: BGP: Bacilles a Gram Positif ; BGN: Bacilles & Gram
Negatif ; CGP: Cocci a Gram positif, CGN: Cocci a Gram négatif
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Figure 25 : Bactéries sporulantes au microscope BX 53 (x 1000) (Photo KA, URM,
INSP/Centre MURAZ).

A et B: Bacilles a Gram Positif (BGP) avec des endospores non déformantes; B et D: BGP avec des endospores
déformantes.
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V. Discussion

La contamination des cultures constitue un obstacle majeur a I’efficacité de la technique de
la culture dans les pays a ressources limitées. Dans cette étude, nous avons évalué I’effet d’un bain
de bouche antiseptique a base de la chlorhexidine sur le taux de contamination de la culture. Nos
résultats montrent que quel que soit le mode de recueil des expectorations, les taux de
contaminations ne sont pas significativement différents (ABB= 39% contre SBB= 41%, p=0,12).
Cela suggere que la réduction en amont de la charge microbienne buccale par I’utilisation du bain
de bouche antiseptique a base de la Chlorhexidine n’induit pas en aval une réduction significative
des contaminations de cultures. Cette absence d’efficacité significative est comparable aux résultats
de Peres et al., en 2011 qui ont également montré une différence non significative entre les groupes
contréle et expérimental (10, 2% vs 5, 1% ; p=?). [6/59 (10, 2 %) contre 3/59 (5, 1 %); p = 0,38].
Toutefois, leurs résultats avec un taux de contamination initial bas ont montré a la difference des
notres une forte tendance de réduction des contaminations (réduction de 50 % vs 4 %). Cela pourrait
s’expliquer en partie par ’utilisation dans cette étude du milieu Ogawa, plus sélectif pour les
mycobactéries. En revanche, nos résultats different de ceux de Kalema et al qui ont montré une
réduction significative des taux de contamination des cultures (16/110 (14,5 %) vs 4/110 (3,6 %), p
= 0,005). II est possible que la réalisation dans cette étude d’un second bain a la nystatine
consécutivement a celui de la chlorhexidine ait pu participer a une meilleure désinfection de la
bouche et influencer favorablement la réduction des contaminations. Toutefois, les types de
contamination n’ont pas été décrits par les auteurs. De ce fait, il n’est possible pour confirmer cette
hypothése. Néanmoins, dans notre étude trés peu de contamination par les champignons a été
observé, et donc nous ne nous attendons pas a un impact fort de la nystatine sur nos taux de
contamination.

Le manque d’efficacité de la chlorhexidine, censé réduire un large éventail de bactéries
buccales, puis induire la réduction des contaminations (apres la méthode de décontamination a
I’hydroxyde de sodium) n’est pas surprenant a la lumiére de nos contaminants résiduels caractérisés.
En effet, les bactéries sporulantes mise en évidence comme étant les contaminants résiduels majeurs
des milieux de LJ contaminés sont connues pour étre résistantes aux traitements thermiques, au
manque de nutriments, et a la plupart de substances chimiques y compris la chlorhexidine et
I’hydroxyde de sodium utilisé dans notre étude.

Les contaminations sur les milieux de LJ sont observées plutdt 72 heures apres leur
inoculation, ce qui a donné suffisamment de temps aux BGP a produire et libérer les spores. 1l est
important de noter que ces formes bactériennes pourraient facilement étre confondues avec les

levures. Le lien entre les BGP et les spores a été établi par 1’observation au microscope de frottis
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colorés au GRAM, réalisés a partir de subcultures (gélose Columbia au sang frais a 5%) des
contaminants. Ces observations ont clairement montré que les GPB et les spores bactériennes isolées
d’un méme milieu de LJ contaminé représentaient les mémes micro-organismes a divers stades de
croissance. Méme si Kalema et al., en Ouganda, et Peres et al., au Brésil n’ont pas caractérisé les
contaminants residuels, dans notre cas, la mise en évidence des bactéries sporulantes comme étant
les contaminants résiduels majeurs est probablement la raison pour laquelle nous avons observé un
taux de contamination éleve. Du fait que les spores soient plus résistantes que les mycobactéries
(Russell, 1996), des lors qu’elles sont présentes dans les expectorations, aucun antiseptique n’y
désinfectant utilisé ne sera a mesure de les éliminer tout en préservant les mycobactéries. De
maniere rétrospective, la mise en évidence de ces bactéries, probablement a la base de la séculaire
problématique des contaminations de culture dans les PRL en général et au Burkina-Faso en
particulier, permet de justifier 1’échec des nombreuses méthodes de décontaminations et la
recherche d’autres stratégies visant a réduire les contaminations de cultures ( conservation au frais
ou congélation des expectorations, ringage de la bouche avec ou sans antiseptique avant le recueil
des expectorations, utilisation de conservateurs ou d’antibiotiques dans les milieux de transport ou
de culture) (Paramasivan et al., 1983; Tessema et al., 2011 ; Peres et al., 2011 ; Kalema et al.,
2012 ; Mclain et al., 2011 ; Okumu et al., 2017, Kassaza et al., 2014 ; Azam et al., 2018 ; Zallet
et al., 2018).

Des dispositions ont été prises pour contréler le risque de contamination exogene. En outre,
aucun probléme de contamination n’est observé lors des repiquages des souches de mycobactéries
sur les milieux de L-J ou lors de la réalisation des DST dans notre laboratoire. Ces indicateur-
arguments suggérent une contamination endogéne de la culture de mycobactéries. Quant a 1’origine
de ces contaminants peu ordinaire, elle serait vraisemblablement alimentaire puisque de nombreuses
études en Afrique et en particulier au Burkina Faso ont rapportées que les bactéries sporulantes
étaient les principaux microorganismes responsables de la fermentation des aliments fermentés
largement consommés (Savadogo et al., 2011 ; Savadogo et al., 2016). Une caractérisation
beaucoup plus complete (biochimique et/ou moléculaire) sera nécessaire pour analyser les possibles
liens entre nos contaminants et ceux isolés dans les aliments fermentés et fournir des données afin
d’élaborer de nouvelles stratégies visant a réduire la contamination.

Au-dela de cette étude, dans les pays a ressources limitées, I’implication des bactéries
sporulantes dans les contaminations des cultures devrait étre déterminée a grande échelle et des
stratégies novatrices de decontamination des expectorations devraient étre développées dans le cas
écheant.

Contrairement a notre étude, celles de McClean et al. en Irlande du Nord, au Royaume-Uni

(McClean et al., 2011) , et Kassaza et al., en Ouganda (Kassaza et al., 2014), n’ont pas réalisé de
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rincage de la bouche avec un antiseptique et ont utilisé respectivement la méthode Petroff modifiee
et la methode de I’hydroxyde d’acétyl-I-cystéine-sodium pour la décontamination des
expectorations. Ces études ont montré que les contaminants majeurs étaient respectivement des
BGN (84%) et des BGP non sporulant (60%) y compris des champignons. Seulement 2% de BGP

sporulant (Bacillus licheniformis) a été trouvé dans 1’étude de McClean. (McClean et al., 2011).

Ainsi, 1’état actuel des connaissances montre qu’il y a trés peu de données sur les types de
microorganismes contaminants résiduels des cultures et que celles-ci montrent de franches
discordances. Les localisations géographiques et les facteurs propres a 1’hote (age, race/origine
ethnique, environnement, état de santé, immunité, etc.) qui semblent contribuer a la variabilité du
microbiome oral (Moon et al., 2016 ; Li et al., 2014 ; Belstrom et al., 2014a ; Belstrom et al.,
2014Db), peuvent expliquer ces différences. Cela suggere une analyse spécifique des contaminants

pour chaque laboratoire confronté aux contaminations des cultures de mycobactéries.

Dans les culots de décontaminations, les contaminants majeurs étaient des BGP et des
champignons majoritairement filamenteux. Alors que la fréquence des BGP n’¢était pas différente
dans les deux groupes, celle des champignons était significativement plus faible dans le groupe
d’intervention que dans le groupe contrle. Ce qui suggére une certaine efficacit¢ de la
chlorhexidine. La méme observation a été faite sur les CGP, contaminants de moindres ampleurs.
Mais ces différentes réductions de contaminants observées dans les culots de décontaminations du
groupe expérimental ne s’observaient pas sur les cultures LJ contaminées. Nous y avons en effet
observé une faible présence des CGP et une absence totale des champignons dans les deux
groupes. Cette faible présence et ’absence de ces types de contaminants initialement présents dans
les culots de décontaminations, pourraient s’expliquer par I’action des propriétés antiseptiques du
vert de malachite que contiennent les milieux de cultures de LJ. En plus de ce qui précéde, pour le
cas spécifique des champignons filamenteux, deux facteurs de compétitions concourent a
I’expliquer : La présence simultanée de ces champignons et des BGP sporulant dans les tubes de
cultures contaminées, ainsi que la pousse tardive des champignons (5 -21 jours). En effet, plus de
80% des cultures contaminées par les champignons 1’¢était aussi par les BGP sporulant, de sorte que,
les BGP qui poussent en 24-48 heures vont envahir les milieux de cultures avant les champignons

dont les pousses les plus rapides surviennent au bout de 5 jours.

Notre hypothese était que le bain de bouche réduirait les contaminations de cultures. Mais,
il fallait s’assurer que le bain de bouche n’ait pas d’effet bactéricide et/ ou inhibiteur important sur
les mycobactéries en ¢liminant 1’antiseptique résiduel par un second ringage de la bouche avec

de I’eau courante. Nos résultats ont montré que le score des colonies des cultures positives dans le
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groupe controle et le groupe d’intervention n’était pas différent y compris pour les prélévements
pauci bacillaires. Cela suggere que la viabilité des mycobactéries n’est pas compromise apres le
bain de bouche a base de la chlorhexidine suivi d’un ringage a I’eau courante. Ce résultat fort
intéressant sur la préservation de la viabilité des mycobactéries manque cependant d’intérét au vu

de notre principal objectif.

V. Conclusion

La réduction de la CMB par I’utilisation du bain de bouche a base de la chlorhexidine dans
notre condition n’a pas permis de réduire les contaminations de cultures des mycobactéries. La cause
de cette inefficacité de la chlorhexidine est tres probablement liee a la nature sporulante des
bactéries Gram positif mise en évidence comme contaminants résiduels majeurs de nos cultures.
Notre résultat suggére que les méthodes actuelles de décontaminations sont inappropriées pour ces
types de contaminations. Une caractérisation plus complete des contaminants résiduels de nos
cultures ainsi que ’initiation d’autres études pour mettre au point de nouvelles stratégies innovantes
de décontamination prenant en compte 1’¢limination des spores bactériennes constitue probablement

le challenge ultime a relever dans les PRLs.
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Partie 4 relative a Particle 3

Titre : « Identification des bactéries sporulant isolées des cultures contaminées
de Lowenstein Jensen et efficacité de la Vancomycine a réduire les

contaminations de cultures des mycobactéries au Burkina Faso ».
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I. Introduction
La culture sur les milieux solides de LJ demeure la technique de référence du diagnostic de la
tuberculose et de la tuberculose résistante. Cependant, son efficacité est grandement compromise
par les contaminations par d’autres bactéries champignons (Murray et al., 1999 ; Peres et al.,
2011; Asmar et Drancourt, 2015). Le processus de la culture requiert une étape de
décontamination des expectorations permetant 1’¢limination des autres microorganismes tout en
préservant les mycobactéries (Narvaiz de Kantor et al., 1998). Mais les types de contaminants
peuvent influencer I’efficacité des décontaminants (Prescott et al., 2003). En effet, la présence dans
la paroi des microorganismes d’une enveloppe externe (bactérie a Gram négatif), d’une couche de
cire (mycobactéries) ou d’une tunique sporale (bactéries sporulantes) induisent une variabilité de
résistance aux biocides (McDonnell et Rusell, 1999). Tres peu d’études se sont interesées a la
caractérisation de microorganismes contaminant les cultures des mycobactéries. De plus les
résultats de ces études étaient divergeants. En effet, des études réalisées d’une part en Ireland en
2011 caractérisant les contaminants des cultures sur BacT/Alert et sur LJ et d’autre part en Ouganda
en 2014 portant toujours sur la caractériastion ont montré que des bactéries Gram négatives
(Pseudomonas aeruginosa (47.2 %) et Serratia marcescens (13 %)), et des bactéries Gram positive
(Staphylococcus spp (50 %) and Streptococcus spp (16 %)), étaient respectivement les espéces de
contaminants majoritairement isolées des cultures des mycobactéries (Mclain et al., 2011 ;
Kassaza et al., 2014). Quelques études sur des cultures de mycobactéries a partir de différents
spécimens (expectorations, liquides gastriques) sur différents milieux (liquides et ou solides) ont
rapporté la présence de bactéries sporulantes parmi les contaminants des cultures méme si pour
beaucoup d’entre elles, celles-ci ne représentaient pas la majorité (McClean et al., 2011 ; Keilty
et al., 1915; Rothlauf et al., 1981 ; Mathew et Paramasivan, 2001 ; Outo et al., 2008).
Reécemment en 2017, la caractérisation sommaire des contaminants réalisée au cours de 1’ étude sur
I’effet des bains de bouches antiseptiques avant le recueil des expectorations sur les contaminations
des cultures, a révelé que 90% des contaminants residuels majeurs des cultures de mycobactéries
étaient des bactéries sporulantes (Kaboré et al., 2019). Aucune de ces études n’a identifié les
espéces des bactéries sporulantes mis en cause a I’exception de celle de McClean et al. en 2011
qui a identifié un B. licheniformis. Cependant, connaitre les espéces auxquelles appartiennent ces
contaminants pourrait fournir des informations sur leur origine probable et cela pourrait étre utilisé
pour la prévention et 1’élaboration de stratégies innovantes pour réduire les contaminations.
Ces contaminants, particulierement résistants aux biocides dus a leur capacité a sporuler

apportent une justification solide aux taux éleve de contamination que connait le Burkina Faso et
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probablement de nombreux autres pays a ressources limitées. Fort heureusement, la vancomycine
géneralement inactive sur les mycobactéries est active sur les bactéries sporulantes (Rubinstein
et al., 2014; Celandroni et al. ,2016). De ce fait, elle constitue un candidat potentiel qui pourrait
étre inclus dans les combinaisons d’antibiotiques utilisés comme supplémens sélectifs dans les
milieux de culture des mycobactéries. Des données certes limitées de cultures de mycobactéries sur
MGIT supplémentées d’une combinaison de vancomycine, d’Amphotericin B d’acide nalidixique
(VAN), ainsi que des cultures sur des milieux sélectifs Kirchner supplémentés de vancomycine a
10% (SKV : Selective Kirchner medium supplemented with vancomycin) ont montré une
importante réduction des contaminations (Mathew et Paramasivan, 1995 ; Chulhun et al,. 2002).
Cependant, ces études n’ont concernées que des milieux liquides rarement utilisés dans les pays a
ressources limités du faite de leur colt élevé. Ainsi, nous émettons 1I’hypothése que la culture des
mycobactéries réalisée sur le trés populaire milieu solide de LJ supplémenté d’une combinaison
d’antibiotiques comprenant la vancomycine a 10ug , la colistine, la nystatine et le trimethoprime
(VCNT) pourrait contribuer a réduire les contaminations de culture. L’utilisation de cette
combinaison d’antibiotique comporte par ailleurs un double avantage : elle cible aussi bien les
Bactéries sporulantes que les autres bactéries a Gram négatif, a Gram Positif et enfin les
champignons (susceptibles d’étre présent dans les expectorations). De plus elle est disponible dans
de nombreux laboratoires au Burkina Faso et en Afrique.
L’objectif de cette étude était :
- d’identifier les espéces des bactéries sporulantes contaminants les cultures des
mycobactéries,
- d’évaluer I’efficacité du VCNT a réduire les contaminations des cultures,
- de s’assurer de la susceptibilité des bactéries sporulantes,

- et de s’assurer de la résistance des mycobactéries au VCNT.

I1. Matériel et Méthodes
11.1 Echantillon

Trois types d’échantillons ont été utilisés dans cette étude. I s’agit des isolats des bactéries
sporulantes et de mycobactéries ainsi que des expectorations. Ils ont été collectés au cours de I’étude
d’évaluation de ’effet des bains de bouche sur les contaminations des cultures (parti3 de nos
travaux) entre février 2016 et mai 2017. Les isolats de bactéries sporulantes au nombre de cinquante-
trois ont été collectées a partir de milieux de culture contaminées de LJ. Les expectorations utilisees
pour ces cultures ont été collecté sans un bain préalable de bouche avec un antiseptique. Environ
79% (42/ 53) des isolats ont été collectés chez des TCB et 21% (11/53) chez des cas de tuberculose
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négative. Cesisolats ont été conserveés a -20°C dans du milieu STGG (skim milk, glycerol, glucose,
and tryptone soya broth) jusqu’a leur utilisation. Les isolats des mycobactéries ont été collectés a
partir des cultures positives et les échantillons d’expectorations étaient constitués principalement
d’aliquots d’expectorat residuels. Trente-deux expectorations ont été collectées chez 19 patients
tuberculeux depistés entre decembre 2016 et janvier 2017avec deux échantillons fourni pour 13 des
patients et un seul fourni pour 6 des patients. Les conditions de conservation et de transfert sont

telles que précédemment décrites dans le chapitre 3 des Matériel et méthodes (cf. paragraphe V.).

11.2. Subcultures et caractérisation morphologique des isolats

Les isolats ont été repiqués sur gélose Columbia enrichie avec 5% de sang frais de mouton
(Liofilchem®, roseta d. Abruzzi TE- Italy) puis incubés pendant 24 heures dans des conditions
aérobies a 37 °C. Afin d’obtenir des colonies isolées, nous avons réalisé une suspension a 0,5
McFarland de ces subcultures qui ont ensuite été diluées & 10-2 avec de I’eau distillée stérile puis
inoculées par inondation sur de la gélose Columbia au sang de mouton a 5 %. Ces inoculats ont été
incubés pendant 24-48 heures en aérobiose & 37°C. Les colonies obtenues ont été décrites a ’aide
microscope Leica EZ4HD (figure 26) et regroupées en trois principales sortes :

- Les colonies S (lisses) : Colonies a surface lisse et bords réguliers, bombeées, de consistance
crémeuse et donnant des suspensions homogenes;
- Les colonies R (rugueuses) : Colonies a surface rugueuse et bords dentelés, plates, de
consistances seches et donnant des suspensions hétérogenes;
- Etlescolonies M (Muqueuses) : Colonies a surface lisse et bords réguliers, bombées, filantes
sous l'anse, et donnant des suspensions hétérogenes.
Des frottis des colonies isolées ont été réalisés puis examinés au microscope optique Olympus
BX53. Aprés une coloration de Gram ou de vert-malachite (Trujillo, 1932). La mobilité
bactérienne a été étudiée par observation entre lame et lamelles des cellules bactériennes. Le test de
Catalase (ID color Catalase, Biomérieux SA, Lyon, Marcy-1’étoile/France) ainsi que celui de

I’oxydase (Oxydase test Disc, Liofilichem s.r.1 Roseto D.A- Italy) ont été réalises.
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Figure 26 : Microscope Leica EZ4HD connecté a un ordinateur (Photo KA, URM,
INSP/Centre MURAZ).

11.3. Identification des bactéries sporulantes

11.3.1. Identification par la galerie API 50CH/B

La galerie API 50 CH/B strips (bioMe'rieux, Marcy-L’Etoile, France) destinée &
I’identification des Bacillus et apparentés a été utilisée pour 1’indentification des isolats selon les
indications du fabriquant. Il s’agit de milieux préts a I’emploi qui permettent I’étude de la
fermentation de 49 sucres par les bactéries et I’identification d’environ 29 espéces de Bacillus et
apparentés. La figure 27 schématise le protocole d’indentification. En resumé, nous avons realisé
une suspension & 0,5 McFarland de ces subcultures qui ont ensuite été diluées a 107 avec de ’eau
distillée stérile puis inoculées par inondation sur de la gélose Columbia au sang de mouton a 5 %.
A partir des subcultures de 24 heures sur gélose au sang frais de nos isolats, une suspension a 2 Mc
Farland dans le milieu CHB/E medium (bioMe rieux, Marcy-L’Etoile, France) a été réalisée puis
inoculée dans chaque cupule de la galerie APl 50 CH/B. Le catabolisme des glucides produit des
acides organiques qui font virer I’indicateur de pH apres 24 a 48 heures d’incubation a 37°C ainsi
que le montre la figure 28. Les profils biochimiques des souches ainsi obtenus ont servi a
I’identification par comparaison avec les profils standards (Analytical Profile Index : API) du
logiciel Apiweb ™ version1.2.1. (Software BioMérieux, Marcy I'Etoile, France, version1.2.1). Un
score supérieur ou égal a 60% indique une bonne identification au niveau espece. Les profils des
différents groupes ont été compilés dans un tableau en annexe 5. La souche de Bacillus

spizizenii/ATCC/6633 a été utilisée pour le contrble de qualité interne.
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Figure 27: Protocole d’identification des contaminants par la galerie AP1 50CH/B

Réaction négative
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Figure 28: Profil de fermentation sur APIS0CH/B d’une souche de Bacillus cereus (Photo KA,
URM, INSP/Centre MURAZ).

11.3.2. Controle de qualité externe des identifications
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Le contr6le de qualite externe a été réalisé par la méthode Matrix Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) a I’Unité de Recherche sur les
Maladies Infectieuses et Tropicales Emergeantes a Marseille, France.

La base de données du MALDI-TOF MS inclue environ 3997 espéces et sous-espéeces dont 252
Bactéries sporulantes. La figure 29 synthétise le protocole d’identification. A I’aide d’une anse a
usage unique stérile (Sigma Aldrich), les colonies des isolats obtenues par culture sur gélose
Columbia au sang frais ont été prélevées et appliquées en quadruplet sur les spots de la plaque
d’échantillonnage du MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Wissembourg, France). Cette application a
consisté a un étalement circulaire de la biomasse sur chaque spot dans le but d’obtenir une couche
translucide. Aprés séchage des étalements a température ambiante, 1 ml de la solution de matrix
(saturated a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50% acetonitrile, 2.5% trifluoroacetic acid and high-
performance liquid chromatography (HPLC)-grade water) (Bruker Daltonik) a été utilisé pour les
recouvrir et permettre une co-cristalisation a température ambiante pendant 5 minutes. La solution
du matrix et des colonies d’une souche d’E. coli ont été chargés en duplicate sur la plaqgue MALDI-
TOF respectivement comme contrble négatif et positif. Ensuite, la plaque a été transférée dans le
Microflex LT MALDI-TOF Mass Spectrometer (Bruker Daltonics) pour 1’acquisition des spectres
et le MALDI Biotyper automation a été utilisé pour I’identification des bactéries. Les criteres des
scores d’identification ont été effectués tel que recommandé par Bruker Daltonics: Un score de
2,000 indique une identification au niveau espéces; un score compris entre 1,700-1,999 une
identification au niveau genre et enfin un score inférieur a 1,700 indique une absence

d’identification.
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Figure 29 : Protocole d’identification des bacteries contaminants par le MALDI-Tof/MS.

11.4. L’Efficacité des milieux LJ supplémentés de VCNT sur les contaminations de culture

des expectorations

Aprés décontamination par la méthode de Petroff modifié a 4 % de NaOH, tel que décrit
dans le chapitre 3 des matériels et méthodes (cf. paragraphe VI. 3.1.), 100ul de culot de
décontamination de chaque expectoration a été inoculé sur 2 milieux de LJ sans VCNT et 2 milieux
de LJsupplémenté de VCNT a 10ug/ml de vancomycine. Les milieux ainsi inoculés ont été incubés

et examinés tel que décrite dans le chapitre méthode (cf. paragraphe V1. 3.2).

128



I1. 5. Tolérance des mycobactéries et susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT

Ces expériences ont été réalisées entre le 24 novembre 2018 et le 19 décembre 2018.
11.5.1. Tolérance des mycobactéries au VCNT

Huit (8) isolats de mycobactéries ont été utilisés, dont une souche vivante atténuée de
Bacillus Calmette Guérin (BCG) comme témoin positif (BCG 00002462 ref: KSV-026/17; Green
Signal, India). De I’eau distillée stérile a été utilisé comme témoin négatif. A partir des milieux LJ,
des colonies ont été transférées dans un tube en verre de 15 mm contenant environ 20 billes en verre
et 3 ml d’eau distillée. Ce mélange a été vortexé et une suspension calibrée a 0,5 McFarland a I’aide
de I’eau distillée stérile et d’un densitométre cellulaire (580-nm) a été réalisée afin d’obtenir 10°
CFU/mI. A partir de la suspension de 0,5 McFarland, I’inoculum a été dilué & 10" et 10" pour
chaque isolat, puis a un volume de 100 pl (contenant environ 10* UFC pour la dilution & 107 et
environ 10? UFC pour la dilution & 107%) ont été inoculés en duplicate sur les milieux LJ sans et
avec VCNT a différentes concentrations de vancomycine. Les milieux LJ ont été préparé ainsi que
décrit dans la partie méthode (cf. paragraphe V1. 1.). Le VCNT a été ajouté juste avant la coagulation
des milieux, de sorte a obtenir une concentration finale de 10, 15 et 30ug/ml de vancomycine
(VCNT ref : SRO091E, Oxoid Ltd, wade Road, Basingstoke, Hants, RG24 8PW, UK). Les milieux
inoculés ont été incubés a 37 °C et ont été examinés visuellement toutes les 72 heures pendant 28
jours a la recherche d’éventuelles colonies. Pour chaque isolant, et pour chaque concentration de
VCNT, lorsque les cultures étaient positives, les colonies ont été comptées sur les deux tubes et le

nombre moyen des colonies a été enregistré.
11.5.2. Susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT

Quinze isolats comprenant trois B. cereus, trois B. licheniformis, trois Paenibacillus, trois
Bacillus non réactifs, un B. subtilis un Brevibacillus ont été utilisés. La souche de référence E. coli
(ATCC25922) et de I’cau distillé stérile ont été utilisées respectivement comme témoin positif et
négatif. Ces isolats ont été dilués et inoculés sur les milieux LJ avec et sans VCNT tel que décrits
dans le paragraphe ci-dessus, hormis le fait que des billes en verre n’ont pas été utilisées. Les milieux
inoculés ont été examiné a I’ceil nu aux jours trois, sept et quatorze afin d’identifier les tubes
contaminés. En raison du type de contamination (en nappe) des milieux de LJ, le dénombrement
des CFU n’est pas possible. Ainsi, nous avons déterminé les proportions de contamination a chaque
concentration de VCNT en réalisant le ratio des bactéries sporulantes qui ont poussées sur les

milieux de LJ avec VCNT sur le nombre total de bactéries sporulantes inoculées sur ces milieux.
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Analyses statistiques

Excel 2013 a été utilisé pour la saisie des données et OpenEpi 3 pour I’analyse. Le taux de
contamination des expectorations cliniques inoculées sur les milieux de LJ sans ou avec VCNT a
10ug de vancomycine a été comparé a 1’aide du test exact de Fischer. Le test de Wilson t a été utilisé
pour comparer la moyenne des nombres de CFU sur LJ avec VCNT a différentes concentrations de
vancomycine au contrdle (LJ sans VCNT). Les proportions de contamination de bactéries
sporulantes qui ont contaminé les milieux de LJ avec VCNT ont été comparés a 1’aide du test
binomial au taux de contamination standard dans notre laboratoire (environ 40%). Les valeurs de

p = 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.

I11. Résultats

I11.1. La caractérisation morphologique

Globalement, 1’observation microscopique des isolats (colonies et cellules bactériennes) a
montré 8 différents morpho-groupes représentés par différentes tailles et formes de colonies et
différentes tailles de bactéries sporulantes produisant des endospores de différentes formes a
différents positions dans les cellules bactériennes (tableau 13). Tous les isolats étaient catalase
positives et les plus importants étaient representés par les morpho-groupes 1 et 2 avec
respectivement 16 (30,18%) et 11 (20,75%) isolats (tableau 13). Les bactéries du groupe 1,
identifiées étaient constituées de grands bacilles a Gram positif, mobiles, isolés, ou regroupés en
paire et en chaine avec des endospores ellipsoidales et cylindriques en position centrale a sub-
terminale, ne déformant pas la cellule bactérienne (figure 30A). Les colonies correspondantes
étaient larges lisses, grisatres, réguliéres et hémolytiques (figure 30B et 30C). Le groupe 2 était
constitué de petits bacilles a Gram positif, mobiles, isolés, ou regroupés en paire avec des
endospores ellipsoidales et cylindriques en position central et sub-terminale ne déformant pas la
cellule bactérienne (figure 30D). Les colonies correspondantes étaient moyennes, rugueuses, de
couleur creme, irrégulieres et non- hémolytiques (figure 30E et 30F). Le groupe 3 était constitué
de myens bacilles a Gram positif, mobiles isolés ou regroupés en paires avec des endospores
déformant la cellule bactérienne (figure 30G). Les colonies éetaient moyennes, lisses, grisatres,
régulieres et non hémolytiques (figure 30H et 301). Les profils de fermentation corespondants aux

trois groupes de bactéries sont présentés dans la figure 31.
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Tableau 13: Caracteres morphologiques des bacteries sporulantes isolées des cultures

contaminées de Léwenstein-Jensen

groupes de Description des Morphologie des Gram Description des spores Cat* Oxy N
bacteries colonies bacteries ** (%)
Group 1  Larges, lisses, grises, Bacilles isolés, en Gram  Ellipsoides et cylindrique, + + 16
réguliéres et paires et en chaines positif  centrale a subterminale, (30.18)
hémolytiques non déformante
Group 2  Moyennes, rigeuses, Bacilles isolés, en paires Gram  Ellipsoides et cylindriques, + +- 11
couleur créme, et en chaines positif  centrales & subterminales, (20.75)
irréguliéres et non- non-déformantes
hémolytiques
Group3  Moyennes, lisses, creme, Bacilles isolés et en Gram  ovales, subterminales a + + 3(5.66)
réguliéres et non- paires positif  terminales, déformantes
hémolytiques
Larges, mucoides, + + 2(3.77)
Groups  Irrégulieres, Bacilles isolés et en Gram  Ellipsoides,
non- hemolytiques paires positif  subterminales,
non-déformantes
Group5  Larges, lisses, grises, Bacilles isolés, en Gram  Ellipsoides a cylindrique, + + 1(1.8)
régulieres, paires et en chaines positif  central & subterminale, non
non-hémolytiques déformantes
Group6  Petites, lisses, creme- Bacilles isolés, en paires Gram  Ellipsoides, central a + + 1(1.8)
blanche, reguliéres, non- et en chaines positif  subterminales, non
hémolytiques déformants
Group 7  Larges, muqueuses, + + 1(.8)
transparentes, Bacilles isolés et en Gram-  Ellipsoides, subterminales,
irreguliéres, non- paires positif  non -déformantes
hémolytiques
Petites a moyennes, . L Ellipsoides ou roundes,
Bacilles isolés et en Gram 18(33.9
Group 8 lisses, créme, reguliére, ) ] subterminales a terminales, 4 +
paires variable 318)
non- hemolytiques déformantes
Total 53
(100)

* Cat = Catalase ; ** Oxy = Oxydase ; N = Nombre
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Figure 30 : Cellules et colonies de B. cereus, B. licheniformis et Paenibacillus aprés 24 heures
d’incubation sur gélose Columbia au sang frais a 5% (Photo KA, URM, INSP/Centre MURAZ).

Cellules de B. cereus, Bacilles a Gram positif, isolées, en pairs et en chaine avec des endospores non déformantes
représentant le groupel (A); Colonies de B. cereus : (B) appareil android Itel (C) microscope Leica EZ4, larges,
lisses, régulieres et hémolytiques;

Cellules de B. licheniformis, bacilles & Gram positif, isolées et en pairs (D) ; Colonies de B licheniformis :
(E) appareil android Itel, (F) au microscope Leica EZ4, moyenne, rugueuse, créme-gris, irréguliéres et non-
hémolytiques.

Cellules de paenibacillus, bacilles a Gram positif, isolées et en pairs (G) ; Colonies de paenibacillus : (H) appareil
android Itel (H) ; (I) microscope Leica EZ4, moyenne, rugueuse, irréguliéres et non- hémolytiques.
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Figure 31 : profils de fermentation des hydrates de carbones par les bactéries sporulantes

(Photo KA, URM, INSP/Centre MURAZ).
(A) Profil de B. cereus, (B) profil de B. licheniformis, (C) Profil de Paenibacillus

I11.2. Identification des bactéries sporulantes

Les tests biochimiques APl 50 CHB ont permis d’identifier 35 des 53 isolats testés. Ces isolats
appartenaient a 3 genres (Bacillus, Paenibacillus et Brevisbacillus) et représentaient 8 espéces.
Trente-quatre  (64%) isolats ont été correctement identifiés avec des scores de similitudes
supérieurs a 60% et un (2%) avec un score de 58%. Dix-huit (33,96%) isolats n’ont fermentés aucun
des 49 hydrates de carbones et ont été identifies comme des Bacillus non fermentant (tableau 11).
Le controle de qualité externe avec le MALDI-TOF, a monté 87% (13/15) de concordance avec le
test APl 50CH/B. Seulement une discordance au niveau espece a été observée (B. firmis 58% de
similitude identifié comme B. cereus par le MALDI-TOF) et une espéce supplémentaire a été
identifié par le MALDI-TOF comme lysinibacillus Fusiformis parmi les espéces identifiées comme
non fermentant par le test API 50CH/B. Finalement, cette étude a montré la présence de 10 espéces
(B. cereus, B. licheniformis, Paenibacillus Thiaminolyticus, Paenibacillus alvei, B. Subtilis/
amyloliquefaciens, Brevibacillus laterosporus, B. firmus, B. anthracis, B. vallismortis et
Lysinibacillus fusiformis) (tableau 14). Les plus importants étaient B. cereus (30%) fermentant
entre 9-14 hydrates de carbones et B. licheniformis (21%) fermentant entre 23-26 hydrates de
carbone (tableau 14). Environ 69 % des isolats provenant des cas de tuberculoses confirmées
bactériologiquement ont été identifié contre 55% pour les cas de tuberculoses négatives.
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Tableau 14 :

Identification des espéces de bactéries sporulantes isolées des cultures
contamineées de L-J

API1 50 CH/B MALDI-TOF-MS

Espéces des Isolats Hydrates Similarité % Espéces des Isolats scores
bactéries Nb. de carbones (No.) bactéries Nb.
contaminantes fermentés Nb. contaminantes
B. Cereusl 1 12 94,10 (1) B. Cereus 4 [2,00; 2,39]
B.Cereusl 11 13 71,40 (2),

72,80 (9)
B. Cereus2 1 9 92,40 (1) B. cereus 3
B. Cereus2 1 10 79,80 (1)
B. Cereus?2 2 11 79, 3 (1),

88 (1)
B. Licheniformis 5 25 99,90 (3),

66,10 (2) Licheniformis 4 [2,3;2,47]
B. Licheniformis 2 26 99,80 (2)
B. Licheniformis 2 27 99, 90 (1),
B. Licheniformis 2 28 99,90 (3)

100 (1)
Paenibacillus 1 21 99,60 (1) Paenibacillus 1
thiaminolyticus thiam.
Paenibacillus 1 23 99,90 (1) paenibacillus )
thiaminolyticus vallismortis* [2,10; 2.17]

1 26 99, 90 (1) 1
Paenibacillus Paenibacillus
alvei thiam./B.
cereus*

B. Subtilis/amylo 2 24 98, 8 (1), Non identifiée 1 NA

99,5(1)
B. anthracis 1 10 83,10 (1) Non identifiée 1 NA
B. firmus** 1 6 57,70 (1) B. Cereus** 1 2
Brevibacillus 1 10 76,6 Non identifiée 1 NA
laterosporus
Non réactives 18 0 NA Lysinibacillus 1 2,15

fusiformis

* |dentification mixte d’isolat par la méthode du MALDI-TOF

* * |solats dont I’identification de 1’espéce par les méthodes APl et MALDI-TOF MS était differente.
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111.3. L’Efficacité des milieux LJ supplémentés de VCNT sur les contaminations de culture
des expectorations

La proportion de contamination des milieux de LJ supplémentés de VCNT a 10ug de
vancomycine était statistiquement inférieure a celles des LJ non supplémentés de VCNT (18,7%
contre 43,8%) (p = 0,01). Les cultures négatives étaient deux fois plus élevées pour les milieux LJ
avec VCNT que pour ceux sans VCNT (12,5 % contre 6,2 %) (Tableau 15).

Tableau 15: Comparaison des résultats des cultures d’expectorations sur LJ avec ou sans
VCNT

Types L-J sans VCNT
de
milieux
Cultures Cultures Total Ch2 p-value
non Contaminées %
contaminées N
N

Cultures non Pos  Nég

contaminées
L-J Nég 13 1 8 68,8 49 0,011
avec
VCNT Pos 2 1 1 12,5

Cultures 1 0 5 18, 8

Contaminées

Total % 50 6.2 43,8 100

N= Nombre ; Nég = négatif, Pos =positif

I11.4. Tolérance des mycobactéries et susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT

I11.4.1. Tolérance des mycobactéries au VCNT

Le nombre d’UFC était indénombrable (colonies confluentes et de semi-confluentes) a la
dilution de 107 pour 3/7 isolats de mycobactéries, ainsi que pour le BCG. Pour les quatre autres
isolats, les UFC eétaient dénombrables (Figure 32). La moyenne des UFC des milieux de LJ sans
VCNT et des milieux de LJ avec VCNT a 10, 15 et 30 pug de vancomycine n’étaient pas différentes.
Elles étaient respectivement de 95,5; 64 ; 44,5 et 33,5 avec p=0,34, 0,34 et 0,32 respectivement.
Les UFCs étaient dénombrables pour tous les isolats de mycobactéries a la dilution de 1073, Les
moyennes des UFCs dénombrées sur les milieux LJ supplémentés de VCNT a 10ug/ml de

vancomycine par rapport au groupe témoin n’étaient pas significativement différentes (45,43 vs
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31,14, p = 0,56; IC 95 : -37,15-65,73). Elles étaient cependant différentes pour les milieux de LJ
supplémentés de VCNT a 15 et 30ug/ml de vancomycine (45,43 vs 16,85 et vs 3,71 respectivement;
p =0,03 et p =0,00).

Figure 32 : Colonies dénombrables sur milieux de L-J supplémentés de VCNT (Photo KA,
URM, INSP/Centre MURAZ)

(A) LJ non supplémenté de VCNT, (B) LJ supplémenté de VCNT & 10ug/ml de Vancomycine
(C) LJ supplémenté de VCNT a 15pg/ml de vancomycine, (D) : LJ supplémenté de VCNT a 30ug/ml de Vancomycine

111.4.2. Susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT

La figure 33 représente la susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT a 10, 15, et
30pg/ml de vancomycine. Apres trois jours d’incubation, 12/15 (80%) de Bacillus ont contaminés
les milieux de L-J non supplémentés de VCNT et aucun (0/15) Bacillus n’a contaminé les milieux
de L-J supplémentés de VCNT quelles que soit la concentration de celui-ci et la dilution de
I’inoculét.

Aprés 7 jours d’incubation, tous les Bacillus ont contaminés tous les milieux de L-J non
supplémentés de VCNT. Deux Bacillus (un B. cereus et un Bacillus non réactive) ont contaminés
les milieux de L-J supplémentés de VCNT a 10 pg/ml de vancomycine pour les inoculat dilués a
10 et 10 Cela représenterait un faible taux de contamination statistiquement différent de notre

|
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taux standard de contamination (13 % vs 40 %; p = 0,035; CI195 : 3,73-37,88). Un Bacillus non
réactive a également contaminé les milieux de L-J supplémentés de VCNT a 15ug/ml de
vancomycine pour les deux dilutions (taux de contamination : 7%). Si on le comparait a notre taux
standard de contamination, la différence serait statistiquement significative (p=0,00; IC 95 : 1,18-
29,8). Apres 14 jours d’incubation, 3/15 Bacillus (deux B. cereus et un B non réactif) ont contaminés
les milieux de L-J supplémentés de VCNT a 10 pg/ml de vancomycine pour les inoculat dilués a
101 et 107 (taux de contamination de 20 %). Comparé a notre taux standard de contamination la
différence ne serait pas statistiquement significative (p=0,11, IC : 7,04-45,18). Aucun Bacillus n’a
contaminé les milieux de L-J supplémentés de VCNT a 30ug/ml de vancomycine et le témoin E.
coli (sensible au VCNT) n’a poussé sur aucun milieux de L-J supplémentés de VCNT quelles que
soit la concentration de ce dernier et la dilution des inoculat.
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Figure 33: Contamination des cultures en fonction de la durée d’incubation

L-J MO : Lowenstein-Jensen ordinaire ; VCNT : Vancomycine, colistine, nystatine, trimethoprim ; L-J VCNT 10ug :
L-J VCNT a 10pg/ ml de vancomycine ; L-J VCNT 15ug : L-J VCNT a 15ug/ ml de vancomycine ; L-J VCNT 30ug :
L-J VCNT a 30pg/ ml de vancomycine.

En fonction des groupes de Bacillus, I’apparence des milieux contaminés était
caractéristique. Le groupe des B. cereus était caractérisé par une croissance en nappe de couleur
brun-jaune avec une liquéfaction importante des milieux (milieu fissuré) (figure 34A), ceux de B.
licheniformis par une croissance en nappe, avec un pigment rouge framboise et une liquéfaction
moins importante du milieu (figure 34B), enfin, la croissance des Paenibacillus a été caractérisée

par un virage en bleu turquoise du milieu sans liquéfaction (figure 34C).
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Figure 34 : Aspects des contaminations sur les milieux de LJ (Photo KA, URM, INSP/Centre
MURAZ).

(A) : Aspect de la croissance B. cereus sur les milieux de LJ non supplémentés de VCNT,

(B) : Aspect de la croissance B. licheniformis sur les milieux de LJ non supplémentés de VCNT,

(C) : Aspect de la croissance des paenibacillus sur les milieux de LJ non supplémentés de VCNT.
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V. Discussion

L’objectif de cette étude était d’identifier les espéces de bactéries sporulantes isolées des
cultures contaminées de LJ, d’évaluer ’efficacité du VCNT a réduire les taux de contamination des
cultures mycobactérienne, et de s’assurer de la tolérance des mycobactéries et de la sensibilité des

bactéries sporulantes au VCNT.

La description morphologique a montré que les isolats majeurs étaient ceux du groupe 1 et
2. lls correspondaient respectivement aux bactéries du groupe 1 (sous-groupe A) et du groupe 1
(sous-groupe B) décrites par Drobniewski et al. en1993 (Drobniewski et al., 1993). Selon
Drobniewski, les bacillus appartenant a ce groupe sont les plus fréquemment isolées en clinique, et
donc leur isolement dans les expectorations n’est pas un événement exceptionnel. Cette étude a
montré la présence de 10 especes dont les plus importantes étaient B. cereus (30%) et B.
licheniformis (21%) correspondant aux morpho-groupes 1A et 1B précédemment cités. Il est
important de noter que les réactions positives a 24h se négative a 48h d’incubation pour les souches
apparentées au B. licheniformis. Ce phénomene est probablement da a la neutralisation de 1’acide
par des protéases alcalines produites naturellement par ces bactéries (Ferrero et al., 1996). Les
résultats du test API 50CH/B n’étaient pas en parfait accord avec celui du control de qualité externe.
En effet, I’isolat identifi¢ comme étant un B. firmus par AP150 CH/B a été identifié comme B.
cereus par le MALDI-TOF-MS. Selon la taxonomie actuelle, cette espece appartient au groupe
d’espéce de B. subtilis et une discrimination avec les especes du groupe B. cereus devrait se faire
sans difficulté. Morphologiquement, cet isolat ressemble a B. cereus mais il n’a fermenté que 6
hydrates de carbone au lieu de 13 comme la majorité des B. cereus. Une identification moléculaire
de cet isolat serait nécessaire pour préciser son espéce. Le test APl 50CH/B n’a pas pu identifier
18 (33%) isolats hétérogenes. Aucun de ces isolats n’a fermenté aucun des 49 hydrates de carbones
du test API 50 CH/B et donc conséquemment, aucune similarité de profil biochimique n’a pu étre
établie au niveau espéces avec les Bacillus et apparentés. Selon leur morphologie (tablel), ces
bactéries appartiendraient aux groupes Il et 11l de la classification de Drobniewski et seraient
moins impliqués dans les infections cliniques (Drobniewski et al., 1993). Malheureusement, la
quasi-totalité de ses isolats n’a pas été identifié au MALDI-TOF-MS, ce qui aurait peut-étre permis
d’identifier ce groupe de Bacillus non réactive. Malgré cette limite, nous avons été en mesure de
mettre en évidence les contaminants majeurs.

B. cereus (30 %) et B. licheniformis (21 %) étaient les isolats les plus importants identifiés
dans cette étude. Ces resultats différent de ceux de I’étude irlandaise et ougandaise, qui ont
respectivement montré que les bactéries a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa 47,2 % et

Serratia marcescens 13 %) et a Gram positif (Staphylococcus spp 50 % et Streptococcus spp 16 %)

140



étaient les principaux contaminants isolés (McClain et al., 2011 ; Kassaza et al., 2014) Seulement
2 % de B. licheniformis a été détecté dans 1’étude irlandaise. Cette différence pourrait s’expliquer
par les conditions climatiques géographiques et ethniques (nutrition, génétique, immunités qui
conduisent & la variabilité du microbiome oral) (Li et al., 2014), principalement pour 1’étude
irlandaise. Pour ce dernier en effet, le climat est tempéré océanique et les conditions ethniques sont
plus éloignées de la n6tre par rapport a I’etude ougandaise. L’alimentation est le principal argument
militant en faveur de nos résultats car les Bacillus spp sont généralement utilisés comme ferments
dans la production d’aliments fermenteés, largement utilisés en Afrique et en particulier dans les plats
cuisinés au Burkina Faso (Sanni et al., 1993 ; Sanni et al., 2002 ; Ouaba et al., 2007 ; Ouoba et
al., 2008 ; Savadogo et al., 2011). Par conséquent, leur isolement dans la culture des expectorations
dans notre contexte ne devrait pas étre exceptionnel. Nous avons observé une grande similitude
(74 %) entre les especes que nous avons identifiées et celles identifiées dans les aliments fermentés
au Burkina-Faso. IL s’agit essentiellement de B. subtilis B. licheniformis, B. cereus, B. firmus et B.
borstelensis (Ouoba et al., 2008 ; Savadogo et al., 2011). Cela indique que les aliments jouent un
role important dans la contamination des expectorations en transférant ces microorganismes (de
maniére transitoire ou permanente) dans 1’oropharynx ou dans les écosystémes pulmonaires. Méme
si nous ignorons les interactions qui peuvent faciliter cette colonisation, il est trés probable que leur
isolement dans des milieux de LJ contaminés soit lié & des facteurs contributifs. En effet,
I’utilisation d’hydroxyde de sodium pendant le processus de décontamination des expectorations
pourrait étre le facteur de sélection de microorganismes réesistants a la plupart des agents chimiques.
Pour les aliments fermentés, la longue durée de cuisson des graines de Parkia biglobosa et
d’Hibiscus sabdariffa pendant la préparation de bikalga et de soumbala (aliments fermentés) est le
facteur qui permet la sélection de ces microorganismes thermo-tolérants tels les bactéries

sporulantes.

Nos résultats soulévent une question importante : le réle réel de la présence dans les
expectorations de B. cereus, B. licheniformis et subtilis, bactéries le plus souvent impliqués dans les
infections humaines (Turnbull et al., 1996). De nombreux arguments suggerent que le principe de
précaution doit étre appliqué et que les cliniciens et les microbiologistes cliniques doivent préter
attention a ce probleme et ne pas considérer ces bactéries comme étant de simples contaminants.

Premiérement en 1993, Drobniewski et al. ont affirmé que la plupart des souches
importantes de bacillus isolées cliniguement appartenaient au groupe B. cereus et B. subtilis,
suggerant ainsi que cette présence dans les expectorations n’est peut-étre pas fortuite. En effet,
Bacillus cereus est bien connu pour causer des intoxications alimentaires, et B. licheniformis a

parfois été isolé dans des cas d’infections liées a la consommation d’aliments (Logan et al., 2011,
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Bottone et al., 2010). En plus des intoxications alimentaires, B. cereus et B. licheniformis au cours
des dernieres années ont été de plus en plus impliqués dans un large éventail d’infections, incluant
les abces, bactériémie/septicémie, blessures et brilures, infections de [’oreille, endocardite,
méningite, ophtalmite, ostéomyelite, péritonite et infections respiratoires et urinaires chez les
personnes immunodeprimées et immunocompeétentes (Turnbull, 1996 ; Bottone, 2010 ; Sweany
et Pinner, 1925 ; Jeon et al., 2012 ; Yuichiro et al. 2017). De plus, Paenibacillus et Brevisbacillus
identifiés dans notre étude ont été sporadiquement isolés dans des échantillons cliniques (sang,
urine, drainage, aspiration bronchique) (Celendroni et al., 2016 ; Frankard et al., 2004, Kim et
al., 2010). Aussi, B. anthracis, 1’un des pathogenes les plus dangereux impliqué dans les infections
humaines, a également été identifié sur un isolat appartenant a un cas de tuberculose négative.
Deuxiemement, bien que cela ne soit pas 1’objectif de cette étude, des caracteres de virulence comme
I’hémolyse et la sécrétion de protéase ont été mis en évidence sur la plupart de nos isolats.

Enfin, les données actuelles suggerent que le microbiome pulmonaire est un potentiel facteur de
risque modifiable de I’infection tuberculeuse et de la maladie (Wood et al., 2017). Tous ces
éléments suggerent une possible association entre les bactéries sporulantes (en particulier B. cereus,
B. licheniformis, Paenibacillus B. anthracis) et la tuberculose pulmonaire ou I’infection pulmonaire

en général. De futures études seront nécessaires pour confirmer cette hypothese.

Notre deuxiéme objectif était d’évaluer I’efficacité a réduire les contaminations de cultures
par ’utilisation de milieux sélectif de L-J & base de VCNT a 10ug de vancomycine et de s’assurer
d’une bonne tolérance des mycobactéries au VCNT et d’une susceptibilité accrue des bactéries
sporulantes au VCNT. La culture des expectorations sur les milieux de L-J supplémentés de VCNT
a 10ug de vancomycine a montré un taux de contamination significativement plus faible et un
meilleur taux de recouvrement des mycobactéries comparées a celles des milieux de L-J non
supplémentés de VCNT. Bien que largement utilisé dans les laboratoires de bactériologie classique,
le VCNT a notre connaissance n’a jamais été utilisé comme supplément sélectif dans les milieux de
L-J. Cependant, le supplément sélectif (VAN : Vancomycine, acide nalidixique et nystatine)
contenant de la vancomycine a 10ug/ml a été utilisé avec des milieux liquides pour les cultures de
mycobactéries a partir d’aspiration gastrique, et a également montré une réduction significative de

la contamination des cultures.

Deux récentes études ont aussi évaluées le milieu L-J ordinaire versus des combinaisons
d’antibiotiques. Il s’agit de 1’étude de Kassaza et al., en Ouganda qui a évaluée le milieu LJ +
PANTA, L-J +Selectatab (dont on ne connait pas la composition) et L-J + Pénicilline (Kassaza et

al. 2014), et celle d’Okuma et al., au Kenya qui a évaluée le milieu LJ versus LJ+PACT (Okuma
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et al., 2017). Notre résultat en termes de taux de contamination sur les LJ supplementés
d’antibiotiques était different de ces deux études (18% vs respectivement 4% et 6%). La raison de
cette difference est le gain de résistance qu’acquierent les bactéries sporulantes aprés 14 jours
d’incubation a 37°C. Mais en termes de reduction des contaminations, nous pouvons considéré que
nos reésultats étaient similaires puisque qu’ils ont tous montrés que les taux de contaminations étaient
significativement plus faibles sur les milieux L-J supplémentés d’antibiotiques que sur les L-J
ordinaires. Cependant en termes de recouvrement des MTBc, nos résultats sont beaucoup plus
proches de ceux de Kassaza qui ont montrés un gain dans le recouvrement des MTBc alors que
ceux de Okuma ont montreé des taux de recouvrement similaires quelque soit le milieu utilisé. Dans
notre étude et en partie dans celle de Kassaza, les contaminants résiduels des cultures sur LJ
ordinaire appartenaient aux spectres d’action des combinaisons d’antibiotiques utilisés et les
mycobacteries ont une resistance naturelle a I’ endroit de ces antibiotiques. Ce qui expliquerait la
diminution du taux de contamination suivie de 1’augmentation du taux de recouvrement des MTBc.
Dans I’étude d’Okuma, les contaminants n’étaient pas connus, mais étaient probablement
susceptibles aux PACT au vu des résultats de contamination. Quand au non recouvrement des
mycobacteries nous n’avons pas d’explication vu que ceux-ci sont cencés avoir une resistance

naturelle vis a vis du PACT.

Malgré le nombre réduit d’échantillons analysés, cette expérimentation suggere que le milieu
sélectif de LJ supplémentés de VCNT pourrait étre utilisé pour isoler les mycobactéries a partir des
expectorations, principalement dans les laboratoires qui sont confrontés a des taux élevés de
contamination liés aux bactéries sporulantes. Toutefois, nous avons noté que les taux de
contaminations demeurent supérieurs aux taux acceptables (5 a 10 %), et que par conséquence, il
était important d’étudier la tolérance des mycobactéries et la sensibilité des bactéries sporulantes au
VCNT dans une perspective d’augmentation de la concentration du VCNT. Comparativement au
contréle, les mycobactéries ont montré une bonne tolérance a toutes les concentrations du VCNT
pour I’inoculum dilué a 10" (p > 0.32), mais pour ceux dilués & 103, cette tolérance n’est maintenue
que pour le VCNT a 10ug de vancomycine (p=0.56), mais pas pour le VCNT a 15 ou 30ug de
vancomycine (respectivement : p=0,03 et p=0,00). Cette expérimentation suggére que 1’utilisation
de milieux de LJ supplémentés de VCNT a 10 pg de vancomycine n’affecterait pas 1’isolement des
mycobactéries, contrairement aux milieux de LJ supplémentés de VCNT a 15 ou 30ug de
vancomycine, ou il pourrait y avoir un risque réel de recouvrement des mycobactéries, en particulier
pour les expectorations pauci-bacillaires. Toutefois, I’utilisation de milieux de LJ supplémentés de

VCNT a 15 pg de vancomycine pourrait étre envisagée pour les frottis fortement positifs.
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Pour la susceptibilité des bactéries sporulantes au VCNT a 10ug de vancomycine, nos
résultats ont montré une augmentation de la susceptibilité des bactéries en fonction de
I’augmentation de la concentration du VCNT, et une diminution de la susceptibilité en fonction de
la durée d’incubation des milieux principalement pour la concentration du VCNT a 10ug/ml de
vancomycine. Ainsi, les taux de contamination des milieux de LJ supplémentés de VCNT a 10ug/ml
de vancomycine étaient respectivement de 0%, 13% et 20% apres 3, 7 et 14 jours d’incubation, de
0%, 6% et 6% pour les milieux de LJ supplémentés de VCNT a 15ug/ml de vancomycine et de
0% pour les milieux de LJ supplémentés de VCNT a 30pg/ml de vancomycine quelle que soit la
durée d’incubation. Méme si les milieux de LJ supplémentés de VCNT a 15ug ou 30ug de
vancomycine permettent une meilleure réduction de la contamination, les résultats de la tolérance
des mycobactéries et de la sensibilité des bactéries sporulantes pris ensemble, suggérent que la
concentration de VCNT a 10pg/ml de vancomycine est celle qui permet a la fois la préservation
optimale des mycobactéries et I’élimination optimale des bactéries sporulant. A cette concentration,
nous avons obtenu un taux de contamination de 20% par les bactéries sporulantes apres 14 jours
d’incubation. Ce taux comparé a notre taux standard de contamination (40%) représente une
réduction de 20%. Malgré ce bon résultat, ce taux de contamination est supérieur aux niveaux
acceptables recommandés par I’OMS (5-10%). De ce fait, cette méthode pourrait simplement étre
utilisée comme alternative jusqu’a la mise au point de méthodes plus efficaces. Un des candidats
potentiels pourrait étre une méthode qui initierait la germination, bloquerait la sporulation et
ciblerait donc la forme végétative qui est le talon d’Achille des bactéries sporulantes. Lorsque la
durée d’incubation ne dépassait pas trois jours, tous les isolats étaient sensibles aux milieux de LJ
suppléments de VCNT a 10ug de vancomycine. Ces résultats étaient similaires aux études sur le
bacillus clinique et sur les bacillus isolés des alimentaires traditionnels africains fermentés (Ikeda,
et al., 2015 ; Adimpong et al., 2012). Mais I’augmentation du temps d’incubation semble réduire
I’efficacité du milieu de LJ supplémentés de VCNT a 10ug/ml de vancomycine. Cette perte
d’efficacité est une préoccupation, mais on s’attend a ce que la contamination se stabilise apres 14
jours d’incubation, parce que cette durée est suffisante pour permettre a la majorité des
mycobactéries de se développer. Nous avons noté que les aspects des contaminations etaient
spécifiques, en particulier pour B. cereus, B. licheniformis et Paenibacillus. Cette specificité des
aspects des contaminations pourrait servir d’outil pour prédire les types de contaminants dans les

cultures.

En résumé, cette étude a montré que le milieu sélectif de LJ supplémentés de VCNT a 10
png/ml de vancomycine est une bonne solution de rechange pour réduire la contamination de la

culture des expectorations, en particulier celles liées aux bactéries sporulantes. L’augmentation de
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la concentration de VCNT pour réduire la contamination n’est pas une option pour les
expectorations pauci-bacillaires, mais pourrait étre utilisée pour les frottis fortement positifs. Une
évaluation multicentrique est nécessaire pour confirmer tous ces résultats, principalement dans les

pays a ressources limitées confrontés aux problémes de contamination.

V. Conclusion

Les bactéries sporulantes isolées a partir de milieux de LJ contaminés appartenaient aux
genres Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus et Lysinibacillus. Les plus importantes étaient B.
cereus et B. licheniformis. La similitude entre les isolats identifiés dans cette étude et ceux
couramment isolées des aliments traditionnels fermentés, suggére un lien entre les contaminations
des cultures et I’alimentation. La similarité entre nos isolats et ceux impliqués dans les infections
humaines suggére une clarification de leur réle réel dans les expectorations. L utilisation de milieux
de LJ supplémentés de VCNT a 10ug/ml de vancomycine pour réduire les contaminations de
culture pourrait étre une méthode complémentaire et ou alternative aux milieux de LJ ordinaire en

attendant la mise au point d’une méthode plus efficace.
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Partie 5 relative a Particle 5

Titre : « Etats des lieux sur la tuberculose de I’origine a nos jours :

Défi, voix a explorer en vu de I’amélioration du diagnostic en vu
d’une meilleure prise en charge voir de I’éradication de cette

maladie ; Limites et avancées majeures imputables a nos travaux ».
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CHAPITRE 5: DISCUSSION GENERALE
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Discussion géneérale

Le présent travail de thése vise a améliorer par 1’étude des facteurs pré-analytiques, et
analytiques, la qualité du diagnostic de la tuberculose pulmonaire par la technique de culture sur les
milieux de L-J au Burkina Faso. Le but ultime de ce travail étant de contribuer au contrdle de la
tuberculose en vu de son éradition. Or, le diagnostic éfficient de la tuberculose demeure entrave par
des taux élévés de contaminations. Aussi, dans le but d’atteindre notre objectif, nous avons évalué
successivement :

- la méthode de décontamination a ’acide oxalique a 5% ;

- les facteurs préanalytiques tels que la température et la durée de conservation des
expectorations ;

- et enfin, la réduction de la charge microbienne buccale par 1’utilisation du bain de bouche

a base de la Chlorhexidine.

Suite aux résultats obtenus principalement durant cette derniére évaluation, nous avons
caractérisé les espéces des microorganismes contaminants résiduels majeurs présents dans les
cultures, et mis au point un milieu sélectif de L-J a base de vancomycine comme méthode de culture
complémentaire permettant la réduction des contamination des cultures.

La mise en évidence et la caractérisation des bactéries sporulantes, contaminants majeurs des
cultures au cours de cette thése ont de facto permis de relevé les caractéristiques de base de ces types
de bactéries bien connu pour etre largement étudier dans le cadre de la microbiologie alimentaire.
Cela a été un avantage qui a permis une meilleure compréhension de 1’ensemble de nos résultats et
la formulation de nouvelles recommandations sur les conditions de conservation des expectorations.

En effet, selon la littérature, ces bactéries sont :

de nature mésophile a psychrotrophe (capacité de croissance a basse température et a haute

température) (Guinebretiere et al., 2008) ;

de grande résistance aux agents physiques et chimiques et notamment supérieure a celle

des mycobacteries en raison de leurs capacité a sporuler et du fait de la présence majeure

de la bactérie sous sa forme sporulée (setlow et al., 2006) ;

- capables d’initier leur processus de sporulation en réponse a un nombre de signaux internes
et externes tels que ’augmentation de la densité cellulaire, ainsi que 1’appauvrissement du
milieu en nutriments et dure generalment entre 8 et 10 heures selon un modéle basé sur B.
subtilis ( De Hoon et al., 2010) ;

- capable d’induire ce processus de sporulation méme a basses températures (Gauvry, 2017 ;

Bressuire-lsoard et al., 2018 ).
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Le principe de la décontamination repose, nous le savons, sur une meilleure résistance des
mycobactéries par rapport aux bactéries contaminantes. La réduction des contaminations que nous
avons obtenues suite a 1’évaluation de la méthode de décontamination a 1’acide oxalique a 5%
réalisée dans le but d’optimiser le processus de décontamination des cultures était insuffisante. En
effet, elle induisait un effet pervers, a savoir 1’augmentation du nombre de cultures faussement
négatives imputable probablement a I’action de I’acide oxalique. L’utilisation d’échantillons
congelés au moment de I’évaluation de la décontamination a I’acide oxalique pourrait étre
considérée comme un biais. Cependant nous pensons qu’il n’avait pas de risque ni pour la viabilité
des mycobactéries ni pour celle de nos contaminants majeurs car 1’exposition a la congélation n’a
pas d’effet sur leur croissance (Tessema et al., 2011 ; Assadishad et al., 2014). Par ailleurs, la
présence de bactéries sporulantes plus résistantes que les mycobacteries dans les expectorations,
signifie que leurs éliminations par décontamination impliqueraient de facto 1’élimination d’abord
des mycobactéries surtout si ceux-ci ont sporulé. Cependant nous ne sommes pas a mesure de
prédire le moment ou ces bactéries initient et complétent la sporulation. Plusieurs scenarios sont
possibles et mériteraient d’étre explorés dans de futures recherches. En effet, la sporulation peut
survenir au moment de :

- la conservation a température ambiante ou a 4-8°c au réfrigérateur (principalement pour
les bactéries psychotropes) (puisque des spores sont observées dans les culots de décontamination) ;

- la décontamination sous I’action de la soude qui peut initier la sporulation;

- ’incubation a 37°c des milieux de L-J inoculés (sous I’effet de croissance optimale des
souches).

Aussi, pour nous chercheur, contourner cette difficulté en apparence quasi-incontournable
demeure un défi majeur dans la lutte contre la tuberculose.

Nos travaux sur les facteurs préanalytiques soumis a des recommandations tels que la
température et la durée de conservation des expectorations ont confirmé d’une part I’importance des
contaminations de culture au cours du diagnostic de la tuberculose pulmonaire au Burkina Faso et
montré d’autre part que ces recommandations ne sont pas complétement applicables dans nos
conditions par mangue de moyens logistiques et/ou de ressources humaines.

La nature psychrotrophe et mésophile de la quasi-totalité de nos contaminants pourrait expliquer le
fait que la conservation des expectorations a température ambiante soit le facteur le mieux associé
aux contaminations des cultures comparativement a la durée de conservation. Il est admis que les
bactéries ne sporulent pas en dehors des phases de croissance (), et les gammes de températures
de croissance des B. cereus (psychrotrophes / mésophile) sont comprises entre 5°C et 45°C (Kramer
et Gilbert, 1989 ; Guinebretiere et al., 2008 ) et celles de B. licheniformis (habituellement
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mésophiles ou thermophiles facultatifs) sont comprises entre 20 a 60°C (Douin, 2013). Ces
temperatures qui incluent les temperatures ambiantes enregistrées dans nos contrés (22-35°C)
induiraient une croissance et par consequent la sporulation de ces bacteries lorsque nos
expectorations sont conservées a température ambiante. Ce qui par conséquence augmenterait les
contaminations des cultures.

Il est connu que les souches de B. cereus sensu stricto qui represente un de nos contaminants
majeurs (30%) peuvent etre spychrotropes. La possibilité de croissance de ces contaminants a
basses temperature expliquerait leur croissance (voire leur sporulation) dans les expectorations
conservées au réfrigérateur (entre 2°C et 8°C) et traitées dans I’intervalle des délais recommandés.
En effet, selon les references ci-dessus citées, la gamme de température de croissance de B. cereus
qui varie entre 5°C et 50°C, inclu celles recommandée pour la conservation des expectorations. Ce
qui signifie qu’il y aura une croissance résiduelle de ces bactéries durant la conservation des
expectorations et possiblement I’induction de la sporulation. Cela contriburait a reduire I’efficacité
de la décontamination et augmenterait les taux de contaminations. Dans ce contexte, nous pouvons
affirmer que les recommandations spécifiques de ’OMS, de 1’Union et du PNT pour les pays a
ressources limitées concernant la conservation des expectorations sont elles méme en parti
tributaires de I’augmentation des contaminations de culture que connaissent ces pays. Car Il apparait
que I’allégement des recommandations en faveur de ces pays pauvres qui preconise la conservation
au frais des expectorations (a defaut de pouvoir les traiter dans les deux heures suivant le
prelevements) soit en parti la cause méme dans une certaine messure de 1’augmentation des taux de
contaminations de culture des mycobactéries dans ces pays. En ce qui conserne la durée de
conservation, il faudra necessairement des études pour determiner la durée necéssaire a la
sporulation de ces bacteries a ces bases temperatures de croissance afin de pouvoir recommander
des durées de conservation adequates. Ce dont nous sommes sir, ¢’est que plus elle sera longue plus
elle laissera du temps aux bactéries de sporuler et plus cela sera susceptible d’entrainer une
augmentation des contaminations tel qu’observé dans nos travaux (Kabore et al., 2014). Aussi,
pensons-nous que ces recommandations mériteraient certainement d’étre revues a la lumicre des
informations résultantes de nos travaux (Kabore et al., 2014 ; Kabore et al., 2019). Par exemple,
le traitement express des expectorations et la congélation immédiate de celles-ci pourraient étre
recommandés dans un algorythme revu et corrigé en tenant compte des conditions intrinsectes de
transport et de laboratoire dans la sous région en général et au Burkina Faso en particulier. A défaut,
le recueil de expectorations directement dans des milieux de transport/décontaminant devrait étre
recommandé. En effet, il est admis que ces bactéries ne sporulent pas a I’intérieure du corps humain
et que la cellule végétative est le maillon faible de ces types de bactéries. Ces recommandations de

toute évidence pourraient améliorer le diagnostic de la tuberculose car elles limiteront les
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contaminations, et dans nos conditions de travail, il serait judicieux d’envisager une étude
comparative de recueil des expectorations directement dans des milieux de transport/décontaminant
versus méthode classique pour consolider ou infirmer notre proposition. Mais, une question sensible
est par ailleurs soulevée : Comment concilier le manque de moyen (la pauvreté) et le renforcement
de ces recommandations alors que celles actuelles, peinent a étre appliquées par manque de moyens
logistiques et de personnels ?

De surcroit, des études ont montré que B. licheniformis, le deuxiéme contaminant en terme
d’importance (21%) etait résistant a la congélation (Assadishad et al., 2014 ) et donc au froid de
nos réfrigérateurs. De plus ils peuvent se développer dans des environnements a pH 10 puisque
produisant eux-mémes des protéases alcalines (Douin, 2014 ; Razzaq et al., 2019). Nous avons
d’ailleurs fortuitement mis en évidence de maniére indirecte la production de protéase alcaline dans
notre étude sur la caractérisation des contamiants (Neutralisation de I’acidité de nos cultures
positives en 24 heures sur APl 50 CH qui redeviennent négatives a 48 heures). De ce fait, nous
pouvons aisément imaginer que ces bactéries puissent résister a la décontamination par le NaOH a
4% (décontaminant alcalin) méme sans avoir sporulé. Dans ces conditions, 1’utilisation de 1’acide
oxalique par exemple comme décontaminant serait une bonne alternative. De maniére avantageuse,
la contamination sur L-J par B. licheniformis a un aspect spécifique reconnaissable (rouge
framboise) (Kaboré et al., 2019b), il suffira donc de retraiter a I’acide oxalique les expectorations

contaminées par B. licheniformis lors des primoculture.

La revue de la littérature a montré, en terme d’importance, qu’en dehors de 1’évaluation des
conditions de conservation et des délais de traitement des expectorations, le facteur préanalytique
le plus évalué dans I’optique de réduire les contaminations des cultures était la réduction de la charge
microbienne buccale par 1’'usage des bains de bouches avant le recueil des expectorations. En nous
intéressant au facteur « charge microbienne buccale », notre hypothése était que sa réduction en
amont par ’utilisation du bain de bouche a base de la chlorhexidine réduirait en aval les
contaminations de cultures au cours de la phase analytique. Pour minimiser les biais lié a la sélection
des échantillons, nous avons eu recours a des échantillons appariés, chaque patient ayant fourni une
expectoration pour le groupe contrdle et une pour le groupe expérimentale. Malheureusement, cette
¢tude n’a pas permis de réduire les contaminations de cultures des mycobactéries contrairement
aux eétudes publiees qui nous avaient inspirées (Kalema et al., 2012 ; Peres et al., 2011).
Néanmoins, la caractérisation sommaire des contaminants réalisée au cours de cette étude a permis
pour la premiére fois, la mise en évidence de bactéries sporulantes comme contaminants résiduels
majeurs des cultures des mycobactéries. La présence de ces bactéries sporulantes connues pour étre

résistantes a de nombreux agents physiques et chimiques utilisés comme désinfectants ou
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décontaminants expliquerait I’inefficacité des bains de bouches a contribuer a la réduction des
contaminations dans nos conditions d’étude. L’autre hypothése permettant de justifier cet échec
serait que les bactéries sporulantes proviennent du microbiote pulmonaire a I’abri des bains de

bouche qui dés lors demeurent sans effet.

Trés peu d’études se sont intéressées a la caractérisation des contaminants mais aucune parmi
elle n’a mis en évidence des bactéries sporulantes comme étant les contaminants majeurs. Pourtant,
aux regards de I’importance de la connaissance des types de contaminants, il est crucial que les
laboratoires qui pratiquent la culture des mycobactéries et qui rencontrent des problémes de
contaminations puissent les caractériser. Un adage populaire ne dit-il pas : « Pour bien combattre

son ennemi, il faut bien le connaitre ».

La derniére partie de nos travaux était orientée sur la caractérisation biochimique des
bactéries sporulantes isolées de nos cultures et sur 1’évaluation de I’efficacité du milieu sélectif a
base de VCNT a 10ug/ml de vancomycine. Il faut rappeler que la vancomycine est généralement
inactive sur les mycobactéries et active sur les bactéries sporulantes (Rubinstein et al., 2014;
Celandroni et al., 2016), et de ce fait, elle constituait la candidate idéale a inclure dans les
combinaisons d’antibiotiques utilisées comme suppléments sélectifs dans les milieux de culture des
mycobactéries. La caractérisation des isolats de contaminants résiduels, a révélé que ceux-ci
appartiennent aux genres Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus et Lysinibacillus. Les plus
importantes étaient B. cereus (30%) et B. licheniformis (20%). Deux types de similarités entre nos
isolats et ceux identifiés dans d’autres domaines d’étude, notamment des études dans le domaine de
la microbiologie alimentaire, ont été mis en exergue. La premiére avec les bactéries couramment
isolées dans les aliments traditionnels fermentés trés prisés dans nos contrées, suggérant au moins
en partie, I’origine alimentaire de ces contaminants. La possibilité d’une approche préventive de
réduction des contaminations par 1’élimination de ces aliments dans les régimes alimentaires sera
difficilement envisageable compte tenu du fait qu’ils en constituent la base. Une deuxieme
similarité a été établie avec les bactéries régulierement incriminées dans des intoxications
alimentaires et les infections pulmonaires exhortant ainsi a la prudence quant au réle éventuel
d’agents infectieux que joueraient également ces contaminants. Il sera donc nécessaire d’étudier les

caracteres de virulence de ces différents isolats.

A notre connaissance, aucune étude dans la sous-région ne s’est intéressée a la
caractérisation des contaminants des cultures. Pourtant, il n’est pas exclu que les types de
contaminants dans ces pays soient proches (ou en parti proches) des notres pour deux raisons :
Primo, le microbiote pulmonaire est constitué de microorganismes appartenant aux microbotes

nasopharynx et buccal, et secundo, les aliments traditionnels fermentés sont largement consommeés
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dans les pays de la sous région et chez nous au Burkina faso en particulier. Cela signifie que la
probabilité que nos contaminants soient similaires est grande. Il est donc crucial que tous les pays
de la sous-région confrontés aux problémes de contaminations puissent étudier les types de
contaminants résiduels présent dans leurs cultures contaminées afin d’améliorer éventuellement les

stratégies de réduction de dites contaminations.

Notre approche pour réduire les contaminants, ciblait principalement les bactéries
sporulantes et a consister a évaluer 1’efficacité du milieu sélectif L-J supplémenté de VCNT sur les
contaminations de cultures. Il fallait également s’assurer d’une bonne tolérance des mycobactéries
au VCNT et d’une susceptibilité accrue des bactéries sporulantes au VCNT. Nous avons montré que
les milieux sélectifs de L-J a base de VCNT a 10ug/ml de vancomycine peuvent étre utilisés en
complément des milieux de L-J ordinaire pour réduire la contamination des cultures. De maniére
avantageuse, en termes de faisabilité, le milieu sélectif a base de VCNT est facilement réalisable car
cette combinaison d’antibiotiques est utilisée en routine dans de nombreux laboratoires en Afrique
de méme que les milieux de L-J faits maison. Des résultats similaires en termes de réduction des
contaminations avec des combinaisons d’antibiotiques différents ont été observés par Kassaza et
al., en 2014 et Okumu et al., en 2016. Cependant, si cette réduction a permis dans 1’étude de
Kassaza d’obtenir des taux de contaminations acceptables, cela n’a pas été le cas dans la nbtre du
fait probablement de nos types de contaminants. La longue incubation des cultures de mycobacteries
favorise I’émergence des bactéries sporulantes sur les milieux sélectifs. Cela a été prouvé dans notre
étude et deés lors compromet une efficacité totale de ces types de stratégies alternatives. La
connaissance des types de contaminants s’avere une fois de plus nécessaire a la compréhension voir

a I’analyse des résultats des études visant a les réduire.

En définitive, le tour de la question a été fait et des améliorations en termes de réduction des
contaminations ont été observées dans la quasi-totalité des évaluations sans pour autant que les taux
de contaminations soient réduits a des niveaux acceptables. Toutes nos stratégies visant a optimiser
les méthodes de décontaminations, les conditions préanalytiques et les milieux de cultures se sont
révélées insuffisantes au vu de nos résultats. Cela sous-entend qu’un changement radical des
stratégies doit étre envisagé. Ce changement, valable pour le diagnostic de la tuberculose
pulmonaire par la technique de la culture sur milieux solides devrait nécessairement 1’étre pour la
culture sur les milieux liquides, pour peu que les contaminants majeurs soient eux aussi des bactéries

sporulantes.

Il faut noter cependant que cette étude de caractérisation des contaminants avait quelques
limites. En effet, pour des raisons économiques et d’accessibilités, la galerie API 50CH/B

développée pour I’identification d’environ 29 profils de bactéries sporulantes a été utilisé avec pour
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conséquence 18 souches non identifiées au niveau especes. Les MALDI-TOFs que disposent
certains pays comme le Ghana et le Sénégal et auquels nous avons fait appel, n’est pas toujours
fonctionnel par manque de réactifs et/ou de maintenance. De ce fait, nous n’avons pas pu encore
compléter la caractérisation des especes. Les échantillons ont été expédiés et nous sommes en

attente d’un retour de nos collaborateurs.

La science se construit de maniére lente et cumulative et I’ensemble des résultats présentés,
loin d’avoir définitivement résolu la séculaire problématique des contaminations de cultures des
mycobactéries, offre en perspective de nouveaux axes de recherche. En effet, les similitudes
observées entre les bactéries sporulantes caractéerisées dans cette étude et celles couramment isolées
des aliments traditionnels fermentés et des infections humaines suggérent que des études
d’épidémiologies moléculaires et de caractérisation des facteurs de virulence de ces contaminants
doivent étre nécessairement réalisés afin de confirmer ou infirmer 1’origine et/ou la nature virulente

de ces bactéries contaminants.

Un changement de paradigme doit s’opérer en maticre de recherche de solution a la
problématique des contaminations et il nous semble important de prendre en compte les trois
facteurs suivants : Primo, la grande résistance aux agents chimiques de ces bactéries sporulantes;
Secundo, la limite de I’efficacité de I’ensemble des stratégies jusque-la utilisé; Et tertio, la
susceptibilité des formes végétatives de ces bactéries sporulantes qui est un atout majeurs.
Précisément, de nouvelles stratégies ciblant les formes végétatives de ces contaminants résiduels
plus sensibles aux décontaminants que les mycobactéries doivent étre développées. Parmi elles,
citons entre autres, la recherche de milieux capables soit de maintenir simplement ces bactéries sous
une forme végétative et donc vulnérables (par blocage de la sporulation, soit d’initier la germination
des spores et de les maintenir sous des formes végeétatives. Toujours dans cette optique de limiter
significativement au Burkina Faso les contaminants résiduels au cours du diagnostic de la
tuberculose pulmonaire par la technique de la culture, il est envisageable de s’orienter également
vers des techniques de séparation en phase liquide par utilisation des différences de densité entre les
mycobactéries et les autres microorganismes incluant les spores et les formes végétatives des

bactéries sporulantes.

L’exploration de ces axes de recherches nous semble étre un préalable et constitue
probablement selon nous le challenge ultime a relever dans les pays a ressources limitées en général
et aux Burkina Faso en particulier pour rendre performantes les méthodes de diagnostic de la
tuberculose pulmonaire par la technique de culture en vu de contrdle de la tuberculose voire de son

éradication.
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CHAPITRE 6: CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Plus d’un siecle aprés 1’invention de la technique d’isolement des mycobactéries avec des
milieux a base d’ceuf par Pettrof, cette technique demeure la méthode de référence du diagnostic
de la tuberculose. Mais elle est toujours confrontée aux problemes de contamination surtout dans
les pays a ressources limitées comme le Burkina Faso. Le but des travaux exposés dans cette these
est de contribuer au contrdle de la tuberculose. Ils s’intégrent dans un objectifs global d’améliorer
la qualité du diagnostic de la tuberculose pulmonaire par culture sur milieu de Lowenstein-Jensen
au Burkina Faso par 1’évaluation des facteurs préanalytiques et analytiques influencant les
contaminations des cultures des mycobactéries.

Nos études ont montré que malgré des effets pervers, la méthode de décontamination a
I’acide oxalique a 5%, pourrait étre une méthode alternative ou complémentaire a la méthode
modifiée de Petroff.

L’étude des facteurs températures et durée de conservation des expectorations a montré que les
recommandations y relatives pour les pays a ressources limitées ne sont pas toujours applicables a
cause du manque de moyens logistiques et de personnels. De plus, au regard des types de
contaminants impliqués, 1I’étude a mis en évidence de possibles liens de causalité entre les
recommandations et les taux élevés de contaminations dans les pays a ressources limitées en général
et au Burkina faso en particulier. Des études seront nécessaires afin d’ajuster ces recommandations
qui doivent étre revues.

L’évaluation de la réduction de la charge microbienne buccale par 1’utilisation du bain de
bouche a base de la Chlorhexidine n’a pas permis de réduire signficativement les taux de
contaminations. Cependant, elle a permis la mise en évidence des bactéries sporulantes, facteurs
d’influence fondamentale des contaminations des cultures des mycobactéries permettant une
meilleure compréhension des résultats obtenus lors des études précédentes et subséquentes. La
simple présence de ces bactéries sporulantes dans les expectorations, plus résistantes aux
désinfectants et aux décontaminants que les mycobactéries, suggere que les méthodes actuelles de
décontaminations sont inappropriees.

La caractérisation des isolats de contaminants résiduels, a révélé que ceux-ci appartenaient
majoritairement aux genres Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus et Lysinibacillus et que les plus
importantes étaient B. cereus et B. licheniformis. L’origine probable des contaminants des cultures
serait alimentaire, du fait des similarités observées entre ces isolats et ceux identifies dans les
aliments fermentés largement consommeés dans la sous région en général et au Burkina Faso en
particulier. Des moyens de prévention seraient difficilement envisageables dans le cadre d’un

régime alimentaire restrictif compte tenu de la large utilisation de ces aliments dans nos pays.

157



Bien que la longue incubation inhérente a la culture des mycobactéries compromette 1’efficacité
du milieu sélectif de L-J a base de vancomycine, ce dernier pourrait étre utilisé comme méthode de
culture complémentaire. 1l permettra la réduction de la contamination des cultures en attendant que
soit mises au point d’autres méthodes plus efficaces axées sur 1’élimination des bactéries
sporulantes.

Dans cette lutte sans relache contre la tuberculose qui cause un lourd tribu en matriere de
mortalité dans notre pays, de nouvelles stratégies ciblant les formes végétatives de ces contaminants
résiduels plus sensibles aux décontaminants que les mycobactéries doivent étre développées. Il est
envisageable également de s’orienter vers des techniques de séparation en phase liquide par
utilisation des différences de densité entre les mycobacteéries et les autres microorganismes incluant
les spores et les formes végétatives des bactéries sporulantes. En tenant compte des conditions
économiques de notre pays, I’ensemble de ces stratégies aura pour objectif spécifique de poser un
diagnostic fiable de la tuberculose pulmonaire dans les meileures délais. Cet objectif spéecifique
ayant lui-méme in finé comme objectif global une meilleure prise en charge des patients infectés en
vu de controler la tuberculose a court terme voir de mettre un terme a I’épidémie mondiale de la

tuberculose tel qu’envisager avec la stratégie « End TB »
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CHAPITRE 8: ANNEXES

ANNEXES 1 : Formulaire d’information (version 2.1 de septembre 2016)

LI 14 521 o) 011 1 et
je veux m’entretenir avec vous sur une étude sur la tuberculose dans la région des hauts bassins, province
du Houet.

Nous sollicitons votre participation a 1’étude intitulée : « Evaluation de I’effet d’un bain de bouche
antiseptique a base de chlorehexidine sur les contaminations de cultures des mycobactéries a
Bobo-Dioulasso, Burkina-Faso» (version 2.0 septembre 2016)», qui est une étude congue et
conduite par des chercheurs du Centre MURAZ. Nous vous prions de prendre connaissance des
informations sur cette étude a travers ce document en le lisant ou en le faisant lire pour vous par un de vos
proches. Vous pouvez également avoir des informations auprés du personnel impliqué dans 1’étude pour

vous expliquer les points que vous ne comprenez pas.

Contexte et justification

La technique de la culture est un outil indispensable dans le processus du diagnostic de la tuberculose
pulmonaire et des résistances aux antituberculeux.

La difficulté majeure concernant la réalisation de la culture des expectorations dans les pays
pauvres est la fréquence élevée des contaminations. Lorsque la culture de crachat d’un patient est
contaminée, le laboratoire ne sera pas a mesure de dire quel type de mycobactérie le patient héberge et
encore moins si cette mycobactérie est résistante aux antituberculeux utilisés ou pas. Ces informations sont

cependant nécessaires pour une prise en charge médical appropriée.

Les crachats contiennent des microbes qui proviennent de la bouche. Ces microbes qui se multiplient
beaucoup plus rapidement que les bacilles tuberculeux vont proliférer et occasionner les contaminations

des cultures malgré ’utilisation de solution décontaminant lors de la mise en culture.

Des études dans des pays pauvres comme le Burkina Faso ont montrées que le recueil des crachats
apres le ringage de la bouche avec un antiseptique permet de réduire les proportions de contaminations
des cultures. Nous pensons donc que les bains de bouches antiseptiques pourraient étre une des solutions

au probléme de contamination que nous rencontrons.

Objectif de I’étude :

Nous voulons mener une étude sur I'impact d’un bain de bouche antiseptique a base de

chlorehexidine sur les contaminations de cultures des crachats.

Meéthodologie
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Nous allons inclure 146 patients tuberculeux. VVous avez été dépisté positif en ce qui concerne la
tuberculose. Sivous décidez de participer a I’étude, nous demanderons des informations d’ordre
sociodémographiques et cliniques vous concernant et vous nous fournirez deux crachats ; un sans
avoir rincer la bouche avec I’antiseptique et un aprés vous étre rincé la bouche avec I’antiseptique.
Les deux groupes de crachats vont étre cultivés et nous déterminerons lequel des groupe @ moins
de contamination. Si vous avez accepté de vous faire prélever pour le test VIH, nous vous

demanderons votre autorisation pour utiliser les résultats.

Bénéfices directs et indirects

Les patients(es) pourront bénéficier directement des résultats des tests de sensibilités aux anti-
tuberculeux qui seront transmis au médecin traitant pour une meilleure prise en charge du patient.
Montrer que le rincage de la bouche avec un antiseptique avant le prélevement des crachats réduit
les contaminations des cultures, et connaitre les microorganismes contaminants permettront de
mettre & la disposition du PNT des données scientifiques pour I’amélioration des conditions de
prélevement des crachats destinées a la culture et ainsi permettre un meilleur controle la

tuberculose.

Risques prévisibles

Les risques liés a I’utilisation du bain de bouche a base de chlorehexidine sont rares. En effet, de
rares réactions allergiques chez des patients ont été documentées. Les moyens nécessaires seront
donnés aux médecins pour prendre en charge les cas d’allergies liés a 1’utilisation des bains de

bouche qui surviendront.

Participation a 1’étude

Votre participation a cette étude est entierement libre. Vous avez le droit d’y mettre fin a tout

moment. Le refus de participer ou I’arrét de sa participation a I’étude n’entrainera aucun préjudice.

Confidentialité :

Toute information vous concernant sera rigoureusement confidentielle et protégée par les régles strictes du
secret médical auquel est tenue toute 1’équipe participant au projet. Les données recueillies seront rendues
anonymes avant d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche. Enfin, si vous le souhaitez, vous serez
personnellement informé (e) par votre médecin des résultats de cette recherche dés qu’ils seront disponibles.
Projet approuvé par le comité d’éthique institutionnel du centre MURAZ, joignable au numéro
suivant : 702632691 (N° d’approbation...) endate du: .........coooviiiiiiiiiiiii e
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Si vous acceptez de participer a cette étude, il vous suffit de signer le formulaire de consentement de
participation. Un exemplaire du document vous sera remis.

Nous vous remercions de votre collaboration.

Nom et prénom de I’investigateur ayant remis la note d’information : (Centre MURAZ) , Bobo-Dioulasso),
Tel : 20 97 01 02.
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ANNEXE 2 : FICHE DE COLLECTE DES DONNEES 1
PROTOCOLE DE RECHERCHE : « Evaluation de I’effet d'un bain de bouche antiseptique a

base de chlorehexidine sur les contaminations de cultures des expectorations dans le cadre du
diagnostic de la tuberculose pulmonaire a Bobo-Dioulasso, Burkina-Faso» (version 2.1
septembre 2016)

Date d’inclusion:/ [/ _[ [ 1 _ 11 [l |
Numéro d’enregistrement labo: /_// _// [/ /
N° Inclusion patient: .../ // // /] _/
I.  Caractéristiques sociodémographiques
I.1.Age (ans):/_ /1 11 [/
1.2.Sexe : Masculin O Féminin O
[.4 Niveau d’instruction :
O Scolarisé : Primaire O Secondaire O Universitaired Alphabétise O
O Non scolarisé
I.5.Situation professionnelle : Salarié 0 Ménagere 0 Commercant OO Cultivateur/Eleveur [
Eléve/Etudiant ODAutres OJ Sans emploi O
I1. Renseignements cliniques
.. TPM+ OTPM- O
1.2 Nouveau cas O Rechute : D AutreS : .......oeiieinininn,
I1.3.Statut VIH : négatif [ Positif O Indéterminé O Inconnu O
1.4 Typede VIH: VIHL O VIH2 O VIH1+2 O
Il.  Modalité de prélévement des expectorations
Crachat A : Sans Bain de bouche : ODAprés bain de bouche :0

Crachat B : Sans Bain de bouche : OOApres bain de bouche :0O0
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ANNEXE 3 : FICHE DE COLLECTE DES DONNEES 2

PROTOCOLE DE RECHERCHE : « Evaluation de I’effet d’un bain de bouche antiseptique a

base de chlorehexidine sur les contaminations de cultures des expectorations dans le cadre du

diagnostic de la tuberculose pulmonaire a Bobo-Dioulasso » (version 2.0 de septembre 2016)

Date d’inclusion :/_// [ [ 11 11 Il 1

N° Inclusion patient: .../ // // /] _/

Renseignements du Laboratoire

Numéro d’enregistrement labo: /_// _// [ _/

Résultat de I’examen microscopique

Date Résultats
D’examen | Echantillon | Aspect* Négatif 1-9** + ++ +4++
Crachat A
Crachat B
Date de recueil des préléevements
Crachat A I
Crachat B I 1111
Température de conservation : Température 4-8°C [0 température Ambiante O

Date de transmission au laboratoire du centre MURAZ:/ _// [/ / /] /[ J/ _
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ANNEXE 4 : Procédure de préparation des milieux de Lowenstein Jensen

ANNEXE 5 : PROFIL API DE FERMENTATION DES DIFFERENTS
GROUPES DE BACTERIES SPORULANTES

Identification

Licheniformis

Gpel
Grp2
Gpe3
Gpe3
Gped

B. lentus
Gpe5
Gpeb

s Gpe7
Gpe8

Hydrates de carbone

B.

non réactive

Gpe9

* . Agri

" IB. firmus

* IB. cereusl

' B. cereus2

* IB. subtilus

* IB. alvei

+ . .

B.thiamolyticu

+

Glycéroll

' .
B.acillus

Erythriol2

D-arabinose -

L-arabinose 4 -

+ [+

D-ribose 5 - - + +

D-xylose 6 -

L-xylose 7 - - - - - - - -

D-adonitol 8 - - - - - - + +

MDX 9 - - - - - - - -

D-galactose 1

D-glucose 11

+ |+

D-fructose 12

+ [+ |+

D-mannose 13

L-sorbose 14 -

'
'
'
'

+

L-rhamnose 15 -

Dulcitol 16

Inositol 17

D-mannitol 18

+ |+
+ [+ |+
\
\
\

D-sorbitol 19

MDM20 -

MDG21 - - - - -

NAG22 -

Amygdaline 23 -

Arbutine 24 -

Esculine 25 + +

+ |+ |+ |+ |+

'
|||+
+ |+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+

Salicine 26 -

D-cellobinose 27

'
+
+
'
+
+

D-maltose 28 - +

+
+
+
+
+
+

D-lactose 29 - - - - - + -

D-melibiose 30

D-saccharose 31 - + - + + + + + +
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D-trehalose 32

+

Inuline 33

D-melezitose 34

D-raffinose 35

Amidon36

Glycogéne 37

+ |+ |+ |

+ |+ |+ |+ |

Xylitrol 38

Gentobiose 39

D-turanose40

+ [+ |

+ [+ |

D-xylose 41

D-tagotose 42

D-fucose 43

L-fucose 44

D-arabitol 45

L-arabitol46

47GNT 47

2KG 48

5KG 49

Nbre de sucres
fermentés

6-7

13-14

8-11

20

21

23-26

23-28

% d’homologie

97,7

58-94%

79-92

98.8

99,6

99,9

66-99,9

NA

ANNEXE 6: CURRICULUM VITAE

CURRICULUM VITAE

Ingénieur des travaux d’Analyses Biomédicales, DEA de Biologie

Appliquée et modelisation des systemes biologiques, Doctorante (spécialité Microbiologie)

1. Informations générales

- Nom de famille: ILBOUDO/ KABORE

-  Prénoms: Sidbe-wendé Antoinette

- Matricule : 107924T

2. Nationalité: Burkinabe

3. Formation:

Institution
(Date début - Date fin)

Diplémes obtenus:

2013-2019

Doctorat en cours, Biologie Appliquée et Modélisation des
Systemes Biologiques (BA-MSB), Université NAZI BONI

(UNB), Bobo-Dioulasso, Burkina-Faso.

2008-2010

DEA BA-MSB, UNB, Bobo-Dioulasso, Burkina-Faso.
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2006-2007

ING. des travaux d’Analyses Médicales, ESTBA, Lomé,
Togo.

1991-1995 ING. des travaux d’Analyses Biomédicales, College
Polytechnique Universitaire (CPU), Université
Polytechnique du Bénin, Cotonou, Bénin.
1990-1991 Baccalauréat, Série D, Lycée Bambata, Ouagadougou,
Burkina-Faso.
4. Niveau des langues connues: (par compétence de 1-excellent a 5-rudimentaire)

Langues Lu Parlé Ecrit

Francais 1 1 1

Anglais 3 3 3
Mooré 3 1 4

Associations ou corps professionnels:

- Membre de la task force Ebola du Centre MURAZ,

- Membre de « Assaut Hépatites Burkina-faso »

- Membre de I'Association des Biologistes et technologistes Biomédicaux du Burkina-
Faso (AB.TE.B).

Autres qualifications (ex: connaissances informatiques, etc.):

- Bonne connaissance de l'informatique,
- Bonne connaissance dans utilisation de plusieurs logiciels (Word, OpenEpi, Excel,
PowerPoint...).

Position actuelle

Doctorante en Biologie Appliquée,

Membre de [l'unité de recherche des Mycobactériologies, Département des Sciences
Biomédicales, INSP/Centre MURAZ

Nombre d’années dans la société

- 2000-2019: 19 années

Quialifications principales

- Longue expérience dans la gestion des aspects biologiques des projets et programmes
de recherche,

- Bonne expérience dans les diagnostics microbiologiques et immunologiques des
infections bactériennes et Virales (techniques conventionnelles et nouvelles
techniques),

- Expérience démontrée dans le Monitorage biologique des projets et programmes de
recherche y compris gestion des Biothéques,

- Compétence démontrée dans I'évaluation des outils de diagnostic microbiologique et
immunologique,

- Bonne expérience dans I'encadrement (Maitre de stage) des étudiants de Licence et
Master Il en Biologie Médicale,

- Bonne expérience de la réeglementation en matiére de transfert de produits biologiques
dangereux (Réglementation IATA),

- Bonne expérience en matiére de Biosécurité et de Bioslreté.
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10. Expérience professionnelle

De (date) - Lieu Société Position Description
a (date) ...et personne de référence (y
compris adresse E-mail ou n° tel)
Note : en priorité pour les missions

récentes
Depuis Bobo- Centre MURAZ Mise en ceuvre de la recherche intitulée : Contribution a
2013 Dioulasso Nicolas MEDA: Investigateur 'amélioration de la qualité du diagnostic microbiologique de la

principal tuberculose pulmonaire par la culture dans les pays a
ressources limités : Etude des facteurs influencant les
contaminations de culture des mycobactéries »

nicolas.meda@gmail.com

-Thése de Doctorat en biologie Appliquée et Modélisation
des systémes biologiques. Financement : Wanetam
EDTCP, Réseau IMT-TB,

Maitre de stage de deux Master Il en Bactériologie-
Virologie dans le cadre de cette recherche.

2013-2015 Bobo- Centre MURAZ Ingénieur de Mise en ceuvre du projet multicentrique sur I'amélioration du
Dioulasso Nicolas MEDA: recherche (site du | diagnostic de la tuberculose chez les enfants infectés par le
. : Burkina) VIH en Asie et en Afrique (Projet PAANTHER). Financement

nicolas.meda@gmail.com ANRS 12229 France.

-Diagnostic par GenXpert de la tuberculose infantile,
-Diagnostic Immunologique par Quantifierons TB Gold de
la tuberculose infantile.

Bobo- Ingénieur de

. Projet de renforcement des capacités des laboratoires intitulé :
2012-2013 Dioulasso, Centre MURAZ recherche

« Transfert et évaluation de nouvelles techniques de

regugu(il;tSud— Dr Hien Mwinoné Hervé diagnostic rapides de la tuberculose et des résistances aux
antituberculeux au BF » Financement Wanetam EDCTP.
Mise en ceuvre de la recherche sur « I'lmpact de la coinfection
2011- 2013 Bobo Moniteur d’étude | VIH/Mycobacterium tuberculosis sur la dynamique de
. Centre MURAZ . . gy .
Dioulasso Dr Hien Mwi S Hervé biologique transmission de la tuberculose au Burkina Faso ».
rriien Mwinone Herve m Financement ANRS 12204 France

-Isolement, identification, et tests de résistance aux
antituberculeux des souches de Mycobactéries.

-Gestion de la base de données laboratoire du projet,
-Gestion du stockage des souches.
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Ingénieur de Mise en ceuvre du Project PNT« Evaluation de la résistance
2009-2011 Burkina-Faso Centre MURAZ recherche primaire et acquise du complexe tuberculosis aux
Serge DIAGBOUGA médicaments antituberculeux au Burkina Faso »
diagbouga_serge@hotmail.com financement Fonds Mondial (2008) de Lutte contre le SIDA, la
Tuberculose et la Malaria.
-Isolement, identification, et tests de résistance des
souches de Mycobactéries,
-Gestion de la base de données laboratoire du projet, -
Gestion de la Biothéque du projet.
2007-2011 Bobo- Centre MURAZ Moniteur d’étude | Project Yérélon: Suivie Biologique des femmes a haut
Dioulasso Serge Diagbouga biologique risque pour le VIH de la Cohorte yérélon.

diagbouga_serge@hotmail.com

-Diagnostic des hépatites B, C et HSV2,
-suivie immunologique (CD4+) des patientes VIH+, -
Gestion de la Biothéque du projet.
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2000-2007

Bobo-
Dioulasso

Centre MURAZ
Serge Diagbouga
diagbouga_serge@hotmail.com

Ingénieur des
travaux d’analyses
Biomédicales

Réalisation du diagnostic de la tuberculose en routine, du
suivie immunologique des patients de la file active de REVS+
et des patients de la ville de Bobo-Dioulasso.

-Participation a la mise en ceuvre (aspects laboratoires) de
plusieurs projets de recherche sur le VIH, les Hépatites et la
tuberculose:

Etude de performances d’'un nouveau test VIKIA HIV1/2 pour
le diagnostic de l'infection a VIH. Financement Laboratoires
BioMérieux.

- Evaluation des tests.

Etude de performances d’'un nouveau test VIKIA AgHBs pour
le diagnostic de I'hépatite B.  Financement Laboratoires
BioMérieux.

-Evaluation des tests.

Etude des performances d’'un test PCR des urines pour le
diagnostic de la tuberculose a mycobacterium tuberculosis au
Burkina. Financement ANRS

-Evaluation du test

Faisabilité de [Iimplantation des techniques alternatives
Dynabeads pour la numération des lymphocytes T CD4+ dans
les pays a ressources limités (étude sous régionale) ; -
Formateur des équipes du Togo, Mali et Burkina-Faso.

Evaluation de la prise en charge psychosociale, nutritionnelle
et médicale des couples meére-enfants infectés par le VIH au
Burkina Faso : étude des déterminants potentiels associés a la
progression a long terme de l'infection a VIH chez I'enfant au
Burkina Faso » financement ANRS 1221, France

1998-2000

Ouagadougou

Clinique SANDOF
Pr Soudré Robert

Ingénieur des
travaux d’analyses
Biomédicales

Responsable de la section Immunologie et Hématologie du
laboratoire de la clinique SANDOF
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Octobre
1995 a Mai
1997

Ouagadougou

Hopital Yalgado OUEDRAGO
Pr Soudré Robert

Ingénieur des
travaux d’analyses
Biomédicales

Service de Bactériologie - Parasitologie.

Hépital Yalgado OUEDRAGO Ouagadougou (SND suivi de
bénévolat)

-Diagnostic des infections Bactériennes et Parasitaires.
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11-Autres informations pertinentes (Publications scientifiques) Publications scientifiques
(articles) dans des revues avec comité de lecture Entre 2011 et 2019

1- Kaboré A, Tranchot-Diallo J, Hien H, Zouré O, Zingué D, Sanou A, Gomgnimbou MK, Daneau G,

Ouédraogo GA, Méda N, Sangaré L Identification of spore-forming bacteria isolated from
contaminated Lowenstein Jensen media and effectiveness of Vancomycin to reduce Mycobacterial
culture contamination in Burkina-Faso. Sci Rep. 2019 May 10; 9(1):7194. doi: 10.1038/s41598-
019-43662-0.

2- Kabore A, Tranchot-Diallo J, Sanou A, Hien H, Daneau G, Gomgnimbou MK, Meda N, Sangaré
L. Why Oral antiseptic mouth rinsing before sputum collection cannot reduce contamination rate
of mycobacterial culture in Burkina-Faso. Afri Health Sci. 2019; 19(1): 1321-1328.
https://dx.doi.org/10.4314/ahs.v19i1.3

3- Hervé Hien, Dézémon Zingué, Antoinette Kaboré, Ganamé Zakaria, Adama Sanou, Michel
Gomniougou, Philippe Van De Perre, Nicolas Meda. The situation of Mycobacterium tuberculosis
complex and HIV co-infection in the Hauts-Bassins Health Region, Burkina Faso. ANRS 12204 /
DYTRAVIHT study. Journal of Medical Practice and Review 2018; 2:10

4- Diagbouga S, Zingué D, Bahembera E, Kabore A, et al. Simplified Dynabeads Method Using Light
Microscopy for Enumerating TCD4+ Lymphocytes in Resource-Limited Settings. Ann Clin Lab
Res. 2016, 4: 4.

5- Antoinette Kaboré, Hervé Hien, Adama Sanou, Dézémon Zingué et al. Impact of pre-analytical
factors on mycobacterium cultures contaminations rates in Burkina Faso, West Africa Pan African
Medical Journal. 2014; 19:396 doi:10.11604/pam;.2014.19.396.5551

6- Sylvie Z, Zekiba T, Antoinette K, Dezemon Z, Herve H, Adama S, et al. Etat des lieux des
mycobactérioses atypiques au Burkina Faso: résultats d’'une enquéte régionale. Pan African
Medical Journal [Internet]. 2014 [cité 4 aolt 2014];17. Disponible sur: http://www.panafrican-
medjournal.com/content/article/17/188/full/

7- Adama Sanou, Zekiba Tarnagda, Estelle Kanyala, Dezemon Zingue, Moumini Nouctara, Zakaria
Ganame, Adjima Combary, Herve “ Hien, Mathurin Dembele, Antoinette Kabore, Nicolas Meda,
Philippe Van de Perre, Dorine Neveu, Anne Laure Banuls., Sylvain Godreuil. Mycobacterium Bovis
in Burkina Faso: Epidemiologic and Genetic Links between Human and Cattle Isolates. (PNTD-D-
1400472R1) in PLOS Neglected Tropical Diseases.

8- Zingue D, Hien H, Drabo A, Nouctara M, Kabore A, Ouédraogo O et al. (2014) Comparative
Evaluation between the New BD FACS Count System and Standard BD FACS Count System by
Enumeration of Absolute TCD4 Lymphocytes in Adults: Preliminary Results. J Clin Diagn Res
2:103.

9- Zingué D, Hien H, Méda N, Zida S, Kaboré A, Sanou A, Ouédraogo AS, Gomgnimbou M, Diandé
S, Tarnagda Z, Godreuil S. Advantages and drawbacks of expectoration decontamination methods
for tuberculosis and anti-tuberculosis drug resistance diagnosis. Ann Biol Clin (Paris). 2013 May-
Jun; 71(3):283-91. doi: 10.1684/abc.2013.0815. French.

10- Gomgnimbou MK, Refrégier G, Diagbouga SP, Adama S, Kaboré A, Ouiminga A, Sola C.
Spoligotyping of Mycobacterium africanum, Burkina Faso. Emerg Infect Dis. 2012 Jan; 18(1):117-
9. doi: 10.3201/eid1801.110275.

11- Huet C, Ouedraogo A, Konaté I, Traore |, Rouet F, Kaboré A, Sanon A, Mayaud P, Van de Perre
P, Nagot N. Long term virological, immunological and mortality outcomes in a cohort of HIV-
infected female sex workers treated with highly active antiretroviral therapy in Africa. BMC Public
Health. 2011 Sep 14; 11:700


https://dx.doi.org/10.4314/ahs.v19i1.3
http://www.panafrican-medjournal.com/content/article/17/188/full/
http://www.panafrican-medjournal.com/content/article/17/188/full/
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12-Communications scientifiques & des congres nationaux et internationaux

1. Antoinette Kaboré, Tranchot-Diallo Juliette, Hervé Hien, Zouré Ouseini, Zingué Dezémon, Adama
Sanou, Géraldine Daneau, Mamoudou Ouedraogo, Nicolas Méda, Lassana Sangaré. Phenotypical
identification of spore-forming bacteria strains isolated from contaminated Lowenstein Jensen media.
Communication orale, 2éme Forum International de la Biologie en Afrique (FIBAfric) Dakar (Sénégal),
08 - 10 Mai 2018.

2- Antoinette Kaboré Tranchot-Diallo Juliette, Hervé Hien, Zouré Ouseini, Zingué Dezémon , Adama
Sanou , Géraldine Daneau , Mamoudou Ouedraogo, Nicolas Méda, Lassana Sangaré.
Caractérisation des souches de bactéries sporogénes isolées des milieux de culture de Lowenstein
Jensen contaminés a Bobo-Dioulasso (Burkina Faso). Communication orale, 19éme journées des
sciences de la santé de Bobo (Burkina Faso), 09- 11Mai 2018.

3- Kabore A, Hien H, Sanou A, Diallo-Tranchot J, Zoure O, Gomgnimbou KM, Meda N, Ouedraogo

GA, Sangare L. Les bains de bouche a base de la Chlorhexidine avant le recueil des
expectorations ne permettent pas la réduction des contaminations de culture des
mycobactéries au Burkina-Faso. 1¢¢ Journées Scientifiques du CERMES, Niamey, Niger, du 14
au 16 novembre 2017. Communication affichée p28.

4- Anca Vasiliu, Laurence Borand, Malin Inghammar, Ngoc Lan Nguyen, Antoinette Kabore, Sara
Eyangoh, Olivier Marcy, Pean Polidy, and Guislaine Carcelain for the PAANTHER study group.
Performance of the Interferon Gamma Release Assay Quantiferon® TB Gold In-Tube for the
diagnostic of tuberculosis in HIV-infected children; Communication orale (B14) 9éme conférence
surle HIV 23 - 26 juillet 2017 Paris, France.

5-.Antoinette_Kaborél, Hervé Hienl,2 AdamaSanou 1,,Dézémon Zingué 1, Zakaria Ganamél,
MouminiNouctaral, Mamoudou Ouédraogo 1, Oumarou Ouédraogo 1, Michel Gomgnimboul,
Nicolas Médal,4 Lassana Sangaré . Impact des facteurs pré-analytiques sur les contaminations des
cultures des mycobactéries au cours du diagnostic de la tuberculose pulmonaire au Burkina Faso
Communication orale (CO11) 15émecColloque international de Biologie technique (CIBIOTECH)
Abidjan

(Cote d’lvoire), 04 Mai- 08 Mai 2015.

6- Antoinette Kabore, Hervé Hien, Adama Sanou, Zingué D, Ganamé Z, Nouctara M, Ouédraogo
Mamoudou, Ouédraogo Oumarou, Felicité Koutou, Gomgnimbou Michel, Méda Nicolas, Neveu
Dorine, Godreuil Sylvain, Sangaré Lassana. Impact des facteurs préanalytiques sur les contaminations
des cultures des mycobactéries au cours du diagnostic de la tuberculose pulmonaire au Burkina Faso.
Communication orale (CO117) 17éme journées des sciences de la santé de Bobo (Burkina Faso), 06
Mai- 09 Mai 2014.

7-. Kaboré Antoinette, Zingué DézémonlHien Hervél, 2 Sanou Adamal,3 Ganamé
Zacharial,Amélie Lompo Nouctara Mouminil et al. Etude des résistances aux antituberculeux chez
des patients TPM+ coinfectés ou non par le VIH dans la région des Hauts Bassins. Communication
orale, 2éme forum des acteurs de la recherche sur le SIDA Ouagadougou, 17-19 décembre 2013.

8-.Antoinette kaboré, Hervé Hienl, 2 Dezemon Zinguél Adama Sanoul, 5,6, sylvie Zidal michel
Gomgnimboul, 4, Moumini Nouctaral, Mamoudou Ouédraogol, Oumarou Ouédraogol Nicolas




Medal, 3: Etat des lieux des mycobactéries non tuberculeuses en Afrique. 16émes journées des
Sciences de la Santé de Bobo-Dioulasso, Burkina Faso. 08 au 11 Mai 2012. Communication orale,
CO37.
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