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aladie contagieuse, endémo-épidémique, à transmission 

essentiellement interhumaine, l’atteinte pulmonaire est la 

plus fréquente des localisations représentant la source 

habituelle de transmission, et réputée comme étant la maladie des 

pauvres par excellence, la tuberculose (TB) a fait et continue à faire 

des dégâts considérables dans le monde entier. Elle est responsable 

chaque année du plus grand nombre de décès dans le monde (plus 

de 3 millions), plus que le paludisme, le choléra, la diphtérie…et tant 

d’autres maladies infectieuses réunies. Considérée comme presque 

éradiquée dans les pays développés, l’épidémie du Syndrome 

d’Immunodéficience Acquis (SIDA) apparue depuis le début des 

années 80 l’a remise au devant de l’actualité et des préoccupations 

des autorités sanitaires mondiales comme facteur aggravant 
[1; 2; 3]

. 

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que le tiers de 

l’humanité (entre 1,7 à 2 milliards de personnes), est infecté par le 

bacille de Koch, Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis), et 

que, 22 pays comptent à eux seuls 80% des cas de tuberculose 

frappant la tranche d’âge 15-50 ans 
[4; 5]

, c'est-à-dire la période la 

plus productive de la vie des individus, ce qui explique l’incidence de 

la maladie de point de vue économique 
[6;7;8]

. 

Au Maroc, la tuberculose continue à poser un grand problème de 

santé publique; de part sa fréquence et sa gravité; malgré 

l’existence de programmes nationaux de lutte antituberculeuse 

depuis plusieurs années. En dépit de ces programmes, on enregistre 

en 2008, 25473 nouveaux cas 
[9]

. 

Un diagnostic rapide, suivi d'une mise au traitement sans délai 

pourrait  nous permettre de retrouver l'optimisme. 

Le diagnostic de la tuberculose est toujours heurté aux processus 

long et fastidieux des techniques de mises en évidence des 

mycobactéries. L’examen microscopique direct bien que facile à 

réaliser, manque de sensibilité, la culture qui reste de référence et 

M 
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de bonne sensibilité, demande parfois jusqu’à dix semaines d’où la 

nécessité de rechercher de nouvelles méthodes de diagnostic rapide, 

permettant une mise en route plus précoce et plus adapté à 

l’antibiothérapie 
[10; 11]

. 

Depuis Robert Koch (1882), le diagnostic de la tuberculose est 

affirmé par la mise en évidence du M.tuberculosis, M.bovis et 

M.africanum, après plusieurs semaines d'attente. Depuis une dizaine 

d'années, on assiste à l'émergence de techniques qui raccourcissent 

de manière tangible le temps nécessaire au diagnostic 

bactériologique. Parmi les premières techniques de culture rapide, a 

été initiée en 1997, l'utilisation de la respirométrie fluorimétrique, 

qui, depuis 1998, a profondément bouleversé l'organisation des 

laboratoires de mycobactériologie 
[12]

. 

Les objectifs du présent travail: 

1- Comparer les deux techniques de culture des mycobactéries ; 

la technique classique de référence : sur milieux solides 

(Löwenstein-Jensen et Coletsos) et la nouvelle technique rapide : 

sur milieu liquide ; à travers une étude réalisée sur 6000 patients 

admis à l’hôpital Mohammed V de Rabat. 

2- Spécifiquement : 

Evaluer la sensibilité de la technique rapide de détection des 

mycobactéries. 

Déterminer les performances du Mycobacterial Growth Indicator 

Tube (MGIT). 

Raccourcir le temps de culture des prélèvements positifs à  

microscopie négative afin d’éviter l’allongement du temps 

d’hospitalisation et entamer le traitement le plutôt possible.
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a TB humaine est une maladie qui a été reconnue depuis la 

haute antiquité 
[13]

. Elle a été décrite par Hippocrate sous le 

nom de «phtisie» et ses lésions ont été diagnostiquées sur 

des momies égyptiennes 
[14; 15]

. 

L’association entre la TB bovine et humaine a été suspectée 

plusieurs siècles avant la découverte du bacille tuberculeux 
[16]

. En 

1831, Gurlt a mis en évidence des similitudes entre la TB humaine 

et bovine 
[17]

. En 1846, Klencke a incriminé le lait des vaches 

comme source des adénites cervicales des enfants 
[18]

. Dès 1865, 

Villemin a soupçonné le caractère microbien de la TB 
[19]

. En 1873, 

Hansen découvre que la lèpre est causée par un fin bacille 
[20]

, qui a 

beaucoup de ressemblances avec celui qui sera découvert 9 ans plus 

tard par R. Koch. C’est en 1882 que ce dernier colore et fait pousser 

sur un sérum coagulé, le bacille responsable de la TB 
[21]

. En 

montrant peu après que le bacille coloré par la fuchsine anilinée 

n’est pas décoloré par l’acide nitrique au tiers, Ehrlich met en 

évidence l’acido-résistance des mycobactéries. Ziehl remplace 

bientôt la fuchsine anilinée par la fuchsine phéniquée et Neelson 

publie la méthode de coloration dite de Ziehl-Neelson, qui est 

couramment employée depuis lors 
[19]

. Dès la fin des années 1880, 

Nocard et Roux montrent que l’addition de la glycérine stimule la 

croissance du bacille. Les travaux de Rivolta en 1889, puis de 

Maffucci en 1890 conduisent à différencier le bacille aviaire du 

bacille humain. En 1890 aussi, la tuberculine est mise au point par 

Koch 
[22]

 et Guttman propose de l’utiliser pour le diagnostic 

allergique de la tuberculose dès 1891. En 1892, Bang préconise 

d’éliminer les animaux réagissant positivement à la tuberculine. A 

partir de 1902 et suite aux travaux de Smith (1896-1898), le bacille 

bovin est à son tour distingué du bacille humain. Les trois grandes 

variétés de bacilles pathogènes (humain, bovin et aviaire) sont dès 

lors connues, mais à côté de ces variétés, de nombreuses 

mycobactéries commensales ou saprophytes sont également 

L 
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décrites 
[18; 19; 23]

. Dès 1920, la pasteurisation du lait permet de 

réduire la mortalité infantile due à Mycobacterium bovis, et l’année 

suivante, Calmette et Guérin proposent leur vaccin vivant atténué, 

le BCG, obtenu par passages répétés sur un milieu bilié à base de 

pomme de terre (230 repiquage durant 13 ans) 
[19; 24]

. 

En 1944, Waksman découvre la streptomycine, premier 

antibiotique actif sur le bacille tuberculeux. Puis viennent, en 1949, 

l’acide para-amino-salicylique (PAS), en 1952, l’isoniazide, et après 

de nombreux autres antibacillaires, la rifampicine en 1967. 

En 1953, d’autres mycobactéries acido-alcoolo-résistantes, les 

bacilles «paratuberculeux» ont été mises en évidence dans les 

milieux les plus divers (eau, terre, fumier, beurre…). Pollak et Buhler 

confirment le pouvoir pathogène occasionnel de certaines espèces 

de mycobactéries et isolent Mycobacterium kansasii sur des 

cadavres humains, ce qui relance les recherches sur les 

mycobactéries atypiques responsables de diverses mycobactérioses 

humaines et animales 
[25]

. 

En 1968, Castets, Boisvert, Grumbach, Brunel et Rist décrivent 

une variété africaine du bacille tuberculeux, qui a été rapidement 

relevée au titre d’espèce et appelée «Mycobacterium africanum» 

[26]. 

On compte aujourd’hui plus de 100 espèces de mycobactéries, la 

plupart non pathogènes 
[27; 28]

. 
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I.  CARACTERES BACTERIOLOGIQUES : 

A. Taxonomie : 

Les mycobactéries appartiennent à l’ordre des actinomycétales, à 

la famille des mycobacteriaceae 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 
[29, 30]

. 

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).  

 

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 
[31, 32]

. 

b. L’aérobiose stricte : 

Elle est nécessaire pour la multiplication des mycobactéries. Les 

organes extrapulmonaires de part leur vascularisation sont très 

oxygénés, ce qui facilite leur contamination 
[33]

. 

c. La lenteur de multiplication :  

La division d’une mycobactérie dure vingt 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 
[34]

. 

d. La résistance primaire aux antibacillaires : 

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’antibacillogramme se fait par la « méthode des 

proportions » 
[35, 36]

. 

e. La résistance à la dessiccation :  

Les mycobactéries survivent en suspension dans l’air, ce qui 

facilite leur transmission aérienne 
[37]

. 
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f. Absence de sécrétions toxiques et enzymatiques :  

Ne libèrent ni toxines, ni enzymes, les mycobactéries sont 

pathogènes par leur pouvoir invasif 
[12]

. 

2. Morphologiques : 

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

microns de long et 0,3 microns de large), rectilignes ou légèrement 

incurvés aux extrémités arrondies, non capsulés et non sporulés 
[29, 

30]
. 

Après coloration au Ziehl-Neelsen (annexe) les mycobactéries 

apparaissent roses sur un fond bleu au microscope à l’immersion 
[38]

. Après coloration à l’Auramine (annexe) les mycobactéries ont 

une teinte vert-jaune au microscope à fluorescence 
[39]

. 

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 
[19]

. 
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3. Culturales : 

Tableau 1 : Caractères culturaux de certaines mycobactéries du 

complexe tuberculosis 
[40, 41]

. 

 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 

4. Biochimiques : 

Les mycobactéries produisent l’acide nicotinique ou niacine 

(niacine test ou test de KONNO) : la niacine est excrétée par la 

bactérie et elle est recherchée dans les cultures abondantes et âgées 

(plus de 4 semaines). Elle diffuse dans l’eau distillée et est révélée 

par une coloration jaune de l’extrait 
[29, 30, 42]

.  
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Elles réduisent les nitrates en nitrites (technique de VIRTANEN) 
[30, 42]

.  

On cherche aussi une catalase sur le produit de raclage d’une 

culture jeune à 22° et à 68° 
[30,42]

. 

Tableau 2 : Caractères biochimiques de certaines mycobactéries du 

complexe tuberculosis 
[29, 30, 42]

. 

 M.tuberculosis M.africanum M.bovis BCG 

NIACINE + Variable - - 

NITRATE 

REDUCTASE 
+ Variable - - 

CATALASE 

THERMOLABILE 

+ à 22°C 

- à 68°C 
+ + + 

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 (R : résistant; S : sensible) [33]. 

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 
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6. Sensibilité aux agents physiques et chimiques : 
a. 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 
[38, 43]

. 

b. Agents chimiques : 

Tableau 4: Activité de désinfectants sur les mycobactéries (Temps de 

contact : 20 mn à 20°C) 
[41, 43]

. 

 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 - - - 

*ppm=partie par million 
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Les produits cités, actifs sur les mycobactéries, sont également 

actifs sur les autres bactéries et sur les virus. 

Les ammoniums quaternaires n’ont pas d’action sur les 

mycobactéries; cette caractéristique est exploitée dans certains 

protocoles de décontamination des prélèvements biologiques 
[33]

. 

Certaines mycobactéries telles que M. chelonei et M. fortuitum 

résistent aux désinfectants hypochlorés et formolés 
[44]

. 
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II. EPIDEMIOLOGIE : 

Au Maroc, selon le guide national de lutte anti-tuberculeuse 

édition 2009 
[45]

, 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 
[46]

.  

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 
[47]

. 

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 
[48]

 (annexe). 
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Figure 2 : Transmission interhumaine des mycobactéries 

L’infection tuberculeuse peut être due également au 

Mycobacterium bovis ; en cas d’une consommation de lait contaminé 

non bouilli ou non pasteurisé 
[49]

. 

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 
[45]

. 

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 
[46]

. 

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

vaccination. 
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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), c’est une hypersensibilité retardée (HSR). Cette 

protection n’est pas totale au plan individuel mais c’est une 

protection de masse efficace 
[50, 51]

. 

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 
[52]

. 

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 
[33]

.  

La lecture se fait en mesurant le diamètre de l’induration selon la 

méthode du crayon à bille : 

 Négative <5mm. 

 Positive si ≥5 mm chez le sujet vacciné et si ≥ 10 mm 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 : 

Elle se fait par contact avec un bacillifère. 

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) 
[53]

. 

 L’environnement (promiscuité, entassement) 
[54]

. 

 Type de contact: on peut distinguer trois types 
[46]

 : 

 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 même milieu fermé (même étage) 

2. Développement d’une tuberculose : Dépend de : 

 la quantité des bacilles transmis 
[55]

, 

 surtout des facteurs intrinsèques 
[46]

: 

 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 
[54]

. 

E. Aspects épidémiologiques : 

Au Maroc, la tuberculose reste endémique, et la localisation 

thoracique occupe la première place 
[9]

. 



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

20 

III. 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 six semaines 
[56]

. 

A partir de là deux possibilités se présentent : 

 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 
[57]

. 

 Dans 10% des cas, l’évolution se fait vers la tuberculose 

maladie: huit cas sur dix se manifestent dans l’immédiat et les deux 

cas sur dix restants apparaissent tardivement 
[58]

. 

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 
[57]

. 
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IV. FORMES CLINIQUES: 
A. La Tuberculose pulmonaire commune : 

La tuberculose pulmonaire est le résultat soit d’une surinfection 

exogène à partir d’un sujet très contagieux (tuberculose primaire), 

soit d’une réinfection tuberculeuse, granulome ou tuberculose 

pulmonaire insuffisamment ou non traitée ayant laissé en place des 

bacilles vivants (tuberculose secondaire) 
[59]

. 

Généralement les lésions anatomiques et la symptomatologie 

clinique ne sont pas proportionnelles. 

Dans certains cas le tableau clinique est celui d’une maladie 

respiratoire aiguë : hémoptysie, épanchement pleural, 

pneumothorax, infection broncho-pulmonaire aiguë, bronchites 

récidivantes ne régressant pas de façon satisfaisante sous 

antibiothérapie usuelle. Le plus souvent, les symptômes s’installent 

progressivement sur plusieurs semaines ou plusieurs mois et 

persistent. La toux est le signe le plus fréquent ; elle est d’abord 

sèche puis productive. L’asthénie ne cède pas au repos, 

l’amaigrissement peut être rapide, la fièvre bien tolérée passe 

souvent inaperçue et accompagnée d’hypersudation à prédominance 

nocturne 
[60]

. 

La progression des lésions parenchymateuses ou pleurales peut 

expliquer une dyspnée ; d’abord à l’effort, puis permanente. 

La tuberculose complique le plus souvent le déficit immunitaire dû 

au VIH. Lorsque les deux infections coexistent, l’effet est cumulatif : 

l’infection par le VIH exacerbe la tuberculose et celle ci pourrait 

accélérer la progression de l’infection par le VIH 
[61]

. 

Chez les sujets séropositifs pour le VIH, la symptomatologie peut 

être atypique ; une fièvre prolongée, une perte de poids inexpliquée 
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constituent des signes d’appel suffisants pour initier une recherche 

de tuberculose 
[33]

. 

B. La Tuberculose extra pulmonaire : 

Les malades présentant une tuberculose extrapulmonaire ne sont 

pas contagieux s’il n’y a pas de localisations pulmonaires associées 
[33]

. Néanmoins elle doit être systématiquement recherchée en cas 

de tuberculose pulmonaire. On peut avoir : 

1. La pleurésie tuberculeuse : 

Elle est en général unilatérale, mais peut être bilatérale dans un 

quart des cas. Elle est isolée ou associée à l’atteinte d’une autre 

séreuse ou à une tuberculose pulmonaire. Le liquide est citrin, 

sérofibrineux, riche en lymphocytes. La pleurésie hémorragique et le 

pneumothorax sont peu fréquents. Le BK recherché par l’examen 

direct ou la culture est rarement retrouvé. La biopsie pleurale à 

l’aiguille d’Abrams permet un diagnostic rapide lorsqu’elle montre 

des granulomes caséeux 
[62]

. 

2. La méningite tuberculeuse : 

Elle se raréfie depuis la généralisation de la vaccination par le BCG 

dans le cadre du programme nationale de lutte antituberculeuse. Par 

contre le développement du SIDA risque de faire remonter sa 

prévalence. Les enfants et les adultes jeunes sont surtout atteints. 

Dans sa forme typique la méningite basilaire associe un syndrome 

méningé et un syndrome infectieux progressif et peu intense : fièvre 

au long cours, otalgie, vomissement. La raideur méningée est moins 

nette qu’au cours des méningites purulentes. A la ponction lombaire, 

le LCR est classiquement clair, avec une lymphocytose, une 

hyperalbuminorachie et une hypoglucorachie 
[62]

. 

Sa gravité nécessite la mise en route rapide du traitement. 
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La létalité avoisine 30%. Des séquelles fonctionnelles s’observent 

dans plus d’un tiers des cas : hémiplégie, paralysie des paires 

crâniennes, cécité par atrophie optique, troubles sensoriels, 

calcifications intracrâniennes 
[63, 64]

,… 

3. La tuberculose ganglionnaire : 

Très fréquente au niveau des tropiques, les adénopathies 

médiastinales et hilaires sont en général de taille modérée, mais 

peuvent parfois obstruer une bronche. En périphérie, les 

adénopathies sont surtout cervicales, puis axillaires et inguinales. 

Initialement fermes et mobiles, les ganglions sont ensuite fixés 

par une péri-adénite avec peu de signes inflammatoires. Les fistules 

externes à bord irrégulier laissent ensuite sourdre un pus caséeux 

qui se recouvre de croûtes 
[62]

. 

Le diagnostic repose sur la recherche de BK et la biopsie 

ganglionnaire. 

4. La Tuberculose ostéo-articulaire : 

La forme la plus fréquente est le mal de pott qui est l’atteinte de 

la partie antérieure de la colonne vertébrale. Le BK peut atteindre 

une ou plusieurs vertèbres par voie hématogène. Il provoque une 

nécrose caséeuse des bords ou du stroma des corps vertébraux qui 

s’effondrent et déforment le rachis avec apparition d’une gibbosité. 

La moelle et les racines nerveuses peuvent être lésées par des abcès 

intrarachidiens ou des lésions osseuses 
[62, 65]

. 

Les Symptômes rachidiens sont des douleurs radiculaires ou 

vertébrales, des raideurs localisées du rachis avec le signe de la 

sonnette. 
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5. Tuberculose urogénitale : 

Au niveau urinaire, la cystite révèle 60 à 70 % des tuberculoses 

urinaires. Cette cystite associe trois éléments classiques 
[62, 66]

: 

 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. 

Au niveau génital, 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 
[67, 68]

. 

Et au niveau néphrotique, 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.  
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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 tuberculose 
[62]

. 

6. La Miliaire tuberculeuse : 

Elle traduit une dissémination du bacille tuberculeux par voie 

hématogène. Les lésions tuberculeuses s’étendent à un grand 

nombre d’organes ; d’où le terme de « tuberculoses disséminées » 

préféré par certains auteurs. C’est une forme grave mettant en jeu 

le pronostic vital. Elle représente moins de 2% des tuberculoses et 

environ 10% des tuberculoses extrapulmonaires 
[69]

. 

Elle réalise le tableau d’une maladie aiguë généralisée ; le début 

est variable, brutal avec ascension thermique à 40ºC, mais il est le 

plus souvent progressif avec une asthénie croissante, un 

amaigrissement, des céphalées, des nausées et une insomnie. 

A l’examen on objective : 

 Un gargouillement de la fosse iliaque associé à un météorisme; 

 Une hépato-splénomégalie discrète. 

Il convient de rechercher d’autres localisations. L’examen de fond 

d’œil peut mettre en évidence des granulations choroïdiennes, 

témoignant d’une dissémination dans la circulation céphalique. 

7. Autres localisations possibles [70, 71, 72, 73, 74, 75]: 

On peut citer : la tuberculose péritonéale, la péricardite 

tuberculeuse, la tuberculose hépatique et/ou splénique, la 

tuberculose iléo-cæcale,  la tuberculose oculaire, la tuberculose 

cutanée etc.… 
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V. DIAGNOSTIC DE LA TUBERCULOSE : LA 

DEMARCHE CONDUISANT AU TRAITEMENT : 

Le diagnostic de la tuberculose est évoqué sur des signes 

généraux, des signes cliniques respiratoires ou extrarespiratoires, 

des examens complémentaires ou du fait d’un contexte 

épidémiologique particulier. Le diagnostic évoqué, des mesures 

d’isolement respiratoire sont prises durant la courte période 

diagnostique. Cette période doit conduire à éliminer le diagnostic, ou 

à mettre sous traitement dans la semaine les formes contagieuses et 

dans le mois les formes non contagieuses, en particulier 

extrarespiratoires. Cette mise sous traitement, avant ou après 

confirmation du diagnostic, est précédée d’une évaluation clinique et 

biologique visant à faire le bilan des localisations de la maladie, à 

rechercher des facteurs favorisants, en particulier une 

immunodépression, à rechercher des contre-indications à certains 

traitements antituberculeux, à rechercher des éléments orientant 

vers une résistance, et à faire le bilan psychosocial des éventuels 

freins au traitement 
[60]

. 

A. Contexte épidémiologique évocateur : 

Le diagnostic doit être évoqué largement chez une personne en 

provenance d’un pays de forte prévalence, chez une personne 

infectée par le VIH, sous corticoïdes ou sous traitement 

immunodépresseur ou anti-TNF, ou bien dans l’entourage d’un cas 

de tuberculose. Cependant, il ne faut pas négliger la possibilité de 

survenue de tuberculose en dehors de tout contexte 

épidémiologique particulier 
[60, 76]

. 
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B. Diagnostic clinique : 
1. Signes généraux : 

L’altération de l’état général est fréquente lors de la tuberculose, 

mais est souvent négligée par les patients qui lui attribuent 

volontiers d’autres causes. 

L’asthénie est fréquente et peut persister tout au long du 

traitement. L’amaigrissement peut, dans les formes graves, 

dépasser 10 kg. La reconstruction de la courbe de poids aide à 

déterminer le début de la maladie. La fièvre, généralement peu 

élevée, a rarement été vérifiée par la mesure de la température. Elle 

peut prendre un aspect oscillant avec frissons dans les formes 

sévères. Les sueurs nocturnes sont très fréquentes et doivent être 

systématiquement recherchées. L’ensemble de ces signes doit faire 

évoquer le diagnostic, en particulier devant une persistance de plus 

de trois semaines. 

Chez une personne en provenance d’un pays de forte prévalence 

ou dans une situation épidémiologique particulière, le diagnostic est 

souvent évoqué devant un tel tableau. En revanche, il est souvent 

négligé chez un sujet considéré comme non à risque, en dehors 

d’une situation épidémiologique particulière 
[60]

. 

2. Signes cliniques respiratoires : 

Les signes fonctionnels sont dominés par la toux qui devient de 

plus en plus fréquente au cours des semaines et ne cède pas aux 

traitements symptomatiques. Elle peut être productive ou non 

productive. Les hémoptysies ne surviennent que dans 10% des cas, 

mais inquiètent le malade et orientent rapidement vers le diagnostic. 

La dyspnée traduit une forme évoluée de la maladie ou une atteinte 

pleurale. Les douleurs thoraciques sont peu fréquentes. Là encore, la 

persistance des signes plus de trois semaines doit orienter vers le 

diagnostic et conduire à prescrire une radiographie. L’examen 
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clinique du thorax est remarquablement négatif dans les 

tuberculoses pulmonaires, contrastant en cela avec l’importance des 

signes cliniques et radiologiques 
[77]

. 

3. Signes cliniques extrarespiratoires : 

Ces signes sont très nombreux et dépendent de la localisation de 

la maladie 
[78]

: 

 Signes urinaires d’une tuberculose rénale ; 

 Atteinte épididymaire d’une tuberculose génitale masculine; 

 Stérilité d’une tuberculose génitale féminine ; 

 Adénopathie clinique fluctuante et parfois même douloureuse, 

d’une tuberculose ganglionnaire ; 

 Douleur lombaire ou articulaire d’une tuberculose osseuse ; 

 Dyspnée et douleur thoracique d’une péricardite tuberculeuse; 

 Troubles de la conscience et hyponatrémie d’une tuberculose 

méningée ; 

 Ictère d’une tuberculose hépatique miliaire ou par compression 

des voies biliaires. 

C. Rechercher une forme contagieuse : 

Chez les malades suspects de tuberculose pulmonaire, il est 

important, dès la suspicion du diagnostic, d’éliminer une forme 

contagieuse. La radiographie de thorax prescrite et réalisée dès le 

constat des signes cliniques est cruciale 
[60]

. 

S’il existe une cavité ou une image pulmonaire d’allure évolutive, 

l’isolement est immédiatement mis en place, avant même la 

confirmation diagnostique et aussi longtemps que l’on n’aura pas la 

certitude de l’absence de bacille à l’examen direct. 
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Même en l’absence de suspicion de forme contagieuse, on 

prendra, en milieu hospitalier, des précautions particulières pour 

séparer les malades suspects de tuberculose des patients 

immunodéprimés, en particulier séropositifs pour le VIH. Dans la 

mesure du possible, les malades suspects de tuberculose ne seront 

pas hospitalisés dans les mêmes unités que des patients séropositifs 

par le VIH ou recevant un traitement immunodépresseur 
[79]

. 

D. L’Imagerie : 

Les examens d’imagerie seront prescrits en fonction des signes 

cliniques. 

1. Radiographie thoracique : 

Elle est parfois  suffisante pour le diagnostic de tuberculose. Les 

images les plus typiques associent des opacités nodulaires plus ou 

moins confluentes, des infiltrations péribroncho-vasculaires et des 

cavitations. Les lésions touchent avec une grande prédilection le 

segment postérieur du lobe supérieur ou le segment apical du lobe 

inférieur. Une rétraction des lobes supérieurs témoigne de 

l’ancienneté de l’infection. Les calcifications ne sont observées que 

sur les lésions anciennes. D’autres aspects radiologiques peuvent 

être observés 
[60]

. 

Les images miliaires nécessitent, pour être vues, un cliché de 

bonne qualité. 

Chez les sujets fortement immunodéprimés, le cliché peut être 

quasiment normal, malgré une tuberculose pulmonaire. 

Les formes ganglionnaires médiastinales et pleurales témoignent 

fréquemment d’une contamination semi-récente ou récente. 
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Chez les personnes âgées, les tuberculoses lobaires inférieures 

sont plus fréquentes. 

Les formes pneumoniques de tuberculose sont des formes graves. 

Dans les formes atypiques, c’est la non-régression des signes qui 

avaient initialement fait évoquer une infection respiratoire banale qui 

attirera l’attention. La récupération de clichés anciens et l’analyse 

évolutive des lésions est un élément important du diagnostic de ces 

formes 
[60]

. 

2. Tomodensitométrie thoracique (scanner) : 

Le scanner thoracique est réservé aux quelques formes complexes 

dont l’image ne peut être correctement interprétée sur les clichés 

standards. Si le scanner est, en règle générale, inutile dans une 

tuberculose pulmonaire dont on a la preuve bactériologique, il peut 

être cependant utile, notamment pour les tuberculoses 

ganglionnaires, les atteintes pleurales complexes, les cas pour 

lesquels un diagnostic associé est discuté et pour les tuberculoses de 

l’enfant. On veillera à ne pas prendre, lors de cet examen, de risque 

de contamination des autres patients. Cet examen sera repoussé 

autant que faire se peut à une période où le malade n’est plus 

contagieux 
[76]

. 

3. L’imagerie extra-thoracique : 

L’imagerie extra-thoracique est, elle, le plus souvent indispensable 

au diagnostic des tuberculoses extrapulmonaires 
[60]

. 

E. Biologie (exceptée la bactériologie): 

On recherche sur la NFS (numération formule sanguine) l’absence 

de signes évocateurs d’une atteinte médullaire. L’absence de 

syndrome inflammatoire n’élimine pas le diagnostic. 
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On recherche de façon systématique une hyponatrémie qui, non 

expliquée par ailleurs, fait suspecter une méningite tuberculeuse. 

Une leucocyturie aseptique à l’examen cytobactériologique des 

urines (ECBU) doit faire pratiquer une recherche de BK dans les 

urines (cette recherche est inutile en l’absence de leucocyturie ou 

d’immunodépression grave). La normalité des transaminases et 

l’absence de cholestase témoignent de l’absence probable d’atteinte 

hépatique. Il est recommandé de pratiquer des sérologies de 

l’hépatite B et C en cas d’anomalie des transaminases. 

La sérologie VIH est justifiée, compte tenu de la fréquence de la 

coexistence des deux infections VIH et tuberculose, et sera proposée 

systématiquement 
[80]

. 

F. Histologie : 

La découverte d’un granulome épithélioïde et gigantofolliculaire 

oriente vers le diagnostic de la tuberculose. Un contexte évocateur, 

la présence de nécrose caséeuse, l’existence de BAAR à la coloration 

de Ziehl renforcent encore cette suspicion, mais la bactériologie est 

nécessaire pour confirmer le diagnostic et éliminer, en particulier, 

une mycobactérie non tuberculeuse 
[60]

. 

G. Confirmation du diagnostic : La bactériologie : 

Les arguments cliniques, radiologiques et histologiques 

(anatomopathologiques) ne sont pas spécifiques de la tuberculose et 

ne peuvent donc permettre qu’un diagnostic présomptif. C’est la 

mise en évidence de bacilles de la tuberculose dans les produits 

pathologiques qui constitue le diagnostic définitif. De plus, le suivi 

bactériologique d’un patient tuberculeux mis sous antituberculeux 

est indispensable pour confirmer la stérilisation des lésions 
[81]

. 
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1. Choix des prélèvements : 
a. Formes pulmonaires : 

Dans les formes pulmonaires, on privilégie les produits de 

l’expectoration spontanée. 

En effet, quand la toux est productive, l’expectoration est 

préférable au tubage gastrique. Les prélèvements d’aspect salivaire 

ne conviennent pas. Les prélèvements doivent être faits dans de 

bonnes conditions d’hygiène (récipient large, à fermeture 

hermétique), afin d’assurer la sécurité du personnel (port de 

masques de protection respiratoire) 
[12]

. 

Comme les émissions de bacilles de la tuberculose sont 

intermittentes, les examens bactériologiques doivent être répétés. 

Le nombre optimal de prélèvements est de 3 (1 par jour, 3 jours 

consécutifs), à réaliser avant la mise en route du traitement 

antituberculeux. 

S’il est difficile d’obtenir une expectoration ou si la recherche de 

bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) dans l’expectoration est 

négative, malgré un contexte clinique évocateur, deux autres 

méthodes de prélèvement sont proposées 
[60]

: 

 Le prélèvement du contenu gastrique par « tubage », réalisé le 

matin au réveil, à jeun, avant le lever du patient, ce qui nécessite 

une hospitalisation; elle peut durer trois jours si les premiers 

prélèvements sont négatifs. Il est plus volontiers effectué en milieu 

pédiatrique et gériatrique; 

 L’aspiration des sécrétions bronchiques au cours d’une 

fibroscopie bronchique et, éventuellement, la biopsie d’une lésion 

endobronchique. En l’absence de sécrétions, on procède à un lavage 

bronchoalvéolaire avec un faible volume (20 ml) d’eau distillée de 

préférence. Le recours à la fibroscopie bronchique n’est justifié 

qu’après trois prélèvements par tubage négatifs. Chez l’enfant, il 
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permet de repérer une adénopathie fistulisée ou une volumineuse 

adénopathie latéro-trachéale droite pouvant faire courir un risque 

vital. Il est contre-indiqué en cas d’images évocatrices de 

tuberculose à la radiographie pulmonaire en raison des risques de 

contagion pour l’opérateur et les difficultés pour décontaminer le 

fibroscope. 

b. Formes extrapulmonaires : 

En cas de suspicion de tuberculose rénale, les urines sont 

prélevées trois jours de suite, si possible après restriction hydrique. 

Pour le diagnostic de méningite tuberculeuse, le liquide 

céphalorachidien (LCR) est prélevé par ponction lombaire. Afin 

d’optimiser la découverte de bacilles de la tuberculose à l’examen 

microscopique et en culture, il est souhaitable de prélever au moins 

2ml de LCR et de signaler au laboratoire la suspicion de tuberculose. 

En cas d’adénopathies, l’exérèse est préférable à la ponction-

aspiration 
[82]

. 

Dans les formes disséminées, fréquentes chez les 

immunodéprimés, notamment les patients séropositifs pour le VIH, 

M. tuberculosis peut être cherché par hémoculture. Le prélèvement 

est réalisé sur tube spécial pour centrifugation-lyse, soit sur flacon 

spécial contenant un milieu de culture lytique radioactif ou froid. Le 

prélèvement de sang sur tube conventionnel n’est pas recommandé. 

En cas de biopsie (plèvre, péritoine, bronche, os, péricarde, foie, 

ganglion lymphatique, etc.), il convient de fractionner le 

prélèvement 
[83]

: 

 Un premier fragment est placé dans un tube sec, destiné à la 

bactériologie. Si le fragment est très petit et si l’analyse ne peut être 

effectuée rapidement, on ajoute quelques gouttes d’eau distillée 



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

34 

stérile (et non de sérum salé isotonique) pour l’examen 

bactériologique. La culture positive apportera la preuve formelle du 

diagnostic de tuberculose; 

 Un second fragment est destiné à l’examen 

anatomopathologique. Il peut être placé dans le formol, mais pas 

dans le liquide de Bouin qui altère l’acido-alcoolo-résistance. La 

présence de granulomes épithélio-gigantocellulaires est un argument 

présomptif dans un contexte clinique évocateur. La nécrose 

caséeuse constitue la lésion spécifique. 

Il faut éviter la contamination des prélèvements par l’eau de 

distribution du réseau ou d’autres liquides qui peuvent contenir des 

mycobactéries de l’environnement. Le rinçage de bouche avant 

expectoration est déconseillé et l’usage de récipients rincés à l’eau 

du robinet est proscrit. N’ajouter ni conservateur ni agents fixateurs 

aux prélèvements. Les prélèvements sont rapidement transportés au 

laboratoire pour éviter la multiplication d’autres bactéries ou 

champignons. Les prélèvements sont conservés au froid (+4 °C) en 

attendant leur manipulation 
[37]

. 

2. Démarche générale : 

Le diagnostic bactériologique de la tuberculose repose sur la mise 

en évidence des bacilles de la tuberculose. Les méthodes 

bactériologiques à mettre en œuvre comprennent la recherche de 

bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) par l’examen microscopique, 

l’amplification génique (méthodes rapides), la mise en culture sur 

milieux spécifiques, l’identification par méthode moléculaire ou 

biochimique des bacilles obtenus en culture et les tests de sensibilité 

aux antituberculeux 
[39]

. 

a. Méthodes rapides : 

Actuellement, il existe deux techniques bien différentes qui 

permettent de donner une réponse en quelques heures sur la 
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présence du bacille de la tuberculose dans un produit pathologique. 

Il s’agit de l’examen microscopique et de l’amplification génique. 

a.1.L’examen microscopique : 

Cet examen peut être effectué soit directement sur le produit 

pathologique soit après fluidification et décontamination. Le 

caractère d’acido-alcoolo-résistance des mycobactéries permet 

l’utilisation des colorations spécifiques : coloration de Ziehl Neelsen 

et auramine. Pour les laboratoires qui manipulent beaucoup 

d’échantillons, il est préférable d’utiliser l’auramine, la lecture 

s’effectuant à l’objectif 40 est beaucoup plus rapide que celle du 

Ziehl qui est réalisée à l’objectif 100 à l’immersion. Une positivité de 

l’auramine doit être cependant confirmée par une coloration de Ziehl 

qui permettra en plus de dénombrer les bacilles par champ 

microscopique. 

Cet examen, peu coûteux, permet un dépistage rapide en 

quelques heures, cependant il présente deux inconvénients : le 

manque de sensibilité et de spécificité. Il faut en effet plus de 104
 

bacilles par millilitre de produit pathologique pour que l’examen soit 

positif, et les différentes études montrent que le pourcentage de 

sensibilité est d’environ 50 % pour les échantillons d’origine 

pulmonaire et qu’il est encore plus faible pour les extrapulmonaires 
[83]

. 

a.2.Amplification génique : 

Actuellement, il existe plusieurs techniques d’amplification génique 

permettant la détection de M. tuberculosis à partir des produits 

pathologiques. 

Amplification par PCR : 

Réaction d’amplification génique par Polymerase Chain Reaction 

(PCR) : Il s’agit de l’amplification d’un fragment du gène codant 
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pour l’ARN 16S de M. tuberculosis. Cette technique a l’avantage 

d’utiliser l’uracile N glycosylase qui permet d’éviter les 

contaminations, d’autre part cette technique possède un contrôle 

interne et peut être utilisée de façon manuelle ou automatisée 

(Cobas) 
[85]

. 

Amplification de l’ARN par TMA : 

Réaction d’amplification transcriptionnelle de l’ARN par 

Transcription Mediated Amplification (TMA) : Cette technique fait 

appel à l’amplification isotherme d’une séquence spécifique de l’ARN 

16S générant des copies d’ARN. Il n’existe pas de contrôle interne et 

la technique est entièrement manuelle 
[39]

. 

Amplification par LCR : 

Réaction d’amplification génique par Ligase Chain Reaction (LCR) : 

C’est un procédé d’amplification par réalisation de cycle de ligature 

de 2 sondes nucléotidiques spécifiques de M. tuberculosis et choisies 

de manière à être juxtaposées lorsqu’elles s’hybrident à l’ADN cible. 

Le système de détection est basé sur un procédé d’immunocapture 

et cette technique est automatisée 
[39]

. 

Amplification par SDA : 

Réaction d’amplification par Strand Displacement Amplification 

(SDA) : Il s’agit d’une amplification isotherme d’ADN réalisée dans 

un automate qui couple amplification et détection. Il existe un 

contrôle interne automatique 
[39]

. 

Les puces à ADN : 

Une technique d’avenir : les puces à ADN, technologie en 

développement qui a été appliquée aux mycobactéries par 

 Troesh 
[86]

. Les résultats obtenus semblent d’un haut degré de 

discrimination puisque cette technique permet non seulement 
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d’identifier les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) mais aussi de 

séparer les différentes espèces du complexe tuberculosis. 

Comparaison des différentes techniques : 

Les études sont nombreuses, cependant il est difficile de comparer 

les différents pourcentages de sensibilité et spécificité des 

différentes techniques étant donné les disparités qu’il existe selon 

les échantillons testés. L’ensemble des publications donne des 

pourcentages de sensibilité compris entre 96 
[87]

 et 100% 
[88, 89]

 

pour les échantillons pulmonaires dont l’examen direct est positif. En 

revanche ces pourcentages semblent varier de façon importante 

selon les techniques pour les échantillons dont l’examen direct est 

négatif. Garrino et al. 
[90]

 utilisant la LCR trouvent seulement 27 % 

de sensibilité, Johansen et al. 
[91]

 43 % avec la SDA, Bogard et al. 
[87]

 71,1%avec la PCR Roche et O’Sullivan et al. 
[89]

 75% avec 

l’AMTD. Ces différences existent pour les prélèvements d’origine 

pulmonaire et sont majorées pour les extrapulmonaires. 

b. La culture : 

La culture reste donc actuellement la technique la plus sensible 

pour la mise en évidence de M. tuberculosis et donc la méthode de 

référence pour les autres techniques.  

Les échantillons prélevés dans des conditions d’asepsie rigoureuse 

peuvent être ensemencés directement ou si possible après 

centrifugation de façon à concentrer les bactéries. Les échantillons 

susceptibles de contenir des bactéries à croissance rapide feront 

l’objet d’une fluidification-décontamination ce qui a pour but 

d’homogénéiser les bactéries dans le produit et de détruire les 

bactéries indésirables. Les techniques classiques de Petroff (soude à 

4 %), de Tacquet et Tison (lauryl-sulfate et soude à 1 %) sont 

progressivement abandonnées au profit de celle de Kubica 
[148]

 

(Nacetyl-L-cystéine et soude) mieux adaptée aux nouveaux milieux 
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de culture 
[92]

. La méthode est considérée comme acceptable si 2 à 

4 % des cultures sont contaminées. 

Très longtemps, seuls les milieux solides de Löwenstein-Jensen et 

Coletsos (enrichi en pyruvate) à base d’oeuf coagulé ont été utilisés. 

Mais le délai de croissance de M. tuberculosis (15 à 28 jours) sur ces 

milieux a amené les industriels à formuler différents milieux liquides 

permettant une pousse plus rapide, et surtout à mettre au point des 

systèmes de détection de croissance de plus en plus performants. La 

première technique commercialisée en milieu liquide fut la méthode 

de respirométrie radiométrique ou système Bactec 460 TB 
[93]

. 

Cette méthode est basée sur la mesure du C14O2
 produit par la 

croissance des mycobactéries dans un milieu 7H12B contenant de 

l’acide palmitique radiomarqué au C14. Selon les études 
[94, 95]

, le 

délai moyen de culture varie de 8 à 11,8 jours quand le frottis est 

positif à l’examen microscopique et 14 à 17,8 jours quand il est 

négatif alors que le délai d’apparition des colonies sur milieu solide 

est respectivement de 18 et 28 jours. Cette méthode présente des 

avantages certains, mais aussi des inconvénients : l’échantillon doit 

être ensemencé à la seringue et les flacons contiennent un produit 

radioactif dont l’élimination est difficile et coûteuse. Aussi les années 

suivantes, plusieurs techniques de détection de croissance non 

radioactives en milieu liquide ont été mises au point. Actuellement il 

existe plusieurs milieux commercialisés: 

 La méthode Mycobacterial Growth Indicator Tube (MGIT) 

manuelle et automatisable (Bactec 960 TB) : il s’agit d’un tube 

contenant un sel de ruthénium qui émet une fluorescence visible en 

lumière violette lorsque la pression en oxygène diminue dans le 

tube. Les délais de croissance de M. tuberculosis sont proches de 

ceux obtenus avec le Bactec 460 TB 
[96, 97]

. Ce milieu ne peut pas 

être utilisé pour la recherche de mycobactéries dans le sang. Mais 

cette méthode tend à remplacer la précédente, vue l’absence des 

produits radioactifs et la facilité d’ensemencement. 
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 La méthode Bactec 9000MB: il s’agit d’une adaptation de la 

série des Bactec 9000 aux mycobactéries. Le principe est identique à 

celui du MGIT, la croissance est détectée par l’apparition d’une 

fluorescence liée à la diminution de la pression en oxygène. Ses 

performances semblent identiques au Bactec 960 TB pour les 

échantillons positifs à l’examen microscopique, mais inférieures pour 

les négatifs 
[98]

; 

 La méthode BacT/Alert 3D automatisée dont le principe repose 

sur l’acidification du milieu provoquée par le métabolisme bactérien, 

qui entraîne une modification de l’indicateur coloré contenu dans une 

pastille au fond du flacon. Le délai moyen de croissance est, selon 

les études, de 13 à 16 jours 
[99, 100]

; 

 Le dispositif SEPTI CHEK AFB est constitué d’un système 

diphasique liquide et solide. Le délai moyen de détection de la 

croissance est selon Sharp et al. 
[101]

 de 16 jours. Pour réduire le 

délai de détection, il est nécessaire de réaliser un examen 

microscopique systématique sur le milieu liquide car il n’existe aucun 

indicateur de croissance dans ce milieu ; 

 Le milieu MBRedox, tube de 5mL de milieu de Kirchner 

contenant un sel de tétrazolium qui, incolore en milieu oxygéné, se 

transforme en formazan de couleur rouge en atmosphère réduite. La 

présence d’une culture de M. tuberculosis se traduit par l’apparition 

de grains rouge-violet dont la lecture est parfois délicate. Le gain de 

temps de croissance par rapport au milieu de Löwenstein semble 

moins important qu’avec les autres milieux liquides 
[102]

; 

 Le milieu Bio FM (BIO RAD), tube de 5mL de milieu 7H12B 

enrichi en OADC. La croissance des souches de mycobactéries est 

détectée par un indicateur de positivité qui entraîne une coloration 

des cultures en bleu foncé pouvant aller jusqu’au violet. 

Quelle que soit la technique utilisée en milieu liquide, la 

contamination par des bactéries à pousse rapide est plus fréquente 

que sur les milieux solides. Il est donc nécessaire d’ajouter pour 
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tous, un mélange d’antibiotiques et d’antifongiques dont la 

composition varie selon le fabriquant. 

En conclusion, les milieux liquides apportent un gain incontestable 

dans le délai de diagnostic de M. tuberculosis et son utilisation 

semble justifiée dans les laboratoires de routine. Cependant, comme 

toute technique, ils présentent des inconvénients, l’isolement plus 

fréquent de bactéries non tuberculeuses sans implication 

pathologique, la difficulté de reconnaître la morphologie des colonies 

et leur coût. D’autre part, il est à noter que si certaines souches ne 

poussent qu’en milieu liquide, d’autres ne poussent qu’en milieu 

solide 
[100]

 et la méthode de culture la plus performante pour 

l’isolement de M. tuberculosis associe donc milieux liquides et 

solides. 

c. L’identification : 

Étant donné la fréquence d’isolement des MNT, l’identification du 

complexe tuberculosis doit être obligatoire et il est d’autre part 

recommandé de différencier les espèces M. tuberculosis, M. 

africanum, M. bovis et M. bovis BCG à l’intérieur de ce complexe. 

c.1.    Identification biochimique: 

Elle est basée sur les caractéristiques biochimiques de ces 

mycobactéries, c’est-à dire catalase thermosensible, nitrate 

réductase et niacine test (voir paragraphe des caractères 

biochimiques cité avant). Actuellement l’identification est basée 

sur la détection d’antigènes. 

c.2.    Hybridation moléculaire : 

La technique d’hybridation moléculaire a supplanté les méthodes 

d’identification biochimiques classiques. Actuellement trois 

techniques sont commercialisées : 
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 Accuprobe: il s’agit de sondes froides marquées par un ester 

d’acridinium qui permet le diagnostic différentiel entre le complexe 

tuberculosis et les mycobactéries non tuberculeuses les plus 

fréquemment rencontrées au laboratoire (M.avium, M.intracellulare, 

M.kansasii et M.gordonæ). Ces sondes sont très spécifiques 
[103]

, 

elles peuvent être utilisées à partir des milieux solides et liquides. 

L’identification basée sur la formation de complexes ADN-ARN 

ribosomiaux est réalisée en deux heures ; 

 INNO LiPA Mycobacteria: les sondes spécifiques sont 

immobilisées sur une bandelette, la réaction d’hybridation se fait 

après amplification d’une région de l’ADN codant pour l’espace 

intergénique 16–23S. Cette technique permet d’identifier les huit 

espèces les plus fréquemment isolées au laboratoire qui sont en plus 

de celle identifiées par Accuprobe, M.scrofulaceum, M.xenopi et 

M.chelonæ. En 2003 la commercialisation d’INNO LiPA Mycobacteria 

V2 ce qui va permettre l’identification de 16 espèces. La sensibilité 

et spécificité de cette technique est identique à celle d’Accuprobe 
[104]

, elle présente l’avantage de confirmer l’appartenance de la 

souche à la famille des mycobactéries dans le cas où l’identification 

d’espèce n’est pas possible, d’identifier un plus grand nombre 

d’espèces. En revanche, elle nécessite une amplification, donc un 

temps de manipulation beaucoup plus long et son coût est élevé; 

 GenoType Mycobacteria: il s’agit du même principe qu’INNO 

LiPA, cette méthode nécessite une amplification de l’espace 

intergénique 16–23S suivie d’une hybridation sur une bandelette où 

sont fixées des sondes biotinylées. Elle permet le diagnostic du 

complexe tuberculosis et de 15 espèces de MNT. Les évaluations de 

cette technique récemment commercialisée montrent des résultats 

proches des techniques déjà décrites 
[105, 106]

. 

Il existe d’autres techniques de biologie moléculaire comme la PCR 

Restriction Enzyme Analysis (PRA) 
[107] ou le séquençage de l’ARN 

16S 
[108] 

qui permettent l’identification du complexe tuberculosis, 
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mais ces techniques sont difficilement applicables dans un 

laboratoire de routine. 

c.3.  Conclusion 

Jusqu’à ces dernières années, la biologie moléculaire ne 

permettait pas de différencier les différentes espèces du complexe 

tuberculosis, ainsi l’identification basée sur des tests biochimiques 

comme la recherche d’acide nicotinique (niacine test), d’uréase, de 

nitrate réductase, la croissance en présence de TCH (acide 

thiophène-2-carboxylique), de cyclosérine et pyrazinamide reste la 

technique classiquement utilisée. Les premières techniques de 

biologie moléculaire permettant la différenciation d’espèces reposent 

sur l’utilisation des gènes MIRU 
[109]

, mais cette technique est 

lourde et reste difficilement applicable en routine. 

d. Étude de la sensibilité aux antibiotiques : 

d.1. Les méthodes phénotypiques : 

La méthode des proportions réalisée soit en milieu solide 
[110]

 soit 

en milieu liquide, est la technique de référence actuellement la plus 

utilisée. Elle permet de déterminer au sein d’une population donnée 

le nombre de mutants résistants ceci grâce à l’utilisation d’un témoin 

sans antibiotique, inoculé avec une dilution au 1/100 pour les 

milieux liquides. Sur milieux solides elle peut être effectuée 

directement à partir de l’échantillon décontaminé si l’examen 

microscopique est positif, ou à partir de la primoculture s’il est 

négatif. Les techniques en milieux liquides utilisant le Bactec MGIT 

960 et le système Bactec 460 TB donnent des résultats concordants 

avec les milieux solides 
[111]

 et ont l’avantage de donner ces 

résultats en 5 à 10 jours. Dès 2003, la technique sera validée pour 

le BacT/Alert 3D. Quelle que soit la technique, les antibiotiques à 

tester sont l’isoniazide, la rifampicine, l’éthambutol, la streptomycine 

et le pyrazinamide. Pour les souches multirésistantes, il est 
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nécessaire de tester d’autres antibiotiques tels que des 

fluoroquinolones ou aminosides, dans ce cas on peut utiliser la 

technique de Heiffets 
[112]

 qui revient à déterminer la concentration 

minimale inhibitrice. 

d.2. Les méthodes génotypiques 

Ces techniques consistent à détecter des mutations dans les gènes 

codant pour les cibles de l’antibiotique, principal mécanisme de 

résistance pour les mycobactéries. La plupart des mutations 

associées à la résistance sont maintenant connues et les détecter 

par séquençage après amplification de la région à étudier est aisé, 

mais il s’agit d’une technique nécessitant un matériel spécialisé non 

disponible dans les laboratoires de routine. 

Étant donné l’importance de la détection de la résistance à la 

rifampicine, témoin dans la majorité des cas de la multirésistance, le 

test INNO LiPARifTB ; dont la sensibilité est selon les études de 90 à 

97%et la spécificité proche de 100% 
[113]

 ; est commercialisé 

depuis plusieurs années. La technique est identique à celle décrite 

pour l’identification des mycobactéries, mais il s’agit là de 

l’amplification d’une partie du gène rpoB et de l’hybridation avec des 

sondes spécifiques de séquences génomiques sauvages ou mutées 

de la sous-unité b de l’ARN polymérase. Étant donné la faible 

incidence des souches multirésistantes 
[114]

 et le coût élevé du test, 

celui-ci est peu utilisé. La détection des résistances aux autres 

antituberculeux par les méthodes de biologie moléculaire reste du 

domaine des laboratoires spécialisés. 

e. Diagnostic sérologique 

Dans le domaine de l’immunologie, les techniques de détection 

des anticorps sont de plus en plus performantes, mais la difficulté 

d’obtenir un test correct pour la tuberculose est liée à la 

détermination d’épitopes spécifiques de M. tuberculosis. Il existe une 
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technique Elisa commercialisée (ANDA TB) qui utilise l’antigène A60, 

antigène commun à toutes les mycobactéries dont les résultats sont 

peu satisfaisants, surtout dans les formes extrapulmonaires 
[115]

. De 

nombreux essais 
[116, 117, 118]

 sont actuellement en cours de 

développement, mais restent du domaine de la recherche. 

f. Conclusion 

En tenant compte des nouvelles méthodes à la disposition d’un 

laboratoire de routine, la première étape du diagnostic reste 

l’examen microscopique. S’il est positif, dans la majorité des cas, le 

clinicien pourra orienter son diagnostic vers une tuberculose ou une 

mycobactériose. La culture est l’étape essentielle et indispensable, 

actuellement l’idéal serait de combiner milieux liquides et solides 

pour augmenter la rapidité de croissance et la sensibilité. 

L’identification de M. tuberculosis à partir des cultures doit être 

réalisée par les tests d’hybridation qui donnent une réponse en 

quelques heures. Les tests de sensibilité réalisés en milieu liquide 

apportent un gain de temps important par rapport au milieu solide. 

Donc actuellement, si l’examen microscopique est positif, le 

diagnostic de complexe tuberculosis peut être donné en 7 à 10 jours 

et l’antibiogramme en 15 à 20 jours. Ces délais sont majorés de 5 à 

10 jours si l’examen microscopique est négatif. 
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VI. TRAITEMENT : 
A. Objectif épidémiologique : 

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

est la tuberculose pulmonaire à microscopie positive 
[45]

. 

B. Objectif curatif : 

Guérir le malade quelque soit la localisation de la tuberculose et 

éviter les séquelles 
[45]

. 

C. Moyens et durée : 

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 
[45]

. 

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

Cette catégorie constitue la priorité majeure et regroupe 
[45, 119]

: 

 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. 

 La pneumonie caséeuse. 

 Mal de Pott avec atteinte neurologique.  
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 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 l’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 

neuroméningées. 

2. Catégorie II: 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 

deux phases 
[45, 119]

: 

La phase initiale d'une durée de trois mois. Durant cette phase le 

malade est mis sous l’association SRHZE: 6 jours sur 7 pendant les 

http://www.ambafrance-ma.org/archives/marocweb/projet09/news.htm
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deux premiers mois; puis association RHZE: 6 jours sur 7 pendant le 

troisième 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 cinq 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. 

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) 
[45, 119]

. 

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. 
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4. Catégorie IV : tuberculose chronique et 
multirésistante: 

Ils doivent être transférés dans l'un des deux 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, généralement plus toxiques et 

moins efficaces que ceux utilisés dans les régimes thérapeutiques 

classiques appliqués aux formes pharmacosensibles 
[45, 120]

. 

Cette éventualité est tout à fait exceptionnelle si la standardisation 

des régimes de base est rigoureusement appliquée. 

D. AUTRES REGIMES : 
1. Toxicité majeure à l'un des antibacillaires : 

En cas de toxicité médicamenteuse majeure, la conduite à tenir 

est comme suit 
[45, 120]

: 

 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 
[45, 121]

. 

 

http://www.ambafrance-ma.org/archives/marocweb/projet09/priseen.htm
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 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 
[45, 121]

. 

 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 
[45, 121]

. 

 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 
[45, 121]

. 

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 
[45, 121]

. 

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 
[45, 121]

. 

 Malade ayant un diabète : 

Aucune modification du régime chimiothérapique ne doit être 

entreprise. Cependant, le diabète doit être contrôlé par des 

glycémies à jeun 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 
[45]

. 
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PARTIE PRATIQUE 
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I. MATERIEL ET METHODES : 
A. Lieu et durée d’étude : 

Cette étude aborde sur un mode rétrospectif les cultures des 

prélèvements  colligés entre juillet 2006 et avril 2010 au sein du 

service de Microbiologie de l’Hôpital Militaire d’Instruction 

Mohammed V (HMIMV) à Rabat pour la recherche des 

mycobactéries. 

B. Critères d’inclusion :  

Sont inclus tous les prélèvements reçus au service de 

microbiologie de l’HMIMV provenant de patients fortement suspectés 

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

examens complémentaires (radiologie, examens biochimiques) et 

qui étaient cultivés par les deux techniques de culture des 

mycobactéries (la technique classique sur milieu solide [Löwenstein 

Jonson et Coletsos] et la technique rapide sur milieu liquide [MGIT]). 

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, nature du prélèvement, date d’incubation et les dates des 

résultats des cultures. 

C. Critères d’exclusion : 

Sont exclus tous les prélèvements qui n’étaient cultivés que par la 

technique classique de culture des mycobactéries. 

 

 

 



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

53 

D. 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 ans.  

Le sexe ratio est de 1,6.  

La majorité des patients ont présenté des signes cliniques 

évocateurs d’une tuberculose surtout pour les patients ayant une 

tuberculose pulmonaire. 

E. Analyses bactériologiques :  

Elles obéissent au guide des bonnes exécutions des analyses aux 

laboratoires (GBEA) dans une atmosphère sécurisée selon le guide 

de lutte antituberculeuse de la direction d’épidémiologie 
[45]

. 

1. Mesures de sécurité appliquées dans ce laboratoire : 
a. Aménagement : 

Le laboratoire où les analyses ont été effectuées : 

 Est ensoleillé, bien aéré, suffisamment éclairé et assez 

spacieux pour qu’on puisse opérer en toute sécurité. Les 

revêtements (sol, murs et plafond) sont 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 (Bétadine scrub et 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 
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nettoyer. En dehors de la zone de travail sont situés les locaux pour 

les prélèvements, pour le secrétariat et les vestiaires. 

b. Mesures de sécurité concernant le personnel : 

Tous les prélèvements ont été manipulés par un personnel exempt 

d’infection respiratoire aigue, vacciné par le BCG et suivie par un 

examen médical incluant une radiophotographie thoracique une fois 

par an. 

c. 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 microaérosols (ce sont des 

résidus de gouttelettes, d’environ 5µ de diamètre, contenant des 

bacilles) qui sont projetés jusqu’à plus de 60 cm du point de 

manipulation, favorisant une contamination par inhalation de ces 

particules.  

Les mesures de sécurité ont consisté : 

 En la réduction de la production des aérosols en évitant les 

manipulations brusques et la production de mousse lors des 

agitations mécaniques. 
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 En la rétention et la destruction des aérosols produits en 

manipulant les prélèvements sous une hotte biologique de sécurité. 

 En la conception du lieu de manipulation de manière à ce qu’il 

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

d. Mesures supplémentaires de sécurité : 

 Le pipetage à la bouche ainsi que fumer et manger sont 

strictement interdits. Ne sont utilisées que des micropipettes 

automatiques et des pipettes pasteur avec poires. 

 Le port des blouses, charlottes, sur-chausses, gants et 

masques de protection lors de la manipulation est obligatoire. 

2. Préparation des prélèvements : 

     

Figure 3 : PRELEVEMENTS, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

a. Prélèvements d’origine pulmonaire : 

Les crachats, les tubages gastriques et quelques fois les 

aspirations bronchiques (tous les mercredis) ou les lavages 

bronchoalvéolaire sont les plus fréquemment reçus dans des flacons 

stériles à large ouverture, à fermeture hermétique et bien étiquetés. 

Tous les prélèvements d’aspect salivaire sont refaits. 
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b. Prélèvements d’origine extrapulmonaire : 

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. Deux à trois prélèvements successifs sont pratiqués, et les 

prélèvements seront répétés, en cas de négativité de la culture, trois 

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 sont recueillies stérilement. Cette recherche est 

effectuée chez les sujets immunodéprimés en cas d'autres 

prélèvements négatifs chez ces patients et devant une forte 

suspicion de tuberculose. Trois prélèvements successifs à 3 jours 

d'intervalle sont réalisés. 

Les prélèvements des selles sont rarement reçus, 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 un examen direct par la technique de Ziehl-

Neelsen est essentiellement réalisé. 

En plus des prélèvements extrapulmonaires précédemment cités 

l’unité de bactériologie reçoit des prélèvements tissulaires 

(ganglions, foie, poumon, peau, os,...) qui sont réalisés stérilement 

afin d’éviter une étape de décontamination sur des échantillons 

généralement pauvres en mycobactéries, ces prélèvements sont 

acheminés rapidement pour éviter la dessiccation des prélèvements 

de faible volume. 



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

57 

Les abcès, les lésions cutanées ou plaies et les liquides 

d'aspiration sont réalisés après désinfection de la peau à l'alcool. Le 

liquide récupéré après ponction est recueillie dans un tube sec 

stérile. En revanche, pour les lésions cutanées, une biopsie à la 

périphérie de la lésion est réalisée. 

 

Figure 4 : ECRASEMENT D’UNE BIOPSIE, service de microbiologie, HMIMV, RABAT 2010 

3. Traitement des prélèvements : 

L’analyse bactériologique des différents prélèvements est 

effectuée par deux techniques de culture : une rapide (en milieu 

liquide) et une classique (en milieu solide), cette dernière est 

considérée comme le gold standard ou méthode de référence 

(annexe). 

Recherche des mycobactéries: 

Figure 5 : IDENTIFICATION DES PRELEVEMENTS, service de Microbiologie, HMIMV 

RABAT 2010 
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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 inscrits dans le registre. 

La recherche des mycobactéries au sein du service est basée 

essentiellement sur l’examen direct et surtout la culture. 

a. Examen direct au microscope : 

 

Figure 6 : REALISATION DES FROTTIS, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

 Réalisation des frottis: elle est faite 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. 

 

 Colorations: 

COLORATION A L’AURAMINE: 

Principe : elle est basée sur l’sage d’un fluorochrome qui est 

l’auramine, ce dernier est gardé par les mycobactéries après 

traitement à l'acide alcool. Le rouge thiazine est le colorant de 

contraste.  
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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 : 400). 

C’est un test de présomption. Les lames doivent être contrôlées 

par le Ziehl-Neelsen.  

Technique de coloration :  

 

Figure 7 : COLORATION A L’AURAMINE, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

On couvre les frottis fixés à la chaleur par la solution d’auramine 

pendant 15 à 20 mn. Après lavage à l’eau on décolore par l’alcool-

acide pendant 5 à 10 mn,  on relave a l’eau puis on les recouvre de 

la solution de rouge thiazine pendant 1min30sec, on effectue un 

dernier lavage à l’eau avant de sécher les lames pendant une  à 

deux minutes. 

Résultats : 

On effectue la lecture au microscope à fluorescence (objectif 40 

sans immersion) 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. 
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Figure 8 : AURAMINE A PARTIR D’UNE COLONIE DE M. tuberculosis, service de 

microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

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 colorant de contraste. 

Technique de coloration :                  

 

Figure 9 : COLORATION AU ZIEHL-NEELSEN, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 

2010 

On utilise des frottis fixés à la chaleur et non pas à l’alcool, on 

utilise aussi les lames colorées à l’auramine et suspectées positives 

au microscope à fluorescence.  

On recouvre les frottis par la Fuschine de Ziehl filtrée 

extemporanément sur papier filtre et on chauffe les lames 
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doucement jusqu'à l'émission de vapeur en évitant l'ébullition et le 

dessèchement du colorant (coton flambé passé régulièrement sous 

la lame)   trois fois à 10min d’intervalle. 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 avant les sécher. 

Résultats :  

Les BAAR apparaissent rouges sur fond bleu. On Effectue une 

numération par champs (Objectif  100 à immersion) :  

 

Figure 10 : ZIEHL NEELSEN A PARTIR DU PUS D’UNE ULCERATION CUTANEE, service de 

microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

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

suivante : (Codification OMS/UICTMR*) (Tableau 5) 
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Tableau 5: *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). 

b. Cultures des mycobactéries : 

 Décontamination des échantillons : 

 

Figure 11 : DECONTAMINATION, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 
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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 Mycobacteria Growth Indicator tube: MGIT). 

Pour notre étude, tous les prélèvements ont été décontaminés par 

le N-acétyl-cystéine sodique que ça soit pour la technique classique 

ou pour la technique rapide. 

 Neutralisation et centrifugation :  

Neutralisation : 

 

Figure 12 : NEUTRALISATION, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

Les produits déjà décontaminés sont alcalins, la neutralisation se 

fait par une solution tampon phosphate contenant le pourpre de 

bromocrésol jusqu’au virage au jaune tout en respectant les 

conditions d’asepsie. 

Centrifugation : 

Après neutralisation des produits, on les centrifuge, pendant 15 

minutes à 3000 tours/min et les culots de centrifugation servent à 

l’ensemencement à raison de 0,2 ml par tubes. 
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Figures 13 : CENTRIFUGATION, service de MICROBIOLOGIE, HMIMV RABAT 2010 

 Inoculation des milieux de cultures : 

  

Figures 14 : INOCULATION DES MILIEUX, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

   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) 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) 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. 
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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 

extemporanément 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). 

 Incubation des cultures : 

Technique classique : 

  

Figures 15 : INCUBATION DES CULTURE SUR MILIEUX SOLIDE A L’ETUVE, service de 

Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

   On place les tubes à l’étuve à 37°C, en position incliné, mi-

fermés, on ne les ferme qu’après évaporation du liquide. 

L’incubation peut aller jusqu’à 12 semaines. 
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Technique MGIT : 

 

Figure 16 : INCUBATION DES MILIEUX DANS LE MGIT Bactec 960, service de 

Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

On place les tubes, bien fermés, dans l’automate à 37°C, le délai 

d’incubation est de 42 jours au maximum. 

 Lecture des cultures : 

 

Figures 17 : DEBLEAGE, service de Microbiologie, HMIMV RABAT 2010 

Milieux solides : 

Elle se fait à l’œil nu. Et tant que la croissance des mycobactéries 

est lente, on fait la lecture une fois par semaine. 

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

à surface rugueuse, en choux fleur et elles n’apparaissent qu’en 

21ème jours en moyenne. 
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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. 

 

Figure 18 : CULTURE POSITIVE SUR UN MILIEU SOLIDE, service de microbiologie, 

HMIMV RABAT 2010  

On contrôle toutes les cultures suspectées positives par coloration 

au Ziehl. 

 

Figure 19 : ZIEHL NEELSEN A PARTIR D’UNE COLONIE M. tuberculosis, provenant d’un 

tubage gastrique, service de microbiologie, HMIMV RABAT  2010  
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F.  Analyse des données : 

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

considération toutes les variables à exploiter (renseignements 

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

date d’incubation et la date des résultats). 

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

SPSS (Statistical Package For Social Science) version 18.0. 

Les variables qualitatives on été exprimées en pourcentage et /ou 

en effectif, et font l’objet du test Khi deux. Les variables 

quantitatives ont été exprimées en moyenne. 

G. 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 vitesse de 

pousse (VP), la sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive 

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

courbe de ROC  (annexe). 
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II. RESULTATS : 

Sur la période allant de juillet 2006 à avril 2010, 4448 

prélèvements ont bénéficié  au  même temps de la culture sur milieu 

solide et la culture sur milieu liquide. 

En fonction du site de prélèvement, on peut distinguer 2712 

prélèvements pulmonaires, soit 61% des prélèvements, et  1736 

prélèvements extrapulmonaires, soit 39% du total (fig 20). 

 

Figure 20 : Répartition des prélèvements selon le site de prélèvement, service de 

microbiologie,  HMIMV RABAT 2010. 

A. Examen direct : 

Les résultats de l’examen direct montrent que 208 prélèvements 

sont positifs, soit 4,7%, et que le reste est négatif, soit 95.3% (fig 

21). 
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figure 21 : Résultats de l’examen direct, service de microbiologie,   HMIMV RABAT 

2010. 

Pour les prélèvements pulmonaires,  180, soit 6,6% ont été 

révélés positifs à l’examen direct. Les 2532 restants ont été 

négatifs, soit 93,4% (fig 22). 

 

Figure 22 : Résultats de l’examen direct pour les prélèvements pulmonaires, service de 

microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

Seules, 28 prélèvements, soit 1,6% on été positifs à l’examen 

direct. Les 98,4% (1708) restants ont été négatifs (fig 23). 
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Figure 23 : Résultats de l’examen direct pour les prélèvements extrapulmonaires, 

service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

B. Culture sur milieu liquide : 

La culture sur milieu liquide est positive pour 377 prélèvements, 

soit 8,5%, négative pour 3608 prélèvements, soit 81.1% et 

contaminée pour le reste (fig 24).  

 
Figure 24 : Résultats de la culture sur milieu liquide, service de microbiologie,  HMIMV 

RABAT 2010. 
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Pour les prélèvements pulmonaires, 317 (11,7%) cultures étaient 

positives, 323 (11,9%) étaient contaminées et sur les 2395 (76,4%) 

restantes, le MGIT n’a detecté aucune pousse (fig 25). 

 

Figure 25 : Résultats de la culture rapide pour les prélèvements pulmonaires, service de 

microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

La culture des prélèvements extrapulmonaires a révélée 200 

pousses : 60 (3,5%) cultures positives et 140 (8,1%) cultures 

contaminées. 1536 (88,5%) cultures n’ont pas poussé (fig 26). 

 

Figure 26 : Résultats de la culture rapide pour les prélèvements extrapulmonaires, 

service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 
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C. Culture sur milieu solide : 

397 cultures positives, soit 8,9%, 3719 cultures négatives, soit 

83,6% et 332 cultures contaminées, soit 7,5% sont les résultats de 

la culture des prélèvements sur milieu solide (fig 27). 

 
Figure 27 : Résultats de la culture sur milieu solide, service de microbiologie, HMIMV 

RABAT 2010. 

Pour les prelevements pulmonaires, le Gold standard a mis au 

point 307 (11,3%) atteites par la tuberculose pulmonaire, 221 

(8,1%) cultures contaminées et 2184 (80,5%) cultures négatives 

(fig 28). 

 
Figure 28 : Résultats de la culture classique pour les prélèvements pulmonaires, service 

de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 
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Et parmi les prélèvements extrapulmonaires, la culture sur milieu 

solide a révélé  90 (5,2%) atteintes par la tuberculose 

extrapulmonaire, 111 (6,4%) cultures contaminées et 1535 (88,4%) 

n’ont pas poussé (fig 29). 

 

Figure 29 : Résultats de la culture classique pour les prélèvements extrapulmonaires, 

service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

D. Vitesse de pousse : 

En faisant la différence entre la date de révélation des résultats 

positifs et la date de mise en culture des prélèvements et en 

calculant la moyenne de ces différences, on constate que la vitesse 

de pousse des mycobactéries sur milieu liquide est de 11,1 jours et 

de 29,3 jours pour les milieux solides (fig 30). 
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Figure 30 : Vitesse de pousse des mycobactéries sur milieux liquide et solide, service de 

microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

Pour les prelevements pulmonaires, la vitesse moyenne de pousse 

a été 27,3 jours pour les cultures sur mileu solide et de 10,6 jours 

pour les cultures sur milieu liquide (fig 31). 

 

Figure 31 : Vitesse de pousse des mycobactéries sur milieux liquide et solide pour les 

prélèvements pulmonaires, service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

La vitesse moyenne de pousse des cultures prélèvements 

extrapulmonaires a été de 15,5 jours pour le milieu liquide et 36,1 

jours pour les milieux solides (fig 32). 
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Figure 32 : Vitesse de pousse des mycobactéries sur milieux liquide et solide pour les 

prélèvements extrapulmonaires, service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

Impact du résultat de l’examen direct sur la vitesse de 

pousse : 

La vitesse de pousse des cultures dont les prélèvements sont 

révélés positifs à l’examen direct (fig 33) : 

 

Figure 33 : Vitesse de pousse des mycobactéries sur milieux liquide et solide pour les 

prélèvements positifs à l’examen direct, service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 
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La vitesse de pousse des cultures dont les prélèvements sont 

révélés négatifs à l’examen direct (fig 34) : 

 

Figure 34 : Vitesse de pousse des mycobactéries sur milieux liquide et solide pour les 

prélèvements négatifs à l’examen direct, service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

E. Indices informationels : (annexe) 

En calculant la sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive 

positive et la valeur prédictive négative de l’examen direct et de la 

culture rapide, les résultats suivants sont obtenus (fig 35) : 
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Figure 35 : Indices informationnels de l’examen direct et de la culture rapide, service de 

microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

Parmi les tuberculeux, seuls 36% ont un examen direct positif et 

98,4% des sains ont un examen direct négatif : l’examen direct est 

spécifique mais il manque de sensibilité, à l’inverse de la culture 

rapide qui a une sesibilité de 70% (fig 35). 

Et 68,8% parmi les examens directs positifs sont des tuberculeux 

et 94% des négatifs sont des sains. Pour la culture rapide, 73,7% 

des cultures positives sont révélés  des tuberculeux et 97,1% des 

cultures négatives sot des sains (fig 35). 

Les indices informationels selon le type de prelevement : 

 Prélèvements pulmonaires (fig 36) : 

 

Figure 36 : Indices informationnels de l’examen direct et de la culture rapide pour les 

prélèvements pulmonaires, service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

 Prélèvements extrapulmonaires (fig 37): 
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Figure 37 : Indices informationnels de l’examen direct et de la culture rapide pour les 

prélèvements extrapulmonaires, service de microbiologie, HMIMV RABAT 2010. 

F. Comparaison des deux types de culture : 
1. Vitesse de croissance des mycobactéries : 

Tableau 6 : comparaison des vitesses moyennes de pousse des cultures 

des mycobactéries sur milieu liquide et sur milieu solide, service de 

microbiologie, HMIMV RABAT 2010: 

Vitesse de pousse 
Culture sur milieu 

liquide 

Culture sur milieu 

solide P 

Vitesse moyenne de pousse 

(générale) 
11,1 29,3  <0,001 

Vitesse moyenne de pousse 
des cultures à prélèvements 

pulmonaires 
10,6 27,3 <0,001 

Vitesse moyenne de pousse 
des cultures à prélèvements 

extrapulmonaires 
15,5 36,1  <0,001 

Vitesse moyenne de pousse 

des cultures à microscopie 
positive 

9,3 26,4  <0,001 
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Vitesse moyenne de pousse 
des cultures à microscopie 

négative 
12,7 31,1 <0,001 

Le délai de croissance sur milieu liquide est toujours plus court 

que celui sur milieu solide et la différence constatée entre les deux 

vitesses de croissance est statistiquement significative (P<0,001). 

La vitesse de pousse est influencée par : 

 Le type de prélèvement : elle plus précoce pour les 

prélèvements pulmonaires que pour les extrapulmonaires. 

 Le résultat de l’examen direct : lorsqu’il est positif la culture 

posse plus rapidement que lorsqu’il est négatif. 
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2. Résultats des cultures : 

Tableau 7 : comparaison des résultats des cultures des mycobactéries 

sur milieu liquide et sur milieu solide, service de microbiologie, HMIMV 

RABAT 2010: 

 
Culture sur 

milieu liquide 
Culture sur 

milieu solide 
P 

Cultures positives 377 397 0,176 

Cultures négatives 3608 3719 <0,001 

Cultures contaminées 463 332 <0,001 

Cultures positives à 
prélèvements pulmonaires 

317 307 0,420 

Cultures négatives  à 
prélèvements pulmonaires 

2072 2184 <0,001 

Cultures contaminées à 

prélèvements pulmonaires 
323 221 <0,001 

Cultures positives à 
prélèvements 

extrapulmonaires 
60 90 <0,001 

Cultures négatives à 
prélèvements 

extrapulmonaires 
1536 1535 0,949 

Cultures contaminées à 
prélèvements 

extrapulmonaires 
140 111 0,035 

Cultures positives à 

microscopie positive 
160 143 0,027 
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Cultures positives à 

microscopie négative 
217 254 0,003 

La différence entre les cultures positives sur milieu liquide (377 

soit 8,5%) et ceux sur milieu solide (397 soit 8,9%) n’est pas 

statistiquement significative (P=0,176), cela veut dire qu’on a le 

choix d’ensemencer soit le milieu solide, soit le milieu liquide. Mais 

cela n’est valable que pour les cultures positives à prélèvements 

pulmonaires (P=0,420), alors que pour les prélèvements 

extrapulmonaires, la différence constatée est statistiquement 

significative (P<0,001), par conséquent, l’ensemencement des deux 

milieux de culture est nécessaire. 

Les courbes de ROC ci-après confirment les résultats cités 

auparavant. 

Ainsi, pour les prélèvements pulmonaires, les deux courbes 

représentant les cultures positives sur milieu solide et sur milieu 

liquide se chevauchent (fig 38). 
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Figure 38 : Courbe de ROC comparant le diagnostic de la tuberculose pulmonaire par la 

technique rapide et la technique classique. 

Pou les prélèvements extrapulmonaires, les deux courbes ne 

chevauchent pas, mais sont très rapprochés, ce qui veut dire que la 

différence entre les deux techniques est minime et les deux 

techniques sont complémentaires (fig 39). 
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Figure 39 : Courbe de ROC comparant le diagnostic de la tuberculose extrapulmonaire 

par la technique rapide et la technique classique. 
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III. DISCUSSION : 

Grand fléau de l’histoire de l’humanité. La tuberculose fait à elle 

seule aujourd’hui, plus de victimes que le paludisme et le sida réunis 
[5, 122]

. Malheureusement, la lenteur de croissance des 

mycobactéries a longtemps entravé les études concernant cette 

maladie et son développement. Le diagnostic de la tuberculose 

repose principalement sur l’isolement en culture et l’identification du 

germe responsable. 

L’analyse des résultats de l’examen direct a montré qu’il y a des 

discordances avec le Gold standard, 65 faux positifs et 254 faux 

négatifs. En effet, l’examen direct permet seulement de conclure sur 

la présence des BAAR dans les prélèvements, d’où la nécessité de la 

mise en culture, ce qui va confirmer la présence des mycobactéries 

viables responsables de la maladie. 

Ces discordances entre examen microscopique positif et cultures 

négatives sont  dues, d’une part, au fait qu’il peut arriver que les 

BAAR vus 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, ces résultats sont retrouvées dans certaines 

études 
[123, 124, 125]

 qui ont montré que jusqu’à 90% des résultats 

de l’examen direct peuvent être faussement positifs. D’autre part, 

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 et 

d’autres problèmes lors de la manipulation de l'échantillon: tel une 

décontamination trop forte, mais aussi l'utilisation de réactifs chlorés 

non stériles ou reconstitués avec l'eau du robinet 
[125]

. 

Pour les résultats négatifs en examen direct et qui sont positifs en 

cultures, ils sont dus au fait qu’il faut104 bacilles/ml de produit 

pathologique pour que l’examen direct soit positif 
[126]

. 
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La même analyse; effectuée sur les prélèvements pulmonaires et 

extrapulmonaires séparément; montre que ces discordances sont 

plus important lorsqu’il s’agit des prélèvements extrapulmonaires. 

L’examen direct est peu coûteux, spécifique (98% pour la TB 

pulmonaire et 99% pour la TB extrapulmonaire), mais il manque de 

sensibilité (42% pour la TB pulmonaire et 16% pour la TB 

extrapulmonaire) et par conséquent, il ne peut pas être destiné au 

dépistage. 

La comparaison des résultats positifs des deux types de cultures 

montre une coïncidence totale pour les prélèvements pulmonaires, à 

l’inverse des extrapulmonaires. Ceci peut être expliqué par : 

 Les prélèvements pulmonaires sont plus riches en bacilles 

tuberculeux que les extrapulmonaires, ceci est expliqué par le fait 

que l’examen direct est plus sensible lorsqu’il s’agit des 

prélèvements pulmonaires sachant que sa sensibilité dépend 

essentiellement de la concentration des BAAR. 

 La sensibilité de la culture sur milieu liquide dépend de la 

concentration en bacilles dans le prélèvement, et les résultats 

prouvent que le taux de positivité de la culture sur milieu liquide 

augmente lorsque l’examen direct est positif. 

Dans cette étude, la sensibilité de la culture en milieu liquide par 

rapport au milieu solide est de 70% (en fait, 76,5% pour la 

tuberculose pulmonaire et 47,8% pour la tuberculose 

extrapulmonaire), ces résultats concordent avec ceux des autres 

études où cette culture a une sensibilité de 50 à 95 % 
[127, 128]

, 

mais pas pour les prélèvements extra pulmonaires, cela est du au 

fait que ces auteurs ont ensemencé deux tubes du milieu liquide au 

lieu de un, ce qui augmente la sensibilité de la technique même 

jusqu’à 100% 
[129]

. 
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Le taux de contamination sur milieu liquide est supérieur à celui 

rapporté sur  milieux solide, ce constat a également été approuvé 

par plusieurs études 
[130, 131, 132]

. Ceci est expliqué par la richesse 

du milieu liquide qui est considérée comme un facteur favorisant la 

contamination. En général, malgré un respect strict des bonnes 

pratiques au laboratoire, il existe un risque incompressible de 

contamination estimé entre 0,5 et 5% 
[132]

. Il est important de 

signaler aussi que la décontamination des prélèvements est une 

étape très importante pour la fiabilité des résultats 
[149]

, 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 aux techniques de biologie 

moléculaire, mais l’inconvénient c’est qu’elle n’est pas satisfaisante 

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

une moins bonne homogénéisation. 

La croissance des cultures sur milieu liquide est beaucoup plus 

rapide que sur milieux solides, en effet, de nombreuses études; tel 

que celles de Hanna et al, Tortoli et al, Alcaide et al, Idigoras et al, 

Williams. B et al, ont trouvé des résultats semblables 
[133, 134, 135, 

136, 137]
. 

Le délai de croissance se raccourcis lorsque les prélèvements sont 

riche en mycobactéries, en effet, les cultures à prélèvements 

pulmonaires et les cultures à microscopies positives poussent plus 

rapidement que les cultures à prélèvements extrapulmonaires et les  

et les cultures  à microscopie négative, ce qui a été  prouvé par 

certaines études. 
[138, 139]

. 

La lecture des cultures sur milieux solides se fait à l’œil nu ce qui 

permet l’observation, le dénombrement des colonies et la détection 

de cultures mixtes de mycobactéries. A l’inverse, sur milieu liquide 

la lecture est automatisée, ne permettant ni l’observation, ni le 
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dénombrement des colonies et  ne permettant pas la détection de 

cultures mixtes de mycobactéries.  

Les milieux de Löwenstein-Jensen (LJ) et 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 (7 dirhams le tube) 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. 

Dans chaque milieu MGIT (Mycobacteria Growth 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 
[140, 141, 

142]
. De plus, le délai de croissance qui est court, ce qui est très 

souhaitable pour traiter précocement la maladie. Certains 

inconvénients, inhérents à tous les milieux liquides, sont également 

cités comme l'absence de visualisation des colonies dont l'examen 

microscopique des cultures de M. tuberculosis (aspect en cordes) est 

caractéristique, la mise en évidence d'infections mixtes, le taux de 

contamination et le coût de revient élevé (70 dirhams le tube). 

La technique rapide a présenté un avantage crucial dans le 

diagnostic de la tuberculose: un résultat beaucoup  plus précoce, 

mais vus son coût très élevé et les résultats non dogmatisants pour 

le diagnostic de la tuberculose extrapulmonaire, la technique 

classique reste la méthode de choix d’ensemencement des 

prélèvements pulmonaires pour les laboratoires de routine; comme 

celui de bactériologie à l’HMIMV; avec la nécessité de combiner les 

deux technique pour les prélèvements extrapulmonaires. 
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Vue l’émergence des résistances des mycobactéries aux 

antibacillaires, l’étude de l’antibacillogramme dans de nombreux cas 

est nécessaire, actuellement les techniques classique pour l’étude de 

la résistance au antibacillaires sont dépassées (trop de risque de 

contaminations), et ne sont utilisées que les kits de biologie 

moléculaire et les kits sur les milieux liquides, et c’est là où 

intervient la technique MGIT, vue son prix de revient beaucoup 

moins chère (environ 1300 dirhams le kilt pour 40 tests) que celui 

des kits des milieux solides (environ 1200 dirhams le kit pour un 

seul test). 

Notre étude comporte toutefois des limites telles que la longue 

durée des transports de certains prélèvements et l’insuffisance de 

certains renseignements comme la date de pousse des cultures. 
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IV. 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, même s’il est 

spécifique, il est 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’avènement de la biologie moléculaire a donné place aux 

premières analyses génétiques des bacilles tuberculeux. 

Actuellement, plusieurs travaux rapportent l’utilisation de la PCR 

dans le diagnostic rapide de la tuberculose 
[143; 144; 145; 146; 147; 150]

 

avec une sensibilité et une spécificité variables, entre 80 et 100%. 
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V. RESUME : 

Etude comparative des cultures des mycobactéries en milieu solide 
et en milieu liquide dans le diagnostic de la tuberculose à l’Hôpital 

Militaire Mohammed V d’Instruction de Rabat. 

Mots clé : Comparative – Milieu liquide – Milieu solide – Mycobactéries – 

Tuberculose 

Auteur : Otman RABICHI 

La tuberculose est une maladie infectieuse due à une mycobactérie: 

Mycobacterium tuberculosis ou bacille de Koch. 

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 à travers l’évaluation d’une 

série de données colligée en quatre ans à l’hôpital militaire d’instruction 

Mohammed V (HMIMV). 

Durant cette période, 4448 prélèvements ont bénéficié  au  même temps de la 

culture sur milieu solide et la culture sur milieu liquide et qui ont été recueillis de 

chez des patients fortement suspects atteints d’une tuberculose  par la clinique 

et par des examens complémentaires.  

L’examen direct est peut couteux, rapide, spécifique mais il manque de 

sensibilité, d’où l’obligation de la culture. 

Pour les prélèvements pulmonaires, que ça soit la culture en milieu solide ou 

la culture en milieu liquide, les résultats sont pareils avec l’avantage pour cette 

dernière de la précocité de croissance des cultures, mais son coût trop élevé 

laisse dire que la culture en milieu solide est la méthode de choix pour la culture 

des prélèvements pulmonaires pour les laboratoires de routine. 

Mais pour les prélèvements extrapulmonaires, les deux techniques sont 

complémentaires, d’où l’importance de combiner les deux types de cultures (en 

milieu liquide et en milieu solide), pour des résultats plus fiables. 

Vue ses résultats plus fiables et son coût beaucoup moins chère, le 

Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) reste la technique de choix pour 

l’étude de l’antibacillogramme. 

Tout ceci nous amène à dire que le Mycobacteria Growth Indicator Tube 

(MGIT) est devenu un outil nécessaire pour chaque laboratoire de bactériologie. 
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VI. ABSTRACT : 

Comparative study of the cultures of the mycobacteria in solid 
medium and liquid medium in the diagnosis of tuberculosis in Military 

Hospital of Instruction Mohammed V. 

Keywords: Comparative - Liquid medium - solid Medium - Mycobacteria - 

Tuberculosis 

Author: Otman RABICHI 

Tuberculosis is an infectious disease due to mycobacteria: Mycobacterium 

tuberculosis or bacillus of Koch. 

Our work consists on the comparative study of the cultures of mycobacteria in 

solid medium and liquid medium, on the highlight of the role of the laboratory in 

the confirmation of the diagnosis of tuberculosis through the evaluation of a set 

of data collected during four years in the military hospital of instruction 

Mohammed V (MHIMV). 

During this period, 4448 samples were incubated at the same time on the 

solid medium and the liquid medium. These samples were collected from suspect 

patients reached of tuberculosis by the private clinic and complementary 

examinations. 

The direct examination is cheap, fast, specific but it misses sensitivity, in this 

way, the culture is compulsory. 

For the pulmonary samples, the results of the culture in solid medium and the 

culture in liquid medium are similar with the advantage for the liquid medium of 

the precocity of growth of the cultures, but its too high cost lets say that the 

culture in solid medium is the method of choice for the culture of the pulmonary 

samples for the laboratories of routine. 

But for the extrapulmonary samples, the two techniques are complementary, 

so it's important to combine the two types of cultures (in liquid medium and solid 

medium), for more reliable results. 

Sight its results more reliable and its cost much less expensive, Mycobacteria 

Growth Indicator Tube remainder the technique of choice for the study of the 

antibacillogram. 

All this leads us to say that Mycobacteria Growth Indicator Tube became a 

necessary tool for each laboratory of bacteriology. 
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VII. ملخص: 

في تشخيص  السائل الوسط على و الصلب الوسط على المتفطرات لشراعتدراسة مقارنة 
 .بالزباط الخاهس هحوذ الذراسي العسكزي بالمستشفىداء السل 

 داء السل. –متفطرات  –سائل  وسط –صلب  وسط –مقارنة  -: الكلمات الأساسية

 .الربيشي عثمان: من طرف

 .كٕخ ػظٍح أٔ انغم ػظٍح: يرفطشج إنى ساجغ ذؼفًُ يشع ْٕ انغم داء

 دٔس إتشاص  ٔ  انغائم انٕعظ ٔ انظهة انٕعظ فً انًرفطشاخ صساػح يقاسَح ْٕ ْزا ػًهُا ْذف

 فً عُٕاخ أستغ خلال انًغرقاج انًؼطٍاخ يٍ عهغهح ذقٍٍى خلال يٍ انغم داء ذشخٍض ذأكٍذ  فً انًخرثش

 .تانشتاط انخايظ يحًذ انذساعً انؼغكشي انًغرشفى

 ِْز انغائم، ٔ انظهة انٕعطٍٍ ػهى انٕقد َفظ فً نهضسع خضؼد ػٍُح 4448  انفرشج، خلال ْزِ

 ٔ انغشٌشٌح انًلاحظح خلال يٍ انغم تذاء يظاتٌٕ أَٓى تٓى يشرثّ جذ أشخاص يٍ جًؼٓا ذى انؼٍُاخ

 .انركًٍهٍح انرحهٍلاخ

 .انضساػح إنى ٌذػٕ يا ْزا ٔ، حغاط غٍش ٔنكٍ َٕػً ،عشٌغ ،غٍش يكهف انًثاشش انفحض

 َفظ ذؼطٍاٌ انغائم انٕعظ ػهى انضساػح ٔ انظهة انٕعظ ػهى انضساػح انشئٌٕح، نهؼٍُاخ تانُغثح

 انٕعظ ػهى انضساػح يٍ جؼم انًشذفغ ثًُٓا نكٍ انضساػاخ، ًَٕ تغشػح الأخٍشج ايرٍاص يغ انُرٍجح،

 .انشٔذٍٍُح نهًخرثشاخ تانُغثح انشئٌٕح انؼٍُاخ نضساػح الأَغة انرقٍُح ًْ انظهة

 يؼا انرقٍُرٍٍ اعرؼًال انًٓى يٍ نٓزا، يركايهرٍٍ، فانرقٍُرٍٍ انشئح، خاسجاخ نهؼٍُاخ تانُغثح نكٍ ٔ

 .أكٍذج َرائج ػهى نهحظٕل

 الأَغة انطشٌقح انغائم انٕعظ ػهى انضسع ذقٍُح ذثقى انًُاعة، ثًُٓا ٔ فٍٓا انًٕثٕق نُرائجٓا َظشا

 .انًرفطشاخ نًضاداخ انًرفطشاخ يقأيح نذساعح

 .يخرثش نكم ضشٔسٌح أطثحد قذ انغائم انٕعظ ػهى انضسع ذقٍُح تاٌ نهقٕل ذذفؼُا انُرائج ْزِ كم
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ANNEXE
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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 40 : recoloration avec le rouge de thiazine, service de microbiologie, HMIMV, 

Rabat 

* Laver à l’eau 

* Sécher les lames. 

Réactifs : 

Solution fluorescente d’auramine : 

* Auramine      1 g 
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* 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 41 : 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 42 : 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  

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 
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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 43 : 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  

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

prélèvement; 

* Enregistrer les bons. 
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Préparation des frottis : 

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

fixer à la chaleur. 

 

Figure 44 : 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 ;  

* Ajouter un volume égal de solution décontaminante ; 

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

* Mettre en agitation pendant 15 mn. 
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Figure 45 : 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. 

 

Figure 46 : 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) ; 
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Figures 47 : Ensemensement dans les milieux solides, service de  microbiologie, 

HMIMV, Rabat 

* Laisser les tubes légèrement dévissés ; 

* Incuber en position inclinée, à 37°C; 

* Refermer les tubes après évaporation du liquide (48à 72h). 

 

Figure 48 : 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 ;  

* 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. 
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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. 

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 : 

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. 
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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)  

 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 : 

 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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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 

 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..  

  

  

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
     

 

 

  أراقب الله فً مهنتًأراقب الله فً مهنتًأن أن   --

أن أبجل أساتذتً الذٌن تعلمت على أٌدٌهم مبادئ مهنتً وأعترف أن أبجل أساتذتً الذٌن تعلمت على أٌدٌهم مبادئ مهنتً وأعترف   --

  لهم بالجمٌل وأبقى دوما وفٌا لتعالٌمهم.لهم بالجمٌل وأبقى دوما وفٌا لتعالٌمهم.

أن أزاول مهنتً بوازع من ضمٌري لما فٌه صالح الصحة أن أزاول مهنتً بوازع من ضمٌري لما فٌه صالح الصحة   --

العمومٌة، وأن  لا أقصر أبدا فً مسؤولٌتً وواجباتً تجاه العمومٌة، وأن  لا أقصر أبدا فً مسؤولٌتً وواجباتً تجاه 

  المرٌض وكرامته الإنسانٌة.المرٌض وكرامته الإنسانٌة.

ثناء ممارستً للصٌدلة بالقوانٌن المعمول بها وبأدب ثناء ممارستً للصٌدلة بالقوانٌن المعمول بها وبأدب أن ألتزم أأن ألتزم أ  --

  السلوك والشرف، وكذا بالاستقامة والترفع.السلوك والشرف، وكذا بالاستقامة والترفع.

أن لا أفشً الأسرار التً قد تعهد إلى أو التً قد أطلع علٌها أثناء أن لا أفشً الأسرار التً قد تعهد إلى أو التً قد أطلع علٌها أثناء   --

القٌام بمهامً، وأن لا أوافق على استعمال معلوماتً لإفساد القٌام بمهامً، وأن لا أوافق على استعمال معلوماتً لإفساد 

  الأخلاق أو تشجٌع الأعمال الإجرامٌة.الأخلاق أو تشجٌع الأعمال الإجرامٌة.

ر الناس إن أنا تقٌدت بعهودي، أو أحتقر من طرف ر الناس إن أنا تقٌدت بعهودي، أو أحتقر من طرف لأحضى بتقدٌلأحضى بتقدٌ  --

  زملائً إن أنا لم أف بالتزاماتً.زملائً إن أنا لم أف بالتزاماتً.

    ""شهٌدشهٌد      "والله على ما أقول"والله على ما أقول                                                                        

  

  

  

  

  

  

  



 

 

 جامعة محمد الخامس
 كلية الطب والصيدلة بالرباط

 13:  أطزوحت رقن                                                                       1103  سٌـت:

على  و على الوسط الصلب المتفطرات لزراعةدراسة مقارنة 
 الوسط السائل فً تشخيص داء السل بالمستشفى

 العسكري الذراسً محمذ الخامس بالرباط.

 أطروحة

 ...................................... يىم  علاًيت وًىقشج قذهج

 من طرف

 : عثمان الربيشيالسيد 

 انغشاغُح تقهؼح 3891 ٌُاٌش 6 : فً انًضداد

 الصيذلت فــي الـذكـخـىراٍ شـهـادة لـٌـيـل

 .انغم داء – يرفطشاخ – عائم ٔعظ – طهة ٔعظ – يقاسَح - :الأساسيت الكلواث

 : الأساحذة هي الوكىًت اللجٌت إشزاف ححج

 سهذي هيوىى: السيذ

 انذقٍقح الأحٍاء ػهى فً أعرار

 السيذة: سكيٌت الحوشاوي

 انذقٍقح الأحٍاء ػهى فً يثشصج أعرارج

 ابزاهين الوسخزشذ :السيذ

 الاػظاب ٔ انذياؽ جشاحح فً أعرار

 السيذ: عبذ القادر بلوكي

 انذو ػهى فً يثشص أعرار

 السيذ: إسواعيل عبذ الزحواًي غزفي

 ٔانغم انشئح أيشاع فً يثشص أعرار

 رئيس

 هشزف

 أعضاء


