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La tuberculose est une maladie infectieuse contagieuse due au 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) ou bacille de koch (BK).Elle est toujours 

d’actualité et présente un problème majeur de santé publique de part sa 

fréquence et sa gravité. C’est une maladie à déclaration obligatoire.  

La tuberculose pulmonaire étant la plus fréquente a connu un regain 

d’intérêt avec la survenue du syndrome de l’immunodéficience acquis qui, 

ajouté à la promiscuité ; la malnutrition ; et la pauvreté a contribué à sa 

pérennité. 

La tuberculose extra pulmonaire  (TEP) regroupe tous les cas de 

tuberculose respiratoire non pulmonaire (la pleurésie tuberculeuse et les 

adénopathies médiastinales sans lésion pulmonaire évidente) et toutes les 

autres formes de tuberculose extra thoracique. Elle représente actuellement 

25% des tuberculoses déclarées en France (1). 

Ses différentes localisations ne sont pas contagieuses mais sont des 

conséquences lointaines de la primo infection. Elles motivent plusieurs 

prélèvements afin d’isoler la mycobactérie responsable permettant au clinicien 

de confirmer le diagnostic, et d’instaurer un traitement antibacillaire. 

Notre travail consiste en l’étude comparative des cultures de 

mycobactéries typiques en milieu solide et en milieu liquide en fonction du site 

de prélèvement de l’âge, du sexe ainsi que, la mise en évidence du rôle du 

laboratoire dans la confirmation du diagnostic de la tuberculose 

extrapulmonaire à travers l’évaluation d’une série de données colligée entre 
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Janvier 2006 et Janvier 2009 à l’hôpital militaire d’instruction Mohammed V 

(HMIMV) . 

Ce travail sera exposé selon le plan suivant : 

Une partie théorique sur les mycobactéries et l’analyse de quelques 

articles sélectionnés de la littérature, 

Une partie pratique ou seront élucidés nos méthodes de travail et nos 

résultats analysés, discutés et comparés aux autres travaux,  

Au terme de cette étude, des recommandations feront l’objet de 

conclusion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Etude comparative des cultures des mycobactéries typiques en milieu solide et en milieu liquide dans le diagnostic de la tuberculose extrapulmonaire 

 4 

 

 

Historique 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



Etude comparative des cultures des mycobactéries typiques en milieu solide et en milieu liquide dans le diagnostic de la tuberculose extrapulmonaire 

 5 

La tuberculose a été isolée des autres maladies pulmonaires par Laennec 

en 1819. En 1839, le médecin allemand Schönlein donne son nom définitif à la 

maladie. 

En 1865, le médecin Jean-Antoine Villemin a découvert au Val de Grâce 

l’inoculabilité de la tuberculose et pressenti son origine bactérienne, cette 

découverte capitale le place au rang des bienfaiteurs de l’humanité. 

En 1882 Robert Koch isole le bacille tuberculeux humain : Mycobacterium 

tuberculosis, désormais nommée bacille de Koch ou BK.  

L'histoire du BCG (Bacille de Calmette et Guérin) commence en 1908 

lorsqu’Albert Calmette et Camille Guérin mettent en culture une souche 

pathogène de Mycobacterium bovis qui avait été isolée d'une vache. En 1920, 

l'efficacité du BCG est confirmée lors d'une étude portant sur de jeunes 

génisses laissées en contact avec des vaches tuberculeuses : les génisses 

vaccinés, ne développent pas la maladie (2, 3) 

En 1921, un nourrisson vivant reçoit le BCG, c'est à partir de cette année 

et pour la première fois en France que le BCG est utilisé à des fins vaccinales. 

En 1963, RIST a découvert à DJIBOUTI Mycobacterium Africanum et 

Mycobacterium Canetti. 

En 1944, Selman Abraham Waksman a découvert la streptomycine à partir 

d’une souche de streptomyces griseus et a démontré sa bonne activité sur 

Mycobacterium tuberculosis in vitro. 

 

       

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ren%C3%A9_Laennec
http://fr.wikipedia.org/wiki/1819
http://fr.wikipedia.org/wiki/1839
http://fr.wikipedia.org/wiki/Johann_Lukas_Sch%C3%B6nlein
http://fr.wikipedia.org/wiki/1865
http://fr.wikipedia.org/wiki/Jean-Antoine_Villemin
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CARACTERES BACTERIOLOGIQUES : 

A- Taxonomie : 

Les mycobactéries appartiennent à l’ordre des actinomycétales, à la 

famille des mycobactériacées et au genre unique Mycobacterium (M), ce 

dernier renferme plus de cinquante espèces dont certaines à croissance lente : 

le complexe tuberculosis qui comprend essentiellement M.tuberculosis, 

M.africanum, M.bovis, M.microti et M.canetti. A l’opposé on trouve les 

mycobactéries à croissance rapide ou mycobactéries non tuberculeuses dites 

atypiques et le M.leprae. (4, 5). 

B- Caractéristiques : 

1-Générales : 

a- Acido-alcoolo résistance: c’est la capacité pour la mycobactérie de 

résister à l’action conjointe de l’alcool et de l’acide, cette propriété est 

liée à la richesse de la paroi en acide mycolique qui confère une texture 

cireuse à la bactérie (figure 1) d’où le principe de la coloration de Ziehl 

Neelsen (ZN) qui consiste en le chauffage de la fuschine pour faciliter sa 

pénétration (annexe I).  

 

Figure 1 : structure de la paroi des mycobactéries 
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L’addition à froid de l’acide et de l’alcool empêche leur passage à travers 

le réseau mycolique, permettant ainsi à la mycobactérie de garder sa couleur 

rouge, qui contraste avec le fond bleu. (6, 7) 

b- L’aérobiose stricte est nécessaire pour la multiplication des 

mycobactéries. Les organes extrapulmonaires de part leur 

vascularisation sont très oxygénés, ce qui facilite leur contamination. 

c- La lenteur de multiplication : la division d’une mycobactérie dure 20 

heures à cause du faible nombre de copies des gènes des Acides 

Ribonucléiques(ARN) ribosomaux, ceci explique la lenteur des cultures 

particulièrement sur milieux solides, en moyenne deux à trois mois. 

Cette lenteur de croissance règle le rythme d’administration des 

antibacillaires (une seule prise par jour) d’où une longue période de 

traitement. 

d- La présence d’une proportion de mutants résistants dans chaque 

population de mycobactéries (résistance primaire) diffère d’un 

antibacillaire à l’autre. Par exemple vis-à-vis de l’Isoniazide (INH) une 

population de mycobactéries renferme 1/1000000 mutants résistants 

et vis-à-vis de la rifampicine, elle en renferme 1/10000000. La présence 

de ces mutants résistants primaires fait que l’étude de 

l’antibacillograme se fait par la « méthode des proportions ». (8, 9) 

e- La résistance à la dessiccation: les mycobactéries survivent en 

suspension dans l’air, ce qui facilite leur transmission aérienne. 
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f- Absence de sécrétions toxiques et enzymatiques : ne libérent ni toxines, 

ni enzymes, les mycobactéries sont pathogènes par leur pouvoir invasif. 

2- Morphologiques : 

Les mycobactéries se présentent comme des bacilles fins (2 à 5microns de 

long et 0.3microns de large), rectilignes ou légèrement incurvés aux extrémités 

arrondies, non capsulés et non sporulés. (4, 5) 

Après coloration au Ziehl-Neelsen (annexe I) les mycobactéries 

apparaissent roses sur un fond bleu au microscope à immersion (10) .Après 

coloration à l’Auramine (annexe I) les mycobactéries ont une teinte vert-jaune 

au microscope à fluorescence. 

Dans les produits pathologiques, les mycobactéries ont une forme isolée 

ou en petits amas et dans les milieux de culture elles prennent une forme 

coccoide ou filamenteuse. 
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3- Culturales : 

Tableau 1 : Caractères culturaux de certaines mycobactéries du complexe tuberculosis. (11,12) 

 M.tuberculosis M.africanum M.bovis BCG 

Type respiratoire 
Aérobies strictes Micro-aérophiles Micro-aérophiles 

Aérobies 

strictes 

Délai moyen de 

croissance (jours) 
14-28 60-90 30-40 14-28 

Aspect 

macroscopique des 

colonies 

Eugoniques 

Rugueuses 

« chou-fleur » 

Dysgoniques 

Rugueuses 

Plates à centre sur élevé 

Dysgoniques 

Lisses 

« gouttelettes» 

Eugoniques 

Rugueuses 

Etalées 

Couleur beige beige Cire de bougie Beige 

Pigmentation aucune aucune aucune aucune 

Température 35 à 37°C 35 à 37°C 35 à 37°C 35 à 37°C 

pH 6,8 à 7.0 6,8 à 7.0 6,8 à 7.0 6,8 à 7.0 

Humidité et CO2 

(5à10%) 
Nécessaire Nécessaire Nécessaire Nécessaire 

Besoins nutritifs 

(azote, carbone…) 
Nécessaire Nécessaire Nécessaire Nécessaire 
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4- Biochimiques (4, 5, 13) : 

a- Production d’acide nicotinique ou niacine (niacine test ou test de 

KONNO) : la niacine est excrété par la bactérie et il est recherché dans 

les cultures abondantes et âgées (plus de 4 semaines). Il diffuse dans 

l’eau distillée et révélée par une coloration jaune de l’extrait (annexe I).  

b- Réduction des nitrates en nitrites (technique de VIRTANEN): (annexe I).  

c- Recherche d’une catalase sur le produit de raclage d’une culture jeune à 

22° et à 68° (annexe I).  

 

Tableau 2 : Caractères biochimiques de certaines mycobactéries du complexe tuberculosis (5, 13) 

 M.tuberculosis M.africanum M.bovis BCG 

NIACINE + variable - - 

NITRATE 

REDUCTASE 
+ variable - - 

CATALASE 

THERMOLABILE 

+ à 22°C 

- à 68°C 
+ + + 
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5- Sensibilité à des substances agissant sur le métabolisme des 

mycobactéries du groupe tuberculosis: 

Tableau 3 : Sensibilité du complexe tuberculosis à certaines substances altérant son métabolisme 

MYCOBACTERIES 

Hydrazide de l’acide 

thiophène 2-carboxylique 

(TCH) à 2ug /ml 

Thioacétazone au 

thiosemicarbazone 

(Tb1) à 10ug/ml 

Pyrazinamide 

Acide 

paraamino-

salicylique 

M .tuberculosis R S S S 

M.africanum R /S S/R S S 

M.bovis S S R S 

BCG S S R S 

R : résistant S : sensible 

 

6- Sensibilité aux agents physiques et chimiques : 

c- Agents physiques : 

M.tuberculosis est très sensible à la chaleur, aux rayons ultra-violets et aux 

rayons X. En revanche, il résiste au froid et à la dessiccation. La lyophilisation 

est d'ailleurs un excellent moyen de conservation. (10) 
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d- Agents chimiques : 

Tableau 4: Activité de désinfectants sur les mycobactéries (Temps de contact : 20 mn à 20°C) 

(7, 12) 

 Classification Du 

niveau 

d’efficacité 

M. smegmatis M. bovis M. tuberculosis 

Glutaraldéhyde 

alcalin 2 % 

Haut niveau 

d'efficacité 
+ + + 

H2O2 6 % 
Haut niveau 

d'efficacité 
 + - 

Phénols 

(concentration et 

composés variés) 

Niveau 

intermédiaire 
+ + + 

Iodophores 
Niveau 

intermédiaire 
+ + + 

Chlorhexidine 
Niveau 

intermédiaire 
+   

Chlorés 

100 ppm* 

1000 ppm 

Niveau 

intermédiaire 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

Ammoniums 

quaternaires 
Bas niveau - - - 

Les produits cités, actifs sur les mycobactéries, sont également actifs sur les autres bactéries et sur les virus. 

*ppm=partie par million 
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Les ammoniums quaternaires n’ont pas d’action sur les mycobactéries ; 

cette caractéristique est exploitée dans certains protocoles de 

décontamination des prélèvements biologiques. 
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EPIDEMIOLOGIE : 

      Dans le guide national de lutte anti tuberculeuse édition 2009 (14) ; au 

Maroc, la tuberculose est plus fréquente chez l’homme (58%) que chez la 

femme (42%). C’est une maladie de l’adulte jeune (65%). 

A- Réservoir : 

Essentiellement humain ; les sujets infectés porteurs de lésions fermées 

ne représentent qu’un réservoir potentiel ; les lésions ouvertes  représentent 

une source de dissémination en émettant par l’intermédiaire des crachats, de 

la toux voire d’une lésion externe ; des mycobactéries dans le milieu extérieur 

d’une manière continue mais intermittente.  

Le réservoir animal est rarement en cause représenté essentiellement par 

les animaux domestiques (exemple : chats, chiens ou bovins sont sensibles à 

M.bovis et M.tuberculosis), ce réservoir reste souvent dangereux car il est 

méconnu. 

B- Transmission :  

Les bacilles sont transmis par voie aérienne par l’intermédiaire de 

gouttelettes infectées (droplet nuclei) qui sont produites sous forme d’aérosol 

lorsque le malade éternue, parle ou tousse. Les gouttelettes de taille 

minuscule, sèchent rapidement et peuvent rester en suspension dans l’air, sous 

forme de particules, pendant plusieurs heures. Seules les particules de moins 

de 10 microns de diamètre peuvent atteindre les alvéoles, les autres (plus de 

10 microns) sont arrêtées au niveau des voies respiratoires supérieures et 

évacuées par le tapis mucociliaire (annexe I). (15) 
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Figure 2 : Transmission interhumaine des mycobactéries 

 

L’infection tuberculeuse peut être due également au Mycobacterium 

bovis ; en cas de une consommation de lait contaminé non bouilli ou non 

pasteurisé. (14) 

Le risque annuel d’infection tuberculeuse (RAI) a été peu étudié au Maroc, 

mais semble avoir régressé depuis 1941. La dernière enquête tuberculine, qui a 

été effectuée en 1994, a estimé le RAI à 1,1% par an (14).    

C- Réceptivité : 

Il n’existe pas d’immunité naturelle, la réceptivité est totale et est 

maximale chez l’enfant âgé de plus de trois ans. Elle est plus forte chez les 

personnes sous alimentées, fatiguées ou les patients atteints de diabète et de 

silicose. 

L’immunité peut être acquise au cours de l’infection ou après vaccination. 

Le vaccin par le BCG protège contre la tuberculose. C’est une immunité 

acquise et à médiation cellulaire lente (six à huit semaines jusqu’à trois mois), 
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c’est une hypersensibilité retardée (HSR). Cette protection n’est pas totale au 

plan individuel mais c’est une protection de masse efficace. (16,17) 

L’immunité cellulaire est testée grâce à l’Intradermoréaction à la 

tuberculine (IDR), cette dernière permet de préciser le statut tuberculinique 

d’un individu, elle a un intérêt de dépistage quand on a la notion d’une IDR 

négative antérieure qui s’est positivée en l’absence de vaccination ou bien que 

la diamètre d’induration passe de 5 à 6 mm à 30 mm ou un aspect 

phlyctenulaire, cela doit suspecter une atteinte tuberculeuse. (18) 

L’IDR consiste en l’injection de 10 unités par voie intradermique stricte 

d’extrait de BK tués, concentrés et purifiés, sur la face antéro-externe de 

l’avant bras, réalisant une papule en peau d’orange exsangue 72h après 

l’injection.  

La lecture se fait par un médecin qui mesure le diamètre de l’induration 

selon la méthode du crayon à bille : 

 Négative <5mm 

 Positive si ≥5mm chez le sujet vacciné 

≥ 10mm chez le sujet non vacciné 

 Phlyctenulaire : au dessus de 15 mm. 

 Mais il peut exister des : 

 Faux négatifs : lors de déficit immunitaire, de tuberculose grave ou 

d’infection virale intercurrente : maladies anergisantes 

 Faux positifs par IDR répétées  
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D- Facteurs favorisants : 

Sont importants pour la survenue de la maladie et sont responsables des 

aspects épidémiologiques de la tuberculose selon les pays. 

1- Transmission : 

a- Le contact avec un bacillifère. 

b- La probabilité qu’un individu soit infecté est fonction de : 

 La contagiosité du malade (nombre de BK dans l’expectoration, la 

durée de la toux) 

 L’environnement (promiscuité, entassement)  

 Type de contact : on peut distinguer trois types  

-  contact étroit : personne habitant sous le même toit ou partageant 

la même pièce de nombreuses heures par jour (famille, travail) 

- contact régulier : personne partageant régulièrement le même lieu 

fermé (même cantine) 

- contact occasionnel : personne partageant occasionnellement le 

milieu fermé (même étage) 

2- Développement d’une tuberculose : dépend de 

a- la quantité des bacilles transmis, 

b- surtout des facteurs intrinsèques : 

 Age (< 5ans, adolescents, personnes âgées de plus de 65ans), 

 Naissance en zone endémique, 
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 Pathologie (baisse d’immunité par malnutrition ou infection par 

VIH) 

 Fatigue, stress. 

3-Tuberculose dans l’armée :  

Dans l’armée, rappelons qu’il s’agit d’une collectivité reproduisant les 

conditions de promiscuité particulièrement chez l’incorporé et dans certaines 

unités comme les sous-marins ; d’autant plus au début de l’incorporation stress 

et fatigue se conjuguent. 

E- Aspects épidémiologiques : 

Au Maroc, la tuberculose reste endémique, et la localisation thoracique 

occupe la première place. 
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PHYSIOPATHOLOGIE : 

Tout commence par la pénétration de la mycobactérie par inhalation. 

Cette bactérie va être phagocytée par le macrophage et va pouvoir se 

multiplier en intracellulaire aboutissant à un granulome inflammatoire ou 

granulome tuberculoïde contenant environ 105 bacilles et va durer 6 semaines. 

A partir de là deux possibilités se présentent : 

1- Dans 90% des cas, l’évolution se fait vers la guérison spontanée, en 

laissant une cicatrice de primo-infection, on parle de la tuberculose 

infection au cours de laquelle la mycobactérie reste dormante et ne se 

réveillera qu’à la merci d’une immunodépression. 

2- Dans 10% des cas, l’évolution se fait vers la tuberculose maladie : 8cas 

sur 10 se manifestent dans l’immédiat et les 2 cas sur 10 restants 

apparaissent tardivement. 

Il y aura donc un granulome avec une zone de nécrose caséeuse fermée 

où le nombre de bacilles atteint un million, jusque là on est devant une 

tuberculose fermée c'est-à-dire maladie non contagieuse. Si ça évolue, on 

assistera à l’augmentation de la quantité de caséum qui va fistuliser les parois 

environnantes et se déverser vers l’extérieur, entraînant ainsi une émission 

importante des mycobactéries, environ cent millions : on est devant une 

tuberculose ouverte c'est-à-dire maladie contagieuse. Le sujet contagieux va en 

contaminer d’autres. 
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DESCRIPTION CLINIQUE DES TUBERCULOSES 

EXTRAPULMONAIRES : 

1- Pleurésie : 

On distingue : 

La pleurésie latente, découverte lors d'un cliché du thorax systématique 

ou lors du bilan d'une pathologie à distance ; elle peut s’installer : 

 soit progressivement, s’étalant sur plusieurs jours ou semaines. Elle est 

dominée par l'altération de l'état général : (asthénie, amaigrissement 

avec fièvre) et la dyspnée.  

 Soit le plus souvent brutalement : dominée par la douleur, bloquant 

l’inspiration; la toux sèche est provoquée ou accentuée par les 

changements de position ; la dyspnée varie selon l'importance de 

l'épanchement ; la fièvre, inconstante, oriente vers une origine 

infectieuse.  

 

2- Tuberculose ganglionnaire : 

Cette tuberculose se manifeste fréquemment par : 

 des adénopathies périphériques cervicales, rarement axillaires ou 

inguinales. Dans un premier temps se développe de façon insidieuse 

une tuméfaction indolore, puis les adénopathies deviennent indurées, 

fluctuantes et se fistulisent . 
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 des adénopathies profondes  médiastinales ou péritonéales nécessitant 

des explorations invasives pour le diagnostic.  

 

3- Méningite tuberculeuse : 

Les signes généraux regroupent la fièvre, l’asthénie et l’amaigrissement. 

3-1 Signes neuroméningés : 

3-1-1 Syndrome méningé : 

À la différence des autres méningites bactériennes aiguës, tous les éléments 

du syndrome méningé sont rarement réunis d'emblée. 

Dans un premier temps, l'expression clinique peut être limitée à des 

céphalées, des vomissements, des otalgies chez l'enfant ; des cervicalgies ou  

sciatalgie peuvent exister. 

Le syndrome méningé peut être masqué par la symptomatologie 

neurologique. Il est absent dans les formes comateuses. 

3-1-2 Paralysies des nerfs crâniens : 

Elles évoquent une méningite de la base avec paralysie oculomotrice 

principalement de la III
e
 paire consécutive à un oedème cérébral. Une inégalité 

pupillaire avec une ophtalmoplégie douloureuse ainsi que la paralysie du nerf 

facial est possible. (19, 20) 

3-1-3 Signes basilaires : 

Ou signes de souffrance bulbo protubérantielle(21).Sont observés dans les 

formes graves. 
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3-1-4 Convulsions 

Elles peuvent être la première manifestation de la maladie, surtout chez la 

personne âgée et l'enfant où elle aurait une signification pronostique 

défavorable. Survenant au cours de l'évolution, elles font rechercher une 

hyponatrémie, une hypoxie, un oedème cérébral. Les épilepsies focales peuvent 

correspondre à une lésion ischémique ou à un tuberculome cortical ou sous-

cortical. (22) 

Devant un trouble de conscience mal expliqué, il est prudent de faire un 

électroencéphalogramme à la recherche d'un état de mal épileptique 

infraclinique. 

 

4- Tuberculose urogénitale : 

4-1 Manifestations urinaires : 

La cystite révèle 60 à 70 % des tuberculoses urinaires. Cette cystite associe 

trois éléments classiques : 

 pollakiurie à prédominance nocturne, parfois associée à une polyurie ;  

 brûlures mictionnelles avec ou sans hématurie;  

 pyurie avec pH urinaire souvent acide.  

Toute cystite rebelle ou résistante aux traitements habituels doit conduire 

à la recherche de mycobactéries. 
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4-2 Manifestations génitales (23, 24, 25) 

L'apparition progressive et indolore d'un nodule épididymaire froid doit 

faire suspecter une tuberculose. 

La fistule scrotale ou l’atteinte en masse du déférent ou d’une vésicule 

séminale ; certaines hydrocèles, certaines urétrites traînantes, ou certains 

troubles génitaux, avec stérilités par azoospermie, peuvent faire évoquer 

également la tuberculose génitales. 

4-3 Manifestations néphrologiques : 

Les douleurs lombaires sont dues à : 

 Des coliques néphrétiques suite à une urétérite sténosante, ou à une 

obstruction temporaire par un calcul ou un caillot ou par des débris 

caséeux.  

  La pyélonéphrite aiguë souvent récidivante dont le diagnostic ne sera 

soupçonné que devant l'inefficacité d'une thérapeutique dirigée contre 

une infection urinaire à germes banals.  

  L’altération de l'état général, avec signes de suppuration et perception 

clinique d'un gros rein doit faire suspecter une pyonéphrose d'origine 

tuberculeuse.  

L’insuffisance rénale avancée découverte à l'occasion d'une protéinurie, 

d'une augmentation de l'urée sanguine, peut traduire l'évolution silencieuse 

d'une atteinte bilatérale des reins et de la voie excrétrice au cours de la 

tuberculos. 
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5- Tuberculose ostéoarticulaire : 

La tuberculose articulaire se manifeste cliniquement par une douleur, une 

limitation des mouvements et un épanchement articulaire, un épaississement 

synovial et une amyotrophie. 

L'existence d'une adénopathie satellite est pathognomonique. Les abcès et 

les fistules sont rarement observés. (26) 

Les signes généraux sont inconstants et modérés (27). Ils associent, dans 

des proportions variables, asthénie, anorexie, amaigrissement, sueurs nocturnes 

et fièvre. 

La tuberculose vertébrale ou un mal de Pott se manifestent par des douleurs 

rachidiennes avec ou sans fièvre, et ce sont les clichés de la colonne vertébrale 

qui, en révélant des images destructrices des corps vertébraux avec tassement 

cunéiforme associé éventuellement à un processus condensant ou abcès 

paravertébral ou du psoas, qui orientent le diagnostic.  

 

6- Formes disséminées : 

Elles mettent en jeu le pronostic vital et nécessitent un diagnostic 

précoce. (28) 

Les signes généraux dominent le tableau clinique, à type de fièvre 

prolongée, altération rapide de l’état général, hépatosplénomégalie, parfois 

toux sèche. 
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Les examens biologiques révèlent un syndrome inflammatoire, une 

atteinte hépatique (cholestase et/ou cytolyse), avec à l’hémogramme une 

possible atteinte des trois lignées. 

La biopsie hépatique ou médullaire, la myéloculture, les hémocultures sur 

milieu spécifique peuvent confirmer le diagnostic. 

 

7- Péricardite tuberculeuse : 

Les signes cliniques sont souvent modestes au début, fébricule, perte de 

poids, dyspnée, douleurs thoraciques vagues. C'est l'électrocardiogramme qui 

montre des signes d'ischémie sous-épicardique  avec micro voltage et surtout 

l'échocardiographie qui démontre l'épanchement du péricarde. Quand on 

soupçonne (sur le contexte clinique et anamnestique) une étiologie 

tuberculeuse, on préfère, à la ponction simple, le drainage chirurgical avec 

biopsie. La recherche d'un autre foyer tuberculeux est systématique et les 

réactions cutanées tuberculiniques sont en général, mais non constamment, 

positives (80 % des cas), si bien que leur négativité n'exclut pas le diagnostic. 

(29,30) 

La péricardite constrictive se développe dans presque tous les cas de 

péricardite tuberculeuse non traitée et chez près de 50 % des cas de malades 

traités (probablement trop tardivement). (31,32) 
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8- Tuberculose digestive: 

Elle reste dominée par la tuberculose péritonéale, devant les atteintes 

intestinales, et l’atteinte hépatique. Elle survient préférentiellement chez les 

adultes jeunes. 

Les manifestations cliniques de la tuberculose digestive sont protéiformes 

réalisant souvent des tableaux trompeurs, particulièrement parmi les sidéens 

chez qui la possibilité d'infection par plusieurs germes rend la clinique 

déroutante. 

Le début est généralement lent et progressif commençant par un 

syndrome fébrile pseudopalustre ou pseudotyphique. 

L'altération de l'état général est marquée par l'amaigrissement, l'anorexie 

et l'asthénie. 

Ces manifestations générales s'accompagnent de signes inhérents à 

chaque localisation. Ainsi, l'atteinte intestinale est marquée par des douleurs 

abdominales surtout au niveau des fosses iliaques, dans les régions 

périombilicales ou épigastriques (33), des troubles du transit essentiellement la 

diarrhée qui peut prendre soit un caractère dysentériforme si l’état 

immunitaire est déficient, soit alterne avec des périodes de constipation plus 

ou moins prolongées. 

L'atteinte péritonéale peut réaliser la triade fortement évocatrice : 

douleurs abdominales, ascite et fièvre. Elle peut parfois se révéler par un 

tableau aigu pseudochirurgical avec début brutal, douleur vive et défense 

abdominale. (34) 
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L'atteinte hépatosplénique peut être responsable d'une 

hépatosplénomégalie généralement indolore et d'importance variable. (35, 36) 

 

9- Formes cutanées : 

En net déclin, la tuberculose cutanée peut se présenter 

exceptionnellement sous forme d’un chancre après inoculation locale 

(tatouage, traumatismes), ou parfois sous forme d’une ulcération cutanée ou 

périorificielle des muqueuses buccales ou génitoanales. Dans ce cas, elle 

résulte de l’extension à la peau ou à la muqueuse d’une infection pulmonaire, 

intestinale ou urogénitale en évolution. (37, 38) 

 

 

 

Figure 3 : Ulcération cutanée causée par M.tuberculosis, HMIMV, Rabat 
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 10- Tuberculose oculaire : (39 , 40) 

Est devenue exceptionnelle. La manifestation la plus classique est la 

choroïdite nodulaire, avec l’aspect de nodules jaunâtres localisés au pôle 

postérieur de l’œil (tubercules de Bouchut). Elle est généralement associée aux 

formes miliaires ou méningées. 
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TRAITEMENT : 

A- Objectif épidémiologique (41) 

Rompre le cycle de la transmission du BK dont la source principale est la 

tuberculose pulmonaire à microscopie positive. 

B- Objectif curatif : (41) 

Guérir le malade quelque soit la localisation de la tuberculose et éviter les 

séquelles. 

C- Moyens et durée : (14) 

Les cas de tuberculose sont classés en quatre catégories selon les priorités 

thérapeutiques du programme national de lutte antituberculeuse. Le 

classement des cas de tuberculose en catégorie permet de standardiser  les 

régimes de chimiothérapie antituberculeuse. 

         1- Catégorie I : Nouveaux cas de TPM+ et formes graves 

Cette catégorie constitue la priorité majeure et regroupe: 

 Les tuberculoses pulmonaires à microscopie positive (TPM+). 

 Les formes aiguës et graves: elles mettent en jeu le pronostic vital 

et/ou fonctionnel, il s'agit de: 

 La tuberculose neuro-méningée. 

 La tuberculose miliaire. 

 La tuberculose multifocale. 
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 La pneumonie caséeuse. 

 Mal de Pott avec atteinte neurologique.  

 La tuberculose pulmonaire à microscopie négative Ou positive de 

type broncho-pneumonique étendue.  

 La tuberculose intestinale. 

 La tuberculose rénale. 

 Les lésions tuberculeuses extensives, survenant chez les patients 

vivant avec le VIH. 

 

Le régime thérapeutique pour cette catégorie est le suivant : 

 Phase initiale : 

Association de 4 antibacillaires ; l’Isoniazide (H), la Rifampicine (R), le 

Pyrazinamide (Z),  l’Ethambutol (E) : 6 jours sur 7 pendant 8 semaines. La 

streptomycine (S) et association de trois autres antibacillaires (RHZ) :  6 jours 

sur 7 pendant 2mois pour les formes méningées et neuro méningées : 

 Phase de continuation : 

        Association de 2 antibacillaires (RH) : 6 jours sur 7 pendant  4 mois; sept 

mois au maximum pour les formes méningées et neuro méningées. 

 

    

http://www.ambafrance-ma.org/archives/marocweb/projet09/news.htm
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2- Catégorie Il : Rechute et échec au traitement et reprise de traitement 

Les malades appartenant à cette catégorie ont un risque élevé de développer 

une tuberculose multirésistante; ils doivent recevoir un régime de retraitement 

qui doit être totalement supervisé durant les 2 phases : 

 

 la phase initiale d'une durée de 3 mois 

Durant cette phase le malade est mis sous l’association SRHZE : 6 jours sur 

7 pendant les 2 premiers mois ; puis association RHZE: 6 jours sur 7 pendant le 

3ème mois. 

        Au terme de cette phase, un contrôle bactériologique des expectorations 

doit être effectue. Si celui-ci est négatif la phase de continuation du régime 

thérapeutique doit être entreprise; si, au contraire, il demeure positif l'association 

RHZE (6 Jours sur 7) doit être maintenue pendant un mois supplémentaire. Si à 

la fin du quatrième mois le contrôle bactériologique est toujours positif le 

malade doit être hospitalisé dans l'un des de centres hospitaliers nationaux pour 

prise en charge. 

 Une phase de continuation d'une durée de 5 mois 

Elle est entamée après la négativation de l'examen bactériologique à la fin 

de la phase initiale. Pendant la phase de continuation, le malade reçoit 

l'association RHE 6 jours sur 7 pendant cinq mois. La durée totale du 

retraitement est donc de huit mois. 
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3- Catégorie III : TPMO, TPMOC+,PI et TEP 

Cette catégorie regroupe les formes de tuberculose pulmonaire à 

microscopie négative avec lésions parenchymateuses peu étendues et de 

tuberculose extra pulmonaire (autres que les formes citées dans la catégorie I). 

        Le régime de chimiothérapie comprend les phases suivantes: 

 Phase initiale: 

 Association RHZ : 6 jours sur 7 pendant deux mois. 

 Phase de continuation: 

Association RH : 6 jours sur 7 pendant quatre mois. 

4- Catégorie IV : tuberculose chronique et multirésistante 

Ils doivent être transférés dans l'un des 2 centres hospitaliers nationaux en 

vue de l'identification de la souche bacillaire résistante et d'une prise en charge 

adéquate. Cette dernière est délicate puisque les patients ont une tuberculose 

poly résistante dont le traitement est souvent difficile. Les médicaments utilisés 

sont de seconde intention, très coûteux et généralement plus toxiques et moins 

efficaces que ceux utilisés dans les régimes thérapeutiques classiques appliqués 

aux formes pharmacosensibles. 

Cette éventualité est tout à fait exceptionnelle si la standardisation des 

régimes de base est rigoureusement appliquée. 

 

http://www.ambafrance-ma.org/archives/marocweb/projet09/priseen.htm
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D- AUTRES REGIMES : (14) 

  1-Toxicité majeure à l'un des antibacillaires  

En cas de toxicité médicamenteuse majeure, la conduite à tenir est comme 

suit: 

 Identification du médicament en cause. 

 Prescription d'un autre régime comprenant une association dont 

l'efficacité est déjà prouvée 

2- Selon le terrain 

 Chez l'enfant  

Le régime recommandé est identique à celui de l’adulte mais il faut éviter 

la streptomycine en raison de sa toxicité pour la huitième paire crânienne. 

Le régime recommandé est le suivant : 

 En cas de grossesse 

Le traitement ne doit jamais être interrompu ou reporté à une date 

ultérieure. Toutefois, la streptomycine est à éviter en raison de son passage à 

travers le placenta et de son effet toxique pour la huitième paire crânienne chez 

le fœtus. Les examens radiologiques sont à proscrire sauf en cas d’urgence. 
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 La femme allaitante 

        Aucun antibacillaire n’est contre indiqué. Mais en cas de TPM+, il est 

préférable d’éviter l’allaitement maternel,étant donné le risque de contagion 

pour le nouveau né. 

 Tuberculose du nouveau-né 

Il s'agit d'un nouveau-né ayant un contact étroit avec un sujet tuberculeux 

contagieux (généralement sa mère). Le nouveau-né qui a des signes cliniques et 

radiologiques compatibles avec le diagnostic de tuberculose et le nouveau-né qui 

ne présente aucun symptôme mais dont la mère est atteinte de tuberculose aiguë 

doivent recevoir une chimiothérapie curative de six mois. 

  3- Les pathologies associées 

 Malade avant une insuffisance hépatique 

Etant donné le risque potentiel d'hépatotoxicité que présentent les 

antituberculeux majeurs, il est important de surveiller étroitement la fonction 

hépatique des malades qui ont ou qui sont suspects d'avoir une insuffisance 

hépatique. 

Le régime thérapeutique reste le même; cependant, il est recommandé de 

diminuer la posologie de la Rifampicine et de l'Isoniazide. 
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 Malade ayant une insuffisance rénale 

Ces malades peuvent être traités par l'association RHZ aux posologies 

habituelles- toutefois, la fonction rénale doit être surveillée durant tout le 

traitement. 

 Malade ayant un diabète  

Aucune modification du régime chimiothérapique ne doit être entreprise. 

Cependant, le diabète doit être contrôlé par des glycémies périodiques. Un 

diabète non ou mal équilibré complique l'évolution d'une tuberculose associée et 

rend son traitement difficile; et réciproquement, une tuberculose mal traitée 

pourrait déséquilibrer un diabète préexistant. 
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 Partie pratique 
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MATERIELS ET METHODES : 

1- Lieu et durée d’étude : 

Cette étude aborde sur un mode rétrospectif des cas colligés entre le 2 

janvier 2006 et le 30 janvier 2009 au sein du service de Microbiologie de 

l’Hôpital Militaire d’Instruction Mohammed V (HMIMV) à Rabat. 

2- Critères d’inclusion :  

Sont inclus tous les prélèvements extrapulmonaires reçus au service de 

microbiologie de l’HMIMV provenant de patients fortement suspectés d’être 

atteints d’une tuberculose extrapulmonaire par l’examen clinique et par des 

examens complémentaires (radiologie, examens biochimiques). 

Le recrutement des patients a été effectué à partir des registres du service 

de microbiologie contenant les comptes rendus du diagnostic 

bactériologique avec nom, prénom, âge, sexe, service d’origine et nature du 

prélèvement. 

3- Critères d’exclusion : 

       Tous les patients présentant une tuberculose pulmonaire associée  sont 

exclus. 

4- Patients : 

La plupart des patients sont des militaires dont le niveau socioéconomique 

est moyen avec salaire stable et profitant de la sécurité sociale.  

L’âge moyen de ces patients est de 43,96 ans. Le sexe ratio est de 1,7(178 

hommes pour 106 femmes).  
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La majorité des patients ont présenté des signes cliniques évocateurs 

d’une tuberculose extrapulmonaire selon l’organe atteind. 

 

5- L’analyse bactériologique :  

 Elle doit obéir au guide de bonnes exécutions des analyses aux laboratoires 

(GBEA) dans une atmosphère sécurisée selon le guide de lutte anti 

tuberculeuse de la direction d’épidémiologie (14). 

5-1 Mesures de sécurité dans un laboratoire : 

5-1-1 L’aménagement du laboratoire : 

Le laboratoire où l’analyse est effectuée : 

 Est ensoleillé, bien aéré, suffisamment éclairé et assez spacieux pour 

qu’on puisse opérer en toute sécurité. Les revêtements (sol, murs et 

plafond) doivent être lisses, faciles à nettoyer et résistants aux 

détergents et aux différents produits utilisés au laboratoire. 

 Pourvu d’un lavabo avec de l’eau courante, du savon et d’un 

désinfectant pour les mains (eau de javel). 

L’autoclave de décontamination des déchets infectieux est situé dans 

l’enceinte du laboratoire dans un local non encombré et facile à nettoyer. En 

dehors de la zone de travail sont situés les locaux pour les prélèvements, pour 

le secrétariat et les vestiaires. 
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5-1-2 Les mesures de sécurité concernant le personnel : 

 Le personnel s’abstient de manipuler des produits tuberculeux s’il est 

atteint d’une infection respiratoire aigue. 

 La vaccination par le BCG est obligatoire pour l’ensemble du 

personnel exerçant dans le laboratoire de tuberculose. 

 Un examen médical incluant une radiophotographie du poumon est 

systématique une fois par an pour l’ensemble du personnel du 

laboratoire. 

 

5-1-3 Manipulation des prélèvements : 

Chaque personne travaillant dans le laboratoire de tuberculose est 

responsable de sa propre sécurité et de celle des autres. 

Les moments les plus dangereux de la manipulation des prélèvements 

sont : 

 L’ouverture du crachoir, surtout si le crachat s’est desséché entre le 

couvercle et la partie latérale du crachoir. 

 La préparation d’un frottis. 

 L’agitation manuelle ou mécanique des tubes pour homogénéisation 

des crachats. 

Toutes ces manipulations créent des micro aérosols (ce sont des résidus 

de gouttelettes, d’environ 5µ de diamètre, contenant des bacilles) qui sont 

projetés jusqu’à plus de 60cm du point de manipulation, favorisant une 
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contamination par inhalation de ces particules. Les mesures de sécurité sont 

destinées à : 

 Réduire la production des aérosols en évitant les manipulations 

brusques et la production de mousse lors des agitations mécaniques. 

 Retenir et détruire les aérosols produits en manipulant les 

prélèvements sous une hotte biologique de sécurité. 

 Concevoir le lieu de manipulation de manière à ce qu’il soit bien 

ventilé (10 à 12 changements de volume d’air par heure). 

 

5-1-4 Les mesures supplémentaires de sécurité : 

 L’aspiration des liquides entraîne la formation d’aérosols. Il ne faut 

donc jamais « pipetter » à la bouche ; on doit utiliser des micro-

pipettes automatiques. 

 Ne pas fumer ni manger dans la pièce de manipulation des produits 

infectieux. 

 Organiser le travail de façon à éviter la fatigue qui pourrait 

éventuellement entraîner une baisse de l’attention lors des 

manipulations. 

 Le port de blouse, gants et masque de protection est indispensable. 
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5-2 Préparation des prélèvements : 

 Prélèvements d’origine extrapulmonaire : 

 

 

Figure 4 : PRELEVEMENTS, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 

 

Les liquides de ponction comme le liquide pleural, le liquide d'ascite, les 

liquides articulaires, la moelle osseuse..., sont prélevés sur anticoagulant en 

utilisant de l'héparine, et non de l'éthylène-diamine-tétra-acétique (EDTA) qui 

inhibe la croissance des mycobactéries. 

La présence de mycobactéries dans le sang est constante mais faible. On 

pratiquera deux à trois prélèvements successifs, et les prélèvements seront 

répétés, en cas de négativité de la culture, 3 semaines après. 

Le prélèvement d'urines pour la recherche de mycobactéries porte sur la 

totalité des urines émises au lever, après restriction hydrique sur la nuit, et 

elles sont recueillies stérilement. Cette recherche pourra être effectuée chez 

les sujets immunodéprimés (VIH positifs) en cas d'autres prélèvements négatifs 

chez ces patients et devant une forte suspicion de tuberculose. Il est important 

de réaliser trois prélèvements successifs à 3 jours d'intervalle. 
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Le prélèvement de selles est de moins en moins conseillé, du fait de 

l'importance de la contamination par la flore fécale. Un gramme de selles est 

suffisant dans un pot stérile pouvant être conservé au froid (+ 4 °C), sur lequel 

peut être essentiellement réalisé un examen direct par la technique de Ziehl-

Neelsen. 

Les prélèvements tissulaires (ganglions, foie, poumon, peau, os,...) sont 

réalisés stérilement, car on évite ainsi une étape de décontamination sur des 

échantillons généralement pauvres en mycobactéries, et être acheminés le plus 

rapidement possible au laboratoire pour éviter la dessiccation des 

prélèvements de faible volume. 

Les abcès, les lésions cutanées ou plaies et les liquides d'aspiration sont 

réalisés après désinfection de la peau à l'alcool. Il est préférable de ponctionner 

le liquide et de le transvaser dans un tube sec stérile. Pour les lésions cutanées, 

une biopsie est réalisée à la périphérie de la lésion. 

 

Figure 5 : ECRASEMENT D’UNE BIOPSIE, service de microbiologie, HMIMV, RABAT 2009 
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5-3 Traitement des prélèvements : 

L’analyse bactériologique dans différents prélèvements fait appel à deux 

techniques de culture : une rapide (en milieu liquide) et une classique (en 

milieu solide), cette dernière qui est considérée le gold standard ou méthode 

de référence (annexe I). 

 Recherche des mycobactéries: 

   L’examen est réalisé pour rechercher des infections à mycobactéries : 

Il s’agit de mettre en évidence les bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) dans 

les prélèvements biologiques. 

                         

                Figure 6 : IDENTIFICATION, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 

   Les prélèvements et les bons d’examens arrivés au laboratoire sont 

numérotés (le prélèvement et le bon correspondant comportent tous les deux 

le même numéro) puis enregistrement des bons dans le registre. 

 5-3-1 Examen direct au microscope : 

 

 

 

Figure 7 : REALISATION DES FROTTIS, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 
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- Réalisation des frottis: elle se fait à partir d’une parcelle du produit 

pathologique, ou sur le culot de centrifugation à l’ose sur l’extrémité d’une 

lame, sur une surface de: 20/10mm, puis fixation à la chaleur ou à l’alcool. 

 

- Coloration: deux techniques 

COLORATION A L’AURAMINE (Méthode de Degommier) : 

Principe : l’une des variantes de la coloration de Ziehl-Neelsen, est la coloration 

par les fuochromes (auramine). C’est un test de présomption. Les lames 

doivent être contrôlées par le Ziehl-Neelsen.   

Les mycobactéries gardent la coloration à l'auramine après traitement à l'acide 

alcool. Le rouge thiazine ou le rouge de Methyl sert de contre-colorant.  

Cette coloration permet la mise en évidence d’un plus grand nombre de BAAR 

et une exploration plus rapide du frottis (3 minutes à faible grossissement) 

Technique de coloration :                       

 

 

          Figure 8: COLORATION A L’AURAMINE, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 

    Les frottis fixés à la chaleur sont recouverts de la solution d’auramine 

pendant 15 à 20 mn. Après lavage à l’eau on décolore par l’alcool-acide 
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pendant 5 à 10 mn,  on relave a l’eau puis on les recouvre de la solution de 

rouge thiazine ou rouge de méthyl pendant 1mn30sec, un dernier lavage à 

l’eau est effectué avant de sécher les lames pendant 1 mn  à 2mn 

Résultats : La lecture s'effectue au microscope à fluorescence (objectif 40 sans 

immersion) de préférence dans une pièce sombre : les BAAR apparaissent 

colorés en jaune-vert fluorescent sur fond rouge. En cas de positivité, on utilise 

cette lame pour confirmer par la coloration de Ziehl-Neelsen 

 

Figure 9: AURAMINE A PARTIR D’UNE COLONIE DE M. tuberculosis, service de microbiologie, 

HMIMV RABAT 2009 

  

COLORATION DE ZIEHL-NEELSEN : 

 Principe : les mycobactéries gardent leur coloration par la fuschine malgré 

l'action de l'acide-alcool. Le Bleu de Méthylène Phéniqué sert de contre-

colorant 

Technique de coloration :                  

 

Figure 10: COLORATION AU ZIEHL-NEELSEN, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 
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   Il faut les lames flambées (mais ceci est inutile si les lames ont déjà été 

colorées à l'auramine), les laisser sécher. On recouvre les frottis avec la 

Fuschine de Ziehl filtrée extemporanément sur papier filtre et on chauffe les 

lames doucement jusqu'à l'émission de vapeur en évitant l'ébullition et le 

dessèchement du colorant (coton flambé passé régulièrement sous la lame)   

pendant 3x3 mn. On lave immédiatement à l'eau et on décolore à l’alcool-acide 

pendant 3 mn on lave a nouveau à l'eau courante avant de couvrir le frottis de 

Bleu de Méthylène Phéniqué pendant 30 sec ; enfin on lave à l’eau courante 

une dernière fois puis on les sèche. 

Résultats : les BAAR apparaissent rouges sur fond bleu. On Effectue une 

numération par champs (Objectif  100) :  

 

Figure 11: ZIEHL NEELSEN A PARTIR DU PUS D’UNE ULCERATION CUTANEE, service de 

microbiologie, HMIMV RABAT 2009  

Les résultats de l’examen direct sont quantifiés de la façon suivante : 

(Codification OMS/UICTMR*) 
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 UICTMR : union internationale contre la tuberculose et les maladies 

respiratoires 

Négatif <1bacille /100 champs 

+examen suspect à confirmer 1 – 9 bacilles / 100 champs 

++ 10 – 99 bacilles / 100 champs 

+++ 1 – 9 bacilles / champ 

++++  10-99 bacilles /champ 

+++++ >100bacilles / champ 

        

   L’examen direct est peu sensible (il faut 5000 à 10000 BAAR/ml de 

prélèvement pour que la probabilité de voir  au moins un BAAR sur un frottis 

soit de 95 %) 

   Il y a normalement une bonne corrélation des résultats des examens directs 

et des cultures, mais il arrive d’avoir des cultures négatives pour des 

prélèvements déclarés positif à l’examen direct (malade sous traitement, 

erreur de lecture, culture de mauvaise qualité) 
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5-3-2 Cultures des mycobactéries : 

- Décontamination des échantillons : 

 

         Figure 12 : DECONTAMINATION, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 

   Il existe deux méthodes de décontamination : une  au lauryl sulfate de 

sodium (technique classique pour la culture en milieu solides) et une autre au 

N-acétyl-cystéine sodique (technique de culture en milieu liquide mycobactérie 

growth indicator tube : MGIT) 

- Neutralisation et centrifugation :  

Neutralisation : 

 

       Figure 13 : NEUTRALISATION, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 
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   La neutralisation se fait grâce à la solution acide contenant le bromocrésol 

pourpre  pour la technique classique pour la culture en milieu solides 

Les produits décontaminés et homogénéisés, étant alcalins.  

La solution est ajoutée stérilement, jusqu’au virage au jaune 

   Elle se fait à partir du Tampon phosphate pour technique de culture en milieu 

liquide : MGIT 

Centrifugation : 

                                

 Figures 14 : CENTRIFUGATION, service de MICROBIOLOGIE, HMIMV RABAT 2009 

 

   Les produits neutralisés sont centrifugés, pendant 15 minutes à 3000 

tours/min et les culots de centrifugation servent à l’ensemencement à raison 

de 0,2 ml par tubes.  

 

- Inoculation des milieux de cultures : 

                                     

      Figures 15 : INOCULATION DES MILIEUX, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 
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   0,2 ml du culot de chacun des produits centrifugés sert à l’Inoculation de 

chacun des milieux de Cultures. 

Technique classique 

Les milieux sont solides et à base d’œuf: 

 Le Lowenstein-Jensen (LJ) qui renferme des vitamines, l’amidon de pomme de 

terre, des sels minéraux, du glycérol et du vert malachite (inhibiteur de 

croissance des contaminants) 

 Le Coletsos (CL) qui contient davantage d’œuf, du pyruvate de sodium, de la 

cendre d’anthracite et une solution d’oligo-éléments pour M bovis, M 

africanum et certaines Mycobactéries atypiques. 

 

Technique Mycobactérie Growth Indicator Tube  (MGIT) 

   Milieu liquide « MGIT »: le fond du tube est garni d’un support de silicone 

imprégné d’un sel de ruthénium. Le milieu est additionné de: supplément de 

croissance OADC (acide oléique, albumine, dextrose et catalase) et de mélange 

d’antibiotiques  PANTA (Polymixine B, Amphotéricine, Acide nalidixique, 

Triméthoprime et Carboxy-pénicilline) 
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- Incubation des cultures : 

Technique classique : 

                        

Figures 16 : INCUBATION DES CULTURE A L’ETUVE, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 

   Les tubes sont placés à l’étuve à 37°C, en position incliné, ils ne sont fermés 

qu’après évaporation du liquide. L’incubation allant de 8 à 12 semaines 

 

Technique MGIT : 

 

 

Figure 17 : INCUBATION DES MILIEUX DANS LE MGIT Bactec 960, service de Microbiologie, HMIMV 

RABAT 2009 

 

   Les tubes, bien fermés, sont placés dans l’automate à 37°C, pendant un délai 

de 42 jours 
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   Il est important de souligner qu’il existe des conditions de culture 

particulières :   

 Certaines mycobactéries responsables d’infections cutanées tel M. ulcerans se 

développent mieux ou exclusivement à 30°C,  

 M xenopi se développe à la température 42°C 

 M. haemophilum nécessite comme supplément du fer.  

 M. bovis et de M.africanum nécessitent des temps d’incubation plus long, ils 

apparaissent rarement avant 6 à 8 semaines. 

 

- Lecture des cultures : 

 

                                  

    Figures 18 : DEBLEAGE, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2009 

 

Milieux solides : 

   Elle se fait à l’œil nu. Pour les mycobactéries à croissance lente la lecture est 

faite une fois par semaine  
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Milieux MGIT 

   Elle est automatisée, elle se fait par détection de fluorescence émise par le 

sel de ruthénium quand la pression partielle d’oxygène diminue dans le milieu 

(diminution due au métabolisme microbien) . Les tubes sont contrôlés toutes 

les 60 minutes et le délai de culture est  rapide : 8 à 30 jours selon la richesse 

des BAAR. 

   Les colonies sur ces milieux sont sèches, de couleur crème beige, à surface 

rugueuse, en choux fleur elles n’apparaissent qu’en 21 jours en moyenne. 

           

Figure 19: CULTURE POSITIVE SUR UN MILIEU SOLIDE, service de microbiologie, HMIMV RABAT 2009  

  Le contrôle des cultures Positives est fait  par coloration au Ziehl. 

 

 

Figure 20 : ZIEHL NEELSEN A PARTIR D’UNE COLONIE M. tuberculosis, provenant d’un tubage 

gastrique, service de microbiologie, HMIMV RABAT  2009  
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5-3-3 Identification : 

Le diagnostic d’espèce a été réalisé par le Niacine test, par le test de 

réduction des nitrates, par le test de catalase à 22°C et à 68°C et par le test de 

l’uréase (annexe I). 

 

 

             Figure 12 : IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE DES MYCOBACTERIES, service de microbiologie, 

HMIMV RABAT 2009 

6- Analyse des données : 

La saisie des données brutes est faite sur Excel en prenant en 

considération toutes les variables à exploiter (nom, prénom, age, sexe, 

renseignements cliniques, examen direct, culture classique, culture en milieu 

liquide). 

L’exploitation des ces données a été effectuée à l’aide du logiciel SPSS 

(Statistical Package For Social Science) version 17.0. 

Les variables qualitatives on été exprimées en pourcentage et /ou en 

effectif, et font l’objet du test Khi square et / ou du coefficient de contingence. 

Les variables quantitatives ont été exprimées en moyenne. 
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7- Les indices informationnels étudiés : 

Pour les cultures en milieu liquide, on a évalué la performance par rapport 

à la culture en milieu solide par le calcul de : la sensibilité, la spécificité, la 

valeur prédictive positive (VPP), la valeur prédictive négative (VPN), et par le 

tracé de la courbe de ROC  (annexe II).  
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RESULTATS 

Sur une période allant du 02 janvier 2006 au 30 janvier 2009, 284 patients 

(178 hommes et 106 femmes) dont la moyenne d’âge est de 43, 96 (tableau I); 

les porteurs de TEP ont été colligés à partir des différents services de l’HMIMV; 

essentiellement le service de pneumologie (PNO) avec 45 cas soit 15,86% de 

l’ensemble des atteintes extrapulmonaires de notre étude, suivi du service de 

neurologie (NEURO) avec 39 cas soit 13,73% et enfin celui des externes (EXT) 

avec 37 cas soit 13,03% (Figure 13).    

 

Tableau I : Répartition de la totalité des patients en fonction du sexe avec moyenne d’âge, 

HMIMV, 2006-2009 

SEXE Nombre Pour cent Age moyen±ET 

F 106 37,0 43,96±17,15 

M 178 63,0  

Total 284 100,0  
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Figure 13 : Services concernés par la recherche des mycobactéries 
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L’analyse effectuée montre que la plupart des TEP, atteignent  les 

hommes et les femmes ayant entre 20 ans et 65 ans, et que le résultat des 

cultures n’a pas de relation significative avec le sexe dans notre série (figure 

14 ; tableaux  II, III, IV). 

 

Figure 14 : Répartition des âges en fonction du sexe 
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Tableau II : Résultats de l’examen direct en fonction du sexe 

 

   EXAMEN DIRECT 

Total    NEG POS 

sexe F Effectif 102 4 106 

% du total 35,9% 1,4% 37,3% 

H Effectif 170 8 178 

% du total 59,9% 2,8% 62,7% 

Total Effectif 272 12 284 

% du total 95,8% 4,2% 100,0% 

 

NEG : négatif 

POS : positif 

Tableau III : Résultats des cultures milieu solide en fonction du sexe 

 

   CULTURE SUR LJ ET CL 

Total 
   

NEG POS 
SOUILLEE SUR 

CL 
SOUILLEE SUR 

LJ 

sexe F Effectif 98 5 2 1 106 

% du total 34,5% 1,8% ,7% ,4% 37,3% 

H Effectif 156 14 1 7 178 

% du total 54,9% 4,9% ,4% 2,5% 62,7% 

Total Effectif 254 19 3 8 284 

% du total 89,4% 6,7% 1,1% 2,8% 100,0% 
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Tableau IV: Résultats des cultures milieu liquide en fonction du sexe 

 

   CULTURE MGIT 

Total    NEG POS SOUILLEE 

sexe F Effectif 97 4 5 106 

% du total 34,2% 1,4% 1,8% 37,3% 

H Effectif 163 7 8 178 

% du total 57,4% 2,5% 2,8% 62,7% 

Total Effectif 260 11 13 284 

% du total 91,5% 3,9% 4,6% 100,0% 
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Pour les 284 cas recrutés, L’examen direct était positif pour 4,23% des cas 

et négatif pour 95,77% des cas, les résultats de la culture sur LJ et CL ont 

confirmés la TEP pour 6,7% des cas, elle était négative pour 89,4% des cas, 

1,1% étaient souillés sur CL et 2,8% souillés sur LJ, la culture MGIT confirmait la 

TEP pour 3,84% des cas, elle était négative pour 91,56% des cas et 4,58% des 

cultures étaient souillés (figures 15,16,17). 

 

Figure 15 : Résultats de l’examen direct 

 

Figure 16 : Résultats de la culture sur milieu solide (LJ et CL) 
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Figure 17 : Résultats de la culture milieu liquide (MGIT) 

   On remarque que: tous les résultats  négatifs à l’examen direct, étaient  

également négatifs en milieu solide pour pourcentage de 91,2, ces mêmes 

résultats négatifs à l’examen direct, représentaient 4,8% de positifs  et  4% de 

souillés en milieu solide ; et tous les résultats positifs à l’examen direct étaient 

à 50%  négatifs en milieu  solide, donc positifs à 50% (figure 18) 

 

Figure 18 : Résultats obtenus après examen direct des prélèvements puis culture sur milieu solide 
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On constate que: tous les résultats  négatifs à l’examen direct, étaient  

également négatifs en milieu liquide pour pourcentage de 93, ces mêmes 

résultats négatifs à l’examen direct, représentaient 2,2% de positifs  et  4,8% de 

souillés en milieu liquide ; et tous les résultats positifs à l’examen direct étaient 

à 58,3%  négatifs en milieu  liquide, donc positifs à 41,7% (figure 19)   

 

Figure 19 : Résultats obtenus après examen direct des prélèvements puis culture sur milieu 

liquide 

 

On constate que: tous les résultats  négatifs en milieu solide, étaient  

également négatifs en milieu liquide pour pourcentage de 94,1, ces mêmes 

résultats négatifs en milieu solide, représentaient 2,4% de positifs  et  3,5% de 

souillés en milieu liquide ; et tous les résultats positifs en milieu solide étaient à 
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63,2%  négatifs, positifs à 26,3% et souillés à 10,5% en milieu  liquide. Toutes 

les cultures souillées en milieu solide étaient soit négatifs (100% pour CL et 75% 

pour LJ) soit aussi souillées (25% sur LJ) en milieu liquide (figure 20)   

 

Figure 20: Résultats obtenus après culture sur milieu solide,  et  culture sur milieu liquide 

 

La sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive (VPP) et la valeur 

prédictive négative (VPN) étaient respectivement de : 26,31%, 98,4%, 55,55% 

et 94,9% pour la culture en milieu liquide par rapport à celle en milieu solide, la 

sensibilité et la spécificité permettent d’obtenir la courbe roc (tableau V, figure 

21). 
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Tableau V : Indices informationnels des cultures 

 
Sensibilité Spécificité 

Valeur prédictive 

positive (VPP) 

Valeur prédictive 

négative (VPN) 

Culture 26,31% 98,4% 55,55% 94,9% 

 

 

Figure 21 : courbe roc 
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DISCUSSION 

Cette étude rétrospective à pour but de comparer la culture des 

mycobactéries typiques en milieu solide et en milieu liquide ; ainsi que la 

vitesse de pousse de ces cultures au service de microbiologie de l’HMIMV ; le 

sexe ratio étant de 1 ,7. 

 La quasi-totalité des études menées aux USA, en Europe et à Madagascar 

s’accorde à reconnaître que la tuberculose extrapulmonaire est une affection 

de l’adulte jeune avec une moyenne d’âge comprise entre 20 et 40 ans, Selon 

deux études récentes nord américaines (42,43), les atteintes extrapulmonaires 

concernent essentiellement la tranche d'âge de 20–65 ans dans notre étude et 

l’âge moyen est de 43,96. Ces résultats sont comparables avec ceux de Robert, 

Cabié et Ménard (44, 45, 46) avec respectivement 38, 33 et 35 ans. 

 Ce travail nous a montré que le service de pneumologie est le plus 

pourvoyeur de la tuberculose extrapulmonaire avec 45 cas soit 15,86% de 

l’ensemble des atteintes extrapulmonaires de notre étude, suivi du service de 

neurologie avec 39 cas soit 13,73% et enfin celui des externes avec 37 cas soit 

13,03%. Ceci explique que le service de pneumologie de l’HMIMV hospitalise 

tout patient présentant une imprégnation tuberculeuse. 

L’examen direc a été négatif dans 95% des prélèvements étudiés et positif 

dans 4,23% des cas, en effet, l’examen direct permet seulement de conclure 

sur la présence des BAAR dans les prélèvements, d’où la nécessité des mises en 

cultures, ce qui a confirmé la présence de BAAR dans 6,7%  pour la culture sur 

milieu solide (LJ et CL), et 3,87% pour la culture sur milieu liquide (MGIT), ces 
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résultats sont  dus au fait qu’il peut arriver que les BAAR vu à l’examen direct 

ne puissent être cultivés, ces BAAR sont visibles, mais non viables et 

s’observent chez les malades traités par les antibacillaires, En comparant 

l’examen direct et les différentes cultures, 50% des résultats positifs à l’examen 

direct étaient négatifs en culture sur milieu solide, et 53,8% des résultats 

positifs à cet examen étaient négatifs en culture sur milieu liquide. 

Ces discordances entre examen microscopique positif et cultures 

négatives, dues à : 

- des traitements en cours de patients tuberculeux, ces résultats 

sont retrouvées dans certaines études pour 66 à 95 % des 

examens directs faussement positifs (47,48,49) ;  

- des problèmes de délais d'acheminement ou de traitement de 

l'échantillon au laboratoire affectant la survie des 

mycobactéries, ce qui, si cela est le cas, oblige à maintenir le 

prélèvement à + 4°C ; 

- des problèmes lors de la manipulation de l'échantillon : tel une 

décontamination trop forte, mais aussi l'utilisation de réactifs 

colorés non stériles ou reconstitués avec l'eau du robinet(49).  

L’examen direct est peu coûteux, il manque de sensibilité et de spécificité, 

en effet, sa sensibilité ne dépasse pas 20 % pour la tuberculose 

extrapulmonaire contre 50 % pour la tuberculose pulmonaire, Il faut 

104 bacilles/ml de produit pathologique pour que l’examen direct soit positif 

(50). 
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  Les résultats des cultures dépendent beaucoup de la bonne qualité des 

milieux de culture mais aussi de la manipulation des prélèvements, en effet 

quand on analyse les résultats dans notre série d’étude ,on constate que 94,1% 

des résultats négatifs en milieu solide l’étaient également en milieu liquide, 

2,4% des ces mêmes résultats étaient  positifs en milieu liquide ; 63,2% des 

résultats positifs en milieu solide étaient négatifs en milieu liquide, et 26,3% de 

ces résultats positifs en milieu solide étaient aussi positifs en milieu liquide. Les 

milieux de culture souillés en  milieu solide étaient négatifs ou souillés en 

milieu liquide, avec différents pourcentages ; cette différence de pourcentage 

entre ces 2 milieux parait variable sur huit études colligées, le taux de 

contamination sur milieux solide est supérieur à celui rapporté sur  milieu 

liquide (MGIT), dans cinq études et inférieur dans les trois autres (51, 52, 53, 

54 , 55 , 56 , 57, 58). Plusieurs facteurs expliquent ces résultats dont la richesse 

des milieux liquides qui est généralement considérée comme un facteur 

favorisant la contamination. Malgré un respect strict des bonnes pratiques, il 

existerai un risque incompressible de contamination estimé entre 0,5 et 5% 

(58).   

Il est important de signaler que la décontamination des prélèvements est 

une étape très importante pour la fiabilité des résultats, la décontamination au 

lauryl sulfate de sodium  a comme avantages :  

- une bonne qualité de décontamination,  
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- un culot de concentration faible donc facile  à ensemencer 

dans sa totalité et un bon rendement en culture de 

mycobactéries. 

Mais les inconvénients sont les suivants:  

- le Lauryl sulfate est un inhibiteur de l’amplification génique 

donc ne peut être utilisé en biologie moléculaire, 

- c’est un bactériostatique qui n’est pas adaptée aux cultures en 

milieu liquide, donc on l’utilise uniquement pour la culture en 

milieu solide. 

 La décontamination au N-acétyl-cystéine sodique a comme avantages:  

- une adaptation avec tous les milieux de culture en particulier 

les milieux liquides.  

- elle est adaptée à aux techniques de biologie moléculaire.  

L’inconvénient c’est que cette décontamination au N-acétyl-cystéine n’est pas 

satisfaisante pour la culture faite à base d’œuf (milieu solide) ce qui provoque 

une moins bonne homogénéisation.  

      Les milieux de culture solides se vendent à des prix modérés, mais 

l’inconvénient c’est le délai de pousse qui est assez long et la lecture se fait à 

l’œil nu. Alors que sur milieu liquide le délai de culture est rapide et la lecture 

est automatisée: 8 à 30 jours selon la richesse en BAAR et l’espèce; mais les 

inconvénients de ce milieu liquide se trouvent au niveau du prix de revient qui 
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est assez coûteux ; il ne permet ni l’observation, ni le dénombrement des 

colonies et  ne permet pas la détection de cultures mixtes de mycobactéries. 

Dans notre étude, la sensibilité de la culture en milieu liquide par rapport 

au milieu solide est de 26,31%, ces résultats ne concordent pas avec ceux des 

autres études, ou la culture a une sensibilité de 50 à 95 % (59,60). 

La spécificité de la culture est de 98,4%, la VPP est de 55,55%, la VPN est 

de 94 ,9%. Ces résultats montrent que la culture en milieu liquide a une bonne 

spécificité et une bonne VPN. En effet, quand cette culture est négative, on à 

98,4% de chance que ce patient ne présente pas de tuberculose 

extrapulmonaire et, par déduction par apport à la VPN, le patient aura  5,1%  

de risque d’avoir tout de même une TEP malgré un test négatif. La courbe roc 

permet de dire ici que les deux cultures ont une performance égale étant 

donné qu’elle se rapproche de la droite de référence et que la zone sous la 

courbe est de 0,62.  

Le milieu de Löwenstein-Jensen (LJ) et le milieu Coletsos (CL), contenant 

des sels minéraux, de l'asparagine, de la glycérine, du vert malachite 

(antiseptique) et de l'œuf, sont les milieux les plus couramment employés. Ces 

milieux présentent plusieurs avantages : une bonne sensibilité, un prix de 

revient faible, et donnent un aspect caractéristique aux colonies. Mais leur 

préparation est délicate, longue, le délai d’apparition des colonies peut aller 

jusqu’à six semaines, leur durée de conservation courte et leur reproductibilité 

sont liées à la qualité des produits employés. 
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Dans chaque milieu MGIT (Mycobactérie Growt Indicator Tube) est ajouté 

un supplément de croissance et un cocktail d’antibiotique, ceci a pour avantage 

de limiter la croissance des bactéries usuelles et des levures non tuées à l'issue 

de la décontamination (61, 62, 63). Certains inconvénients, inhérents à tous les 

milieux liquides, sont également cités comme l'absence de visualisation des 

colonies bien que l'examen microscopique des cultures de M. tuberculosis 

(aspect en cordes) soit caractéristique ; la mise en évidence d'infections 

mixtes ; le taux de contamination et le coût de revient élevé. 

       La technique de MGIT a un délai moyen de culture de 11,8 jours lorsque 

l’examen direct est positif et de 17,8 jours quand il est négatif. (64,65).  

La culture en milieu liquide (MGIT) a donc une vitesse de pousse plus 

rapide que la culture en milieu solide (LJ et CL).  

 

Notre étude comporte toutefois des limites : 

 Les milieux de transport des prélèvements qui peuvent être absents 

ou inadéquats. 

 La longue durée des transports de certains prélèvements. 

 L’insuffisance de certains renseignements comme la date de pousse 

des cultures. 

 La difficulté de lecture au microscope pour l’examen direct car elle se 

fait à l’œil nu. 

  Certains milieux de culture contaminés. 
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CONCLUSION 

 

La tuberculose extrapulmonaire (tout comme la tuberculose pulmonaire) 

dans notre contexte reste inquiétante bien qu’elle soit moins fréquente 

qu’ailleurs. 

Il y a plusieurs moyens de mettre en évidence les mycobactéries dans un 

prélèvement. 

L’examen direct est le plus facile à réaliser mais il est non spécifique et 

peu sensible. 

Les cultures sont les éléments clef du diagnostic, elles permettent 

d’identifier l’espèce et de réaliser le test de sensibilité aux antibacillaires. 

Malgré quelques différences au niveau des résultats des cultures, et bien que la 

vitesse de pousse en milieu liquide soit plus rapide que celle en milieu solide, 

nous pouvons dire ici que les deux types de cultures (sur milieu liquide et sur 

milieu solide), sont complémentaires étant donné qu’elles ont la même 

performance. En les combinant, la sensibilité des résultats se trouvent 

nettement améliorée. 

L’apport révolutionnaire des techniques de biologie moléculaire et 

récemment du quantiféron peuvent améliorer le diagnostic bactériologique de 

la tuberculose extrapulmonaire. 
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RESUME 

Etude comparative des cultures des mycobactéries typiques en milieu solide et en milieu  
liquide dans le diagnostic de la tuberculose extrapulmonaire 

Mots clé : Comparative – Milieu liquide – Milieu solide – Mycobactéries – Tuberculose extra pulmonaire 

Auteur : MOKANDA Magali 

 

La tuberculose est une maladie infectieuse due au Mycobacterium tuberculosis ou bacille de 

Koch. La tuberculose extrapulmonaire (TEP) est de plus en plus réitérée. 

Notre travail consiste en l’étude comparative des cultures de mycobactéries en milieu solide et 

en milieu liquide, en la mise en évidence du rôle du laboratoire dans la confirmation du diagnostic de 

la tuberculose extrapulmonaire à travers l’évaluation d’une série de données colligée en trois ans. 

Dans notre travail, nous avons aussi tenu compte de l’âge, du sexe et des services de l’hôpital 

militaire d’instruction Mohammed V (HMIMV). 

  Durant cette période 284 patients  ont été fortement suspects atteints d’une tuberculose 

extrapulmonaire  par la clinique et par des examens complémentaires. Pour ces 284 patients 

recrutés, des prélèvements non redondants ont été recueillis.  

           L’examen direct était positif pour 4,23% des cas et négatif pour 95,77% des cas, les résultats de 

la culture en milieu solide ont confirmé la tuberculose extrapulmonaire pour 6,7% des cas, elle était 

négative pour 89,4% des cas, 1,1% des cas étaient souillés sur coletsos et 2,8% des cas étaient 

souillés sur Lowenstein-Jensen, la culture en milieu liquide confirmait la tuberculose extrapulmonaire 

pour 3,87% des cas, elle était négative pour 91,56% des cas et 4,58% des cas étaient souillés. 

La sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive (VPP) et la valeur prédictive négative 

(VPN) des cultures en milieu liquide par rapport aux cultures en milieu solide, étaient respectivement 

de : 26,31%, 98,4%, 55,55% et 94,9%. Ces résultats montrent une bonne spécificité et une bonne 

valeur prédictive négative  pour la culture en milieu liquide. La courbe roc ayant une surface de 0,62 

permet de dire que les deux types cultures ont une performance égale, mais la culture en milieu 

liquide a une vitesse de pousse plus rapide que la culture en milieu solide. 

         Malgré quelques différences au niveau des résultats des cultures, nous pouvons souligner 

l’importance de combiner les deux types de cultures (en milieu liquide et en milieu solide), qui sont 

complémentaires, pour des résultats plus fiables. 
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SUMMARY 

COMPARATIVE STUDY OF THE MYCOBACTERIES CULTURE IN BOTH SOLID AND IN LIQUID STATE  

IN THE DIAGNOSIS OF THE LUNG TUBERCULOSIS 

Keywords:  Comparative – Solid state - Liquid state - Mycobacteries - Lung tuberculosis 

Author: MOKANDA Magali 

The Tuberculosis is an infectious disease that is transmitted by a “Mycobacterium 

tuberculosis” or “Bacille de Koch”. The lung Tuberculosis is the most reiterated infection.   

Our work consisted of a comparative study of the ” Mycobacteries” culture in both solid and in 

liquid state, and in evaluating the role of the laboratory in the confirmation of the diagnosis of the 

lung tuberculosis using a series  of data gather in three years. In our work, we also took in 

consideration the age, gender and the quality of service of the Instructional Military hospital 

Mohammed 5 (IMHM).  

During this period, 284 patients were strongly suspected by the clinic to have contracted the 

lung tuberculosis by using a complementary examination. Non random sample were taken from the 

284 patients. 

The results of the direct examination were positive for 4.23% of the cases and negative for the 

remaining 95.77%. The result of the culture in solid state confirmed the lung tuberculosis for 6.7% of 

the cases and negative for 89.4%. On the other hand 1,1% was spoiled by “Colestos” and 2.8% was 

spoiled by “Lowenstein-Jensen”. The culture in solid states confirmed the existence of the lung 

tuberculosis  for 3.87% of all cases, and was negative for 91.56% of the cases, where as 4.58% of the 

case were spoiled.     

The sensibility, specificity, Positive Predictive Value (PPV) and Negative Predictive Value (NPV) 

of the cultures in liquid state comparing to the one of the solid state were respectively; 26.31%, 

98.4%, 55.55% and 94.9%. These results show a good specificity and a good negative predictive value 

for the culture in liquid state. The “Roc curve” has a surface of 0.62 that allows the two types of 

cultures to have an equal performance, but the culture in liquid state has a growth speed that is 

faster than the culture in the solid state.  

Despite some difference noted among the cultures, we can underling the importance of 

combining the two types of cultures (liquid and solid state) that are complementary for viable 

results.      
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ANNEXE I 

Fiche N° 1 :  

Coloration à l’Auramine 

Technique de coloration : 

* Fixer les frottis à l’alcool ou à la chaleur 

* Recouvrir à l’auramine pendant 20 mn 

* Laver à l’eau 

* Décolorer à l’alcool-acide pendant 10 mn 

* Laver à l’eau 

* Recolorer au rouge thiazine pendant 5 mn  

 

Figure 20 : recoloration avec le rouge de thiazine, service de microbiologie, HMIMV, Rabat 

* Laver à l’eau 

* Sécher les lames. 
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Réactifs : 

Solution fluorescente d’auramine : 

* Auramine      1 g 

* Eau distillée      1000 ml 

Solution d’alcool-acide : 

* Alcool à 90°      1000 ml 

* Acide chlorhydrique concentré   5 ml  

 

Solution de rouge thiazine : 

* Rouge thiazine      1 g 

* Eau distillée       1000 ml 
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Fiche N° 2 :  

Coloration au Ziehl-Neelsen 

Technique de coloration : 

* Fixer les frottis à l’alcool ou à la chaleur  

(Inutile si les lames sont déjà colorées à l’auramine) 

* Recouvrir à la Fuschine de Ziehl pure et filtrée si nécessaire, pendant 30 mn 

* Chauffer, à trois reprises, les lames jusqu’à émission de la vapeur  

 

 

Figure 21 : Chauffage des lames (coloration de Ziehl) ,service de microbiologie,HMIMV, Rabat 

* Laver à l’eau 

* Décolorer à l’alcool-acide, pendant 3 à 4 mn 

* Laver à l’eau 

* Recolorer au bleu de méthylène, pendant 5 mn 
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Figure 22 : recoloration avec bleu de méthylène, service de microbiologie, HMIMV, Rabat 

 

* Laver à l’eau 

* Sécher les lames. 

 

Réactifs : 

Fuschine phéniquée de Ziehl (1): 

* Fuschine basique    1 g 

* Phénol aqueux     5,5 g 

* Alcool éthylique à 95    10 ml 

* Eau distillée     1000 ml 

 

Solution d’alcool-acide : 

* Alcool à 90     1000 ml 

* Acide chlorhydrique concentré  32 ml  
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Bleu de Méthylène phéniquée (1) : 

* Bleu de méthylène    1 g 

* Phénol aqueux    2,2 g 

* Alcool éthylique à 95   10 ml 

* Eau distillée    1000 ml 

 

 

 

NB : (1) réactifs pouvant être disponible et prêts à l’emploi 
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Fiche N°3 : 

Technique classique 

"Méthode au lauryl sulfate de sodium" 

« Pour le traitement des prélèvements d’origine pulmonaire » 

Réception des prélèvements : 

 

 

Figure 23 : Réception des prélèvements,service de microbiologie,HMIMV, Rabat 

* S’assurer de l’identité du patient sur les bons d’examens et sur les pots de 

prélèvements ; 

* Eliminer les prélèvements salivaires ou à quantité insuffisante ; 

* Attribuer à chaque prélèvement deux numéros :  

 1) un numéro de série  
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 2) un numéro d’enregistrement, spécifique et unique pour chaque 

prélèvement; 

* Enregistrer les bons. 

 

Préparation des frottis : 

* A l’aide d’une anse préparer des frottis bien triturés étalés (2cm sur 1cm), les 

fixer à la chaleur. 

 

 

Figure 24 : Préparation des frottis, service de microbiologie,HMIMV,rabat 

 

Traitement préalable des prélèvements : 

1) Fluidification-décontamination : 

* Dans un tube falcon récupérer 3 ml du produit pathologique ;  
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* Ajouter un volume égal de solution décontaminante ; 

* Vortexer et Mettre à l’étuve pendant 15 mn ; 

* Mettre en agitation pendant 15 mn. 

 

 

  

Figure 25 : Appareil agitateur, service de microbiologie,HMIMV,rabat 

 

2) Neutralisation : 

* Ajouter au prélèvement décontaminé la solution neutralisante, jusqu’à 

obtenir un virage au jaune ; 

* Centrifuger pendant 15 mn à 3000 tours. 
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Figure 26 : Etape de centrifugation, service de microbiologie, HMIMV, Rabat 

Ensemencement  

* Rejeter le surnageant ; 

* A partir du culot ensemencer les milieux de culture solides : un Löwenstein-

jensen et un coletsos (environ 200 μl par tube) ; 

  

Figures 27 et 28 : Ensemensement dans les milieux solides, service de  microbiologie, HMIMV, 

Rabat 

 

* Laisser les tubes légèrement dévissés ; 

* Incuber en position inclinée, à 37°C; 
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* Refermer les tubes après évaporation du liquide (48à 72h). 

 

Figure 29 : Dépôt des milieux de culture dans l’étuve, service de microbiologie, HMIMV, Rabat 
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Fiche N°4 : 

Préparation des solutions de décontamination et de neutralisation 

Solution décontaminante (Lauryl sulfate) : 

* Lauryl sulfate pur……………………………………30 g 

* hydroxyde de sodium pur en pastille………………..10 g 

* Eau distillée………………………………………….1000 ml 

Préparer la solution et la laisser à une température d’environ 50°, jusqu’à 

dissolution totale du lauryl sulfate. (Solution auto-stérilisable) 

 

Solution neutralisante : 

* Bromocrésol pourpre, solution aqueuse à 0,4%   2 ml 

* Acide phosphorique pur      2 ml 

* Eau distillée         1000 ml 

Solution à autoclaver à 120°C pendant 20 mn 
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Fiche N° 5 : 

Technique de culture en milieu liquide "MGIT" 

« Pour le traitement des prélèvements extra pulmonaires » 

Réception des prélèvements : 

* S’assurer de l’identité du patient sur les bons d’examens et sur les pots de 

prélèvements ; 

* Eliminer les prélèvements salivaires ou à quantité insuffisante ; 

* Attribuer à chaque prélèvement deux numéros :  

 1) un numéro de série  

 2) un numéro d’enregistrement, spécifique et unique pour chaque 

prélèvement; 

* Enregistrer les bons.  

Préparation des frottis : 

* A l’aide d’une anse préparer des frottis bien triturés et bien étalés 

(2cm /1cm), les fixer à la chaleur. 

Traitement préalable des prélèvements : 

1) Fluidification-décontamination : 

* Dans un tube falcon récupérer 5 ml du produit pathologique ;  
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* Ajouter un volume égal de la solution MycoPrep(1) (préparée 

extemporanément en brisant l’ampoule se trouvant à l’intérieur du flacon; 

* vortexer et Mettre en agitation pendant 15 mn. 

2) Neutralisation : 

* Ajouter la solution de Tampon Phosphate (1) jusqu’à arriver au volume de 45 

ml; 

* Centrifuger pendant 15 mn à 3000 tours. 

Ensemencement  

* Rejeter le surnageant ; 

* A partir du culot ensemencer, à raison de 200 μl par tube: 

1) le milieu de culture liquide auquel on ajouté au préalable 800 μl du  

mélange PANTA-OADC*(1) préparé extemporanément ;  

2) les milieux de culture solides : un Löwenstein-jensen et un coletsos  

* Laisser les tubes légèrement dévissés ; 

* Incuber les milieux de culture liquides dans l’automate « MGIT »  

* Incuber les milieux de culture solides en position inclinée, à 37°C; 

* Refermer les tubes après évaporation du liquide. 
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NB : (1) réactifs ou solution pouvant être conservés à + 4°C, pendant 48 heures. 

PANTA : polymyxineB, amphotéricine, acide nalidixique, tazobactam, 

azlocilline. 

OADC : Acide Oléique ; Albumine ; Dextrose ; Catalase 
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Fiche N° 6 : 

Préparation des solutions et réactifs nécessaires  

à la culture en milieu liquide "MGIT" 

Toutes les solutions et réactifs sont préparés extemporanément et pouvant 

être conservés à + 4°C dans un délais de 48 heures. 

1) solution décontaminante MycoPrep : 

* Desserrer le bouchon du flacon du réactif Mycoprep ; 

* Appuyer pour faire échapper l’air, puis refermer le flacon ; 

* Presser l’ampoule jusqu’à ce qu’elle se brise ; 

* Mélanger en agitant doucement pour dissoudre le NACL dans le NaOH 

2) Solution tampon Phosphate : 

* Verser le contenu d’un sachet dans un flacon contenant 500 ml d’eau distillée 

stérilisée à l’autoclave à 121°C pendant 15 mn.  

* laisser refroidir jusqu’à température ambiante, et l’utiliser. 

3) Mélange PANTA-OADC : 

* A proximité du bec bunsen, ouvrir les flacons PANTA et OADC ; 

* Transvaser le contenu du flacon OADC dans le flacon PANTA ; 

* Mélanger jusqu’à dissolution complète. 
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Fiche N°7 : 

Test à la Niacine 

Mycobaterium tuberculosis et quelques isolats de Mycobacterium simiae et 

Mycobacterium chelonae produisent l’acide nicotinique durant leur croissance. 

Ces souches ne métabolisent pas l’acide nicotinique qui se trouve, de ce fait, 

accumulé au niveau de la gélose. 

La détection de l’acide nicotinique au niveau de la gélose est un test important 

pour la confirmation de l’espèce Mycobacterium tuberculosis. 

Composition du Kit : 

Flacon A : 1 ml  

Flacon B : 1 ml  

Flacon R055 : 4 ml  

Seringues stériles d’1 ml 

Mode opératoire 

A- Préparation de la solution test : 

Transférer le contenu du flacon A dans le flacon B (solution à utiliser pour 

réaliser le test). 

B- Préparation de l’échantillon : 



Etude comparative des cultures des mycobactéries typiques en milieu solide et en milieu liquide dans le diagnostic de la tuberculose extrapulmonaire 

 93 

1- Utiliser des cultures datant de plus de trois semaines (les faux négatifs sont 

obtenus avec des cultures jeunes et avec peu de colonies = la culture doit 

être vieille, pure et abondante). 

2- Ajouter 2 ml de sérum salé ou d’eau distillée stérile à la culture. 

3- Remuer la culture dans l’eau distillée, pour libérer l’acide nicotinique 

existant au niveau de la gélose. 

4- Incuber dans un bain-marie à 37°C, pendant 2 heures ou placer le tube en 

position horizontale pendant 20 minutes. 

5- Remettre le tube ne position verticale pendant 5 minutes. 

6- Transférer, séparément, dans les flacons de solution de réaction et grâce aux 

seringues fournies avec le Kit: 

* 1 ml de l’échantillon (souche).  

* 1 ml de R055 (pour le contrôle positif) 

* 1 ml d’eau distillée stérile (pour le contrôle négatif) 

C- Lecture de la réaction dans les 5 minutes qui suivent. 

 Une réaction positive se traduit par une coloration jaune. 

 Une réaction négative montre, l’absence de coloration au bout de 5 

minutes. 

Conditions de travail et Précautions d’emploi du réactif Niacine : 

 procédure de sécurité habituelle (hote)  
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 produits cancérigènes. 

 Utilisation de gants et de masques. 

 Neutralisation par du NaOH à 10% avant de jeter à la poubelle. 

 Lavage des seringues à l’eau distillée stérile avant de jeter à la poubelle.  

Conditions de conservation : 

 à l’abri de la lumière 

 à + 4°C, pendant 06 mois. 

 Loin de tout produit acide 
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Fiche N° 8 : 

Test de NITRATE-REDUCTASE (Virtanen-Boisvert) 

Principe : 

Les Mycobactéries possédant une nitratase vont réduire les nitrates de sodium 

après deux heures d’incubation.  

Réactifs : 

 (1) Solution de nitrates : 

 - NaNO3    0.850 g 

 - Tween 80     50 ml 

 - Eau distillée   q.s.p 1000 ml 

 (2) Réactifs de GRIESS 

Réactif I :  

 -Acide sulfanilique   0.8 g 

 - Acide acétique 5N   100 ml 

Réactif II : 

 - Acide acétique 5N   100 ml 

 - Alphta naphtylamine   0.5 g 

Technique : 
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 Recouvrir de 2ml de solution de nitrate une culture pure de 

Mycobactéries sur LJ âgée de 2 semaines ou plus.  

 Mettre, à l’étuve à 37°C, pendant 2 heures 

 Ajouter 0.3 ml du réactif I, puis 0.3 ml du réactif II. 

Interprétation : 

Réaction positive : Coloration rouge à framboise vif.  
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Fiche N° 9 : 

Test à l’ UREASE 

Principe : 

Les Mycobactéries possédant une uréase font virer le milieu urée-indol à 

l’indigo par formation de carbamate d’ammonium alcalin.  

Réactifs : 

Milieu urée-indol 

Technique : 

 Faire un suspension épaisse de culture dans 0.4 ml du milieu urée-indol.  

 Mettre, à l’étuve à 37 °C. 

 Lire à 2, 6 et 18 heures 

Interprétation : 

Réaction positive : Coloration rouge.  
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Annexe II. 

Fiche N° 10 : 

Calcul des indices informationnels : 

 Malade positif Malade négatif total 

Test positif A (VP*) B (FP*) A +B 

Test négatif C (FN*) D (VN*) C+D 

total A+C B+D A+B+C+D 

VP (Vrai Positif): test diagnostique affirmant qu’un patient malade présente la maladie recherchée 

VN (Vrai Négatif) : test diagnostique affirmant qu’un patient ne présente pas la maladie recherchée 

FN (Faux Positif) : test diagnostique affirment à tort qu’un patient présente la maladie recherchée 

FP (Faux Positif) : test diagnostique affirment à tort qu’un patient ne présente pas la maladie 

recherchée 

 Calcul de la sensibilité :  

Sensibilité = VP / (VP+FN),  c’est la probabilité d’avoir un test positif quand on 

est malade. 

 Calcul de la spécificité : 

Spécificité = VN / (VN+FP), c’est la probabilité d’avoir un test négatif quand on 

n’est pas malade  

 Calcul de la valeur prédictive positive (VPP) :  

VPP = VP / (VP+FP), c’est la probabilité d’avoir la maladie quand le test est 

positif 
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 Calcul de la valeur prédictive négative (VPN) :  

VPN = VN / (VN+FN), c’est la probabilité de ne pas avoir la maladie quand le 

test est négatif 
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SSeerrmmeenntt  ddee  GGaalliieenn  
  

    JJee  jjuurree  eenn  pprréésseennccee  ddeess  mmaaîîttrreess  ddee  cceettttee  ffaaccuullttéé  ::  

--    DD’’hhoonnoorreerr  cceeuuxx  qquuii  mm’’oonntt  iinnssttrruuiitt  ddaannss  lleess  pprréécceepptteess  ddee  mmoonn  
aarrtt  eett  ddee  lleeuurr  ttéémmooiiggnneerr  mmaa  rreeccoonnnnaaiissssee  eenn  rreessttaanntt  ffiiddèèllee  àà  lleeuurr  
rreennsseeiiggnneemmeenntt..  

--    DD’’eexxeerrcceerr  mmaa  pprrooffeessssiioonn  aavveecc  ccoonnsscciieennccee,,  ddaannss  ll’’iinnttéérrêêtt  ddee  llaa  
ssaannttéé  ppuubblliicc,,  ssaannss  jjaammaaiiss  oouubblliieerr  mmaa  rreessppoonnssaabbiilliittéé  eett  mmeess  
ddeevvooiirrss  eennvveerrss  llee  mmaallaaddee  eett  ssaa  ddiiggnniittéé  hhuummaaiinn..  

--  DD’’êêttrree  ffiiddèèllee  ddaannss  ll’’eexxeerrcciiccee  ddee  llaa  pphhaarrmmaacciiee  àà  llaa  llééggiissllaattiioonn  eenn  
vviigguueeuurr,,  aauuxx  rrèègglleess  ddee  ll’’hhoonnnneeuurr,,  ddee  llaa  pprroobbiittéé  eett  dduu  
ddééssiinnttéérreesssseemmeenntt..  

--  DDee  nnee  ddéévvooiilleerr  àà  ppeerrssoonnnnee  lleess  sseeccrreettss  qquuii  mm’’aauurraaiieenntt  ééttéé  
ccoonnffiiééss  oouu  ddoonntt  jj’’aauurraaiiss  eeuu  ccoonnnnaaiissssaannccee  ddaannss  ll’’eexxeerrcciiccee  ddee  mmaa  
pprrooffeessssiioonn,,  ddee  nnee  jjaammaaiiss  ccoonnsseennttiirr  àà  uuttiilliisseerr  mmeess  ccoonnnnaaiissssaanncceess  
eett  mmoonn  ééttaatt  ppoouurr  ccoorrrroommpprree  lleess  mmœœuurrss  eett  ffaavvoorriisseerr  lleess  aacctteess  
ccrriimmiinneellss..  

--  QQuuee  lleess  hhoommmmeess  mm’’aaccccoorrddeenntt  lleeuurr  eessttiimmee  ssii  jjee  ssuuiiss    
                          ffiiddèèllee  àà  mmeess  pprroommeesssseess,,  qquuee  jjee  ssooiiss  mméépprriisséé  ddee  mmeess              

                        ccoonnffrrèèrreess  ssii  jjee  mmaannqquuaaiiss  àà  mmeess  eennggaaggeemmeennttss..  
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