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CESAC : Centre d’Ecoute, de Soins, d’ Animation et de Conseil
EDTA : Ethylene Diamine Tetra-acetic-Acid

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FMOS : Faculté de Médecine et d’Odonto-Stomatologie

FAPH : Faculté de Pharmacie

IEN : Interféron

L-J : Lowenstein-Jensen
MAC : Complexe Mycobacterium Avium

MNT : Mycobactérie Non Tuberculeuse

MTBC : Complexe Mycobacteérie tuberculosis

NAA : Nucleic Acid Amplification (Amplification d’Acide Nucléique)

NFS : Numération Formule Sanguine

NIH-NIAID : National Institutes of Health —National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (Instituts Nationaux de la Santé - Institut National des
Allergies et des Maladies Infectieuses)

PCR : Polymérase Chain-Réaction

RR-TB : Tuberculose Résistante a la Rifampicine

SEREFO : Centre de Recherche et de Formation sur le VIH et la Tuberculose

SIDA : Syndrome d’Immunodéficience Acquis
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SST : Sérum Séparation Tube (Tube de Séparation de Sérum)
TB : Tuberculose

TB-MR : Tuberculose Multirésistante

TPM + : Tuberculose Pulmonaire a Microscopie positive

UFC : Unité Formant Colonie

UCRC : University Clinical Research Center (Centre Universitaire de
Recherche Clinique)

USTT-B : Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de

Bamako

VIH :_Virus de I'Immunodéficience Humaine
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INTRODUCTION
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1 Introduction

La tuberculose (TB) est une maladie infectieuse causée par les mycobactéries du
complexe tuberculosis (MTBC). Contagieuse, elle se transmet par voie aérienne

(1). Elle arrive en téte des causes de mortalités d'origine infectieuse a 1’échelle
mondiale. Environ 1,7 milliard de personnes, soit 23 % de la population mondiale,
présentent une infection tuberculeuse latente et risquent donc de développer une
tuberculose évolutive (2).

Selon I’OMS en 2019, 10 millions de personnes ont contracté la tuberculose avec
1,5 millions de déces en 2018. L’ Afrique et 1’ Asie comptent 70% des cas de TB
mondiale (2). Les échecs de traitement et les rechutes occupaient 17% du total de
la TB détectée en 2017. L’Inde (24 %), la Chine (13 %) et la Fédération de Russie
(10 %) occupaient prés de la moitié des cas de TB multirésistants/résistant a la
Rifampicine(TB/MR) (2). Ceci fait courir un risque de transmission des souches
de mycobactéries résistantes dans la population générale (3).

Au Mali, I’incidence de la TB était estimée a 53/100.000 habitants en 2019, avec
7084 nouveaux cas toutes formes confondues dont 3,33% d’échecs et 1,49% de
rechute (3). Une étude réalisée au Mali en 2015 a UCRC/SEREFO a trouve 12%
de Mycobacteries Non Tuberculeuses (MTN) parmi les cas d’échec et de rechute
(4).

Dans les pays d'endémie tuberculeuse, les MTN étaient considérées comme
négligeables au point que des études récentes ont montrées leur impact éventuel
sur la prise en charge de patients présentant des symptomes analogues a la
tuberculose (5). Les raisons de I’augmentation des MTN ne sont pas claires mais
certains facteurs de risque spécifique ont été identifies dans différentes études
parmi lesquels le VIH/SIDA, les maladies chroniques a prédilection pulmonaire
(Emphyseéme), le travail dans les mines, le climat chaud, 1’age avancé (1). Dans
les pays industrialisé (Etat Unis), la prévalence des MTN était estimée entre 1 et
1,8 cas sur 100000 hbts 2007 (6).
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Le diagnostic différentiel rapide des infections a MTBC/MTN reste un défi
majeur dans le cadre du contrdle et surveillance de la tuberculose humaine (3).
La culture des mycobactéries (méthode de référence) nécessite un laboratoire
équipé de niveau de sécurité 3, tres codteux, avec des résultats longs ( 4 a 6
semaines) (7). Ceci peut favoriser : la progression des lésions, la contagion de
I’entourage, la perte de vue et méme le décés du malade. Les progrés
technologiques ont permis de pallier au long délai de la culture par le
développement de nouveaux outils de diagnostic moléculaire plus rapide (1 a 2
heure) raccourcissant le délai de prise en charge des patients (8) tel que le
GeneXpert MTB/RIF ou permettant de dissocier une TB et une MTN telles que
la PCR multiplexe ( Une technique fait maison) (9).

La PCR multiplexe est une nouvelle technique moléculaire, en cour de validation
permettant d’identifier a la fois CMT et MTN. Les tests moléculaires disponibles
delivrent des resultats rapidement, comparé a la culture, mais pose un probléme
de specificite et de sensibilite. Au vu de ces insuffisances nous avons décide
d’implémenter la PCR multiplexe récemment développé avec 100% de sensibilité
et spécificité sur des échantillons commerciaux. Le but de notre étude était de
faire une pré-évaluation de la PCR multiplexe dans le groupe des retraitements

antituberculeux (échecs ou rechute) qui regroupent la majorité des MTN.
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OBJECTIFS
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1.1QUESTION DE RECHERCHE ET OBJECTIFS.

La PCR multiplexe est-elle aussi performante dans le diagnostic de la tuberculose
pulmonaire comparée a la culture chez les patients en échecs de traitement ou
rechute ?

1.1.2 Hypothése de recherche

La PCR multiplexe est aussi performante que la culture dans le diagnostic de la
TB chez les patients en échecs de traitement ou rechutes.

1.1.3. OBJECTIFS

1.1.3.1 Objectif général

Evaluation primaire de la technique de PCR multiplexe par rapport a la culture
dans le diagnostic de la tuberculose chez les patients en échecs ou rechute de
traitement antituberculeux a Bamako, Mali.

1.1.3.2 Objectifs Spécifiques :

. Déterminer les caractéristiqgues sociodémographiques des patients
tuberculeux en échec de traitement ou rechute de la tuberculose a Bamako, Mali.
O Déterminer la performance de la PCR multiplexe dans la population des patients
tuberculeux en échec de traitement ou rechute de-tuberculose a sérologie VIH
positive.

. Déterminer la performance de la PCR multiplexe dans la population des
patients tuberculeux en échec de traitement ou en rechute de—tuberculose a
sérologie VIH négative.

. Comparer la PCR multiplexe a la culture dans le diagnostic de la
tuberculose chez les patients en échec de traitement ou rechute de-tuberculose a

Bamako, Mali.
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GENERALITES
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2. Géneéralités :

2.1. Définitions :
> La tuberculose : se definie comme une maladie infectieuse dont l'agent

pathogene est le complexe Mycobacterium tuberculosis (CMT). C'est une
maladie a déclaration et a traitement obligatoires (10).

> Rechute : ¢’est un patient précédemment traité pour une TB et déclaré guéri
ou ayant achevé son traitement et faisant cependant 1’objet d’un diagnostic
bactériologique de la TB (frottis d’expectoration ou culture) positif (11). »
Echec : C’est un patient sous traitement qui présente des frottis de crachats
positifs apres 5 mois ou plus de traitement (12).

> La Tuberculose Monorésistante : C’est une TB qui est résistante a un seul
antituberculeux de la premiere ligne (11)

> La Tuberculose Polyrésistante : C’est une TB qui est résistante a plus
d’un antituberculeux de premiere ligne, autre que [’isoniazide et la
rifampicine a la fois (11).

> La Tuberculose multirésistante (TB-MR ou MDR-TB) : ¢’est une TB

qui est résistante simultanément au moins a 1’isoniazide et a la rifampicine (11).

»  La Tuberculose Ultrarésistante (UR ou XDR-TB) : C’est une TB-

MR a laquelle s’ajoute une résistance a n’importe quelle fluoroquinolone et au

moins a un des trois antituberculeux injectables de la deuxieme ligne

(capréomycine, kanamycine et amikacine ) (13).
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2-2 Différents types de tuberculose (14).

On distingue 3 types de tuberculose

- La tuberculose pulmonaire ou « phtisie ». C'est la forme la plus courante de
tuberculose (environ 70 % des cas).

- La tuberculose extra pulmonaire (Pleurésie, ganglionnaire, osseuse, péritonéale,
péricardique etc.)

- La tuberculose disséminée ou miliaire (comme des graines de millet disseminées
dans tout le poumon, lui donnant une apparence caractéristique).

2-3 Prise en charge de la tuberculose au Mali :

La prise en charge de la TB au Mali est basée sur :

-un examen clinique

-une radiographie thoracique

-bilan biologique (Microscopie par le Ziehl Nielsen puis, Moléculaire Test Xpert
MTB/RIF de GeneXpert).

- Le Protocole de traitement est instauré apres confirmation comme suite :
SCHEMA THERAPEUTIQUE :(15)

Tableau | : Schéma thérapeutique

Catégories Schéma thérapeutique
Catégorie 1 et 2 : Adulte et Enfant 2RHZE/4ARH

Catégorie 3 : Adulte 2RHZE/ 4RH
Catégorie 3 : Enfant 2RHZ/ 4RH

Isoniazide (H), Rifampicine (R), Pyrazinamide (Z), Ethambutol (E),
Streptomycine (S), la streptomycine a été eéliminée des régimes de traitement de la

tuberculose.

Thése de Médecine Djakaridja DANIOGO Page 31



Evaluation Préliminaire de la PCR Multiplexe dans la Détection de Mycobacterium tuberculosis
chez les patients tuberculeux en échec de traitement ou rechute a Bamako Mali

2.4, Epidémiologie

2.4.1 Epidémiologie globale

La TB est un probleme mondial de santé publique. En 2018, on estimait
qu’environ 10 millions de personnes ont développé la TB active, ce nombre est
resté relativement stable au cours des dix derniéres années (16). La charge de
morbidité varie considérablement d’un pays a ’autre, allant de moins de cinq a
plus de 500 nouveaux cas pour 100 000 habitants par an, la moyenne mondiale
étant d’environ 130 nouveaux cas dont 1,2 millions de décés dans le monde (13).
Mycobacterium tuberculosis est 1’espéce du complexe Mycobacterium
tuberculosis responsable de la majeure partie des infections chez ’homme. La
contamination interhumaine se fait essentiellement par voie aérienne a partir de

gouttelettes de sécrétions respiratoires (gouttelette de Pfliigge).

Gouttelettes de Flugge (1-5 bacilles / gouttelettes)
Q Toux =» 3500 gouttelettes
QO Eternuement =» 20 a 40 000 gouttelettes

Caverne tuberculeuse, malade bacillifere
contagieux

Figure 1 : Emission de gouttelettes de Pfliigge par un malade tuberculeux bacillifere
(adapté de https://encryptedtbn3.gstatic.com/images.)

Depuis I’an 2000 une attention particulieére est portée sur 22 pays qui constituent
80% des cas de TB mondiale. En absence de traitement, une personne atteinte de

TB évolutive pulmonaire peut en infecter en moyenne 10 a 15 autres personnes

(14).
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La pandémie de VIH-SIDA et I’émergence des bacilles multirésistants aux
antibiotiques contribuent a aggraver I’impact mondial de la tuberculose. Les sujets
coinfectés par TB/VIH ont 20 a 30 fois plus de risque de développer une
tuberculose évolutive. En 2016, environ 0.4 million de personnes sont mortes de
la coinfection TB/VIH dont environ 40% des décés parmi ces personnes vivant
avec le VIH (PVVIH) sont dus a la tuberculose. Cette méme année, on estime
qu’il y’a eu 1.7 million de nouveaux cas de TB chez les séropositifs au VIH, dont
74% vivaient en Afrique (15). L’OMS estime qu’entre I’an 2000 et I’an 2020,
pres d’un milliard de personnes seront nouvellement infectées et 200 millions
développeront la maladie tuberculeuse, dont 35 millions mourront de TB si
aucune amélioration n’est apportée dans le controle de cette infection (17). Le
rapport de I’OMS 2017, atteste que dans les pays industrialisés, le risque
d’infection déclinait de 10 a 15% et le seuil d’éradication était fixé a 2015-2030
(18). Par contre, dans les pays a ressources limitées, le taux de déclin était estime
de 5 a 10% en Amérique latine, dans les Caraibes et en Afrique du nord. Ce taux
diminue et était au maximum de 3% en Afrique sub-saharienne et en Asie du

sudest, du méme ordre que le taux de croissance démographique (18) .
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Estimated TB incidence rates, 2018
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Figure 2 : Taux d'incidence estimés de tuberculose pour 100 000, OMS,
2018(19)

2.4.2 Epidémiologie de la tuberculose au Mali

Au Mali, I’incidence de la tuberculose était estimée a 60 cas pour 100000 par
ailleurs 10000 nouveaux cas étaient attendus en 2018. Le niveau de transmission
de la maladie et les parameétres épidémiologiques ont été globalement stables ces
dix derniéres années.

2.4.3 Epidémiologie des Mycobactéries Non Tuberculeuse (MTN)
L’incidence de MTN ¢tait de 1 a 1,8 cas pour 100 000 habitants en 2007
(Estimation Americaine, ATS/IDSA) (20). Les infections a MTN ne font pas
I’objet de déclaration obligatoire et I’estimation de 1’incidence est, en fait, basée
sur le nombre de cas rapportés aprés isolement de ces mycobactéries (18). De

maniere globale, I’incidence des MTN augmente chaque année, méme s’il reste
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difficile de savoir si cela est associé a une augmentation du nombre de patients
infectés a MTN ou simplement a une amélioration des techniques d’isolement
des MTN.

Les mycobactéries atypiques les plus fréquemment responsables d’infections
respiratoires sont les MTN a croissance lente telles que le M. avium, M.
intracellulaire et M. chimaera qui forment le complexe aviaire (MAC). M.
kansasii, M. xenopi et plus rarement M. szulgai, M. malmoense, M. simiae. Parmi
les MTN a croissance rapide on peut citer le M. abscessus, M. bolletii et M.
massiliense qui forment le complexe abscessus (MABSC) et beaucoup plus
rarement M. fortuitum et M. chelonae (confondu avec M. abscessus dans les
études antérieure (21).

2.5. Diagnostic de la tuberculose.

2.5.1 Diagnostic microscopique :

La microscopie des frottis d'expectorations par la méthode de Ziehl Nielsen est la
principale méthode de diagnostic de la tuberculose pulmonaire dans les pays a
revenu faible et a revenu intermédiaire (9). C’est un test simple, rapide mais elle
a une faible sensibilitt avec un seuil de détection de 10 000 UFC/u
d’expectoration et une spécificité faible surtout dans les zones ou les coinfections
CMT/MTN sont fréquentes (7).

2.5.2 Diagnostic moléculaire de la tuberculose par le test Xpert® MTB/RIF
C’est un test PCR en temps réel permettant a la fois la détection des mycobactéries
du complexe tuberculosis et leur résistance a la Rifampicine. C’est un test simple
a réaliser ne nécessitant pas de compétences particulieres pour le manipulateur ni
d’infrastructures répondant aux critéres d’exigence habituels pour réaliser des
tests moléculaires (8). Ce test est sensible aux membres du complexe MTB
uniquement, cependant il ne peut pas détecter les NTM.

2.5.3 Diagnostic par la culture :
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Initialement pratiquée sur milieux géloseés de Lowenstein-Jensen et de Coletsos,
nécessitant 3 a 6 semaines, elle est aussi aujourd’hui réalisée sur milieu liquide de
Middlebrook réduisant le temps de positivité de la culture. La lecture de ces
milieux peut étre automatique a travers 1’automate ou manuelle mais ne
différencient pas le CMT des MNT (8). Elle ne nécessite que 10 UFC/ML pour
étre positive (6). Cependant, elle doit étre effectuée dans un laboratoire a haut
confinement, de niveau de biosécurité élevé souvent indisponible dans les pays

a ressources limitées.

2.6 Diagnostic des Mycobactéries Non Tuberculeuses (MTN).

Le réservoir des MNT est environnemental (terre, eau, mais également dans les
réseaux de distribution d’eau, méme aprés traitement), la présence d’'une MNT
dans un prélevement ne permet pas d’affirmer le diagnostic d’infection.
L’isolement d’'une MNT dans les prélévements respiratoires n’apporte pas la
certitude d’une infection pulmonaire 8 MNT. En effet, étant donnée leur caractére
environnemental, leur présence peut étre liée a une contamination du prélévement
(21).

2.6.1 Diagnostic bactériologique des MINT.
Les critéres microbiologiques sont indispensables au diagnostic d’infection li¢e
aux MTN. Ces critéres ont été régulierement modifiés au cours des dernieres

décennies. Actuellement, il est nécessaire d’avoir soit :
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Tableau 11 : Criteres de diagnostic de confirmation des MNT. (22).

Au moins deux cultures positives a MNT sur deux expectorations prélevées deux
jours différents

Et /ou une culture positive a MNT sur un LBA ou une aspiration bronchique
dirigée

Et /ou une biopsie transbronchique ou une biopsie pulmonaire chirurgicale
ayant une histologie en faveur d’une infection a mycobactéries (granulome ou
coloration de Ziehl positive) et une culture positive ou une biopsie ayant une
histologie compatible avec une mycobactériose et une ou plusieurs

expectorations positives en culture a MNT.

ATS Au minimum, le clinicien doit disposer du résultat de trois examens
cytobactériologiques de crachat réalisés a des dates différentes pour discuter du
diagnostic. En effet, 90 a 93 % des patients ayant les critéres bactériologiques
/IDSA d’infection a MNT ont une réelle infection selon ces mémes définitions

Criteres ATS/IDSA 2007 (22).

. Critéeres clinico -radiologiques.

. Criteres microbiologiques.

. Exclusion des autres diagnostics.

Tout patient suspect d’infection a MNT doit étre suivi jusqu’a ce que le diagnostic

soit clairement affirmé ou infirmé :

. Diagnostic plus ou moins probable selon 1’espece en cause.

. M.gordonae, M. terrae complex, M. mucogenicum et M. scrofulaceum :

colonisation.

. M. kansasii et M. szulgai : quasiment toujours infection réelle.
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. MAC : 40 a 67 % d’infection réelle, M. xenopi 60 a 73 %, M. abscessus 30
a 50 %.

Tableau Il : Critéres bactériologiques pour le diagnostic d’une infection
pulmonaire a mycobactérie non tuberculeuse chez le patient non immunodéprimé
(26).

Au moins 2 expectorations positives en culture a la méme mycobactérie

- ou culture positive d’une aspiration bronchique ou lavage broncho-alvéolaire
disponible

- Ou un prélevement tissulaire avec granulome ou montrant la présence de
mycobactéries sur les colorations spéciales et positif en culture

- ou prelevement tissulaire avec granulome ou montrant la présence de
mycobactéries sur les colorations spéciales et ou une ou plusieurs expectoration(s) ou
aspiration bronchique positive(s) en culture

2.6.2 Diagnostic moléculaire des mycobactéries non tuberculeuses (MTN).

L’identification des mycobactéries atypiques est €galement réalisée par tests

moléculaires.

2 .6.3 Hain Test des MTN.

GenoType Mycobacterium CM (« Mycobactéries communes ») permet la
différenciation rapide et fiable du complexe M. tuberculosis et des MNT.
Le GenoType Mycobacterium CM permet I’identification du CMT et la
differenciation de 27 especes de MNT cliniquement pertinentes. En outre,
une sonde spécifique a une espéce indique si des membres du genre
Mycobacterium sont présents. Dans ce cas, une différenciation

supplémentaire avec GenoType Mycobacterium AS est recommandée (23).
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2. 7. Nouvelles perspectives de diagnostic simultané du CMT et MTN par
la technique de PCR MULTIPLEXE.
2. 7.1 Principe du test PCR.

La PCR quantitative en temps reel repose sur la possibilité de suivre le
résultat de I’analyse en cours (« en temps réel »). A 1’aide de la fluorescence.
Les données de fluorescence sont collectées a chaque cycle de la PCR et
représentent la quantité de produits amplifiés a cet instant. Plus 1’échantillon
est concentré en molécules cibles a 1’origine, moins 1l faudra de cycles pour
atteindre un point pour lequel le signal fluorescent est significativement
supérieur au bruit de fond. Ce point est defini comme le Ct et apparait en
début de phase exponentielle (23). La PCR est une suite de cycles, qui se
répétent en boucle, comportant chacun trois paliers de température. De plus,
chacun de ces paliers est caractérisé par une réaction chimique distincte. En
moyenne une PCR comporte entre 20 et 40 cycles

(24).
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METHODOLOGIE
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2. Méthodologie :

2.1 Type, période et lieu d’étude :

Nous avons réalisé une étude transversale allant du 01 Novembre 2018 au 30
Octobre 2019 au Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC/
SEREFO) de I’Université des Sciences, des Techniques et des Technologies
de Bamako (USTTB).

2.2 Cadre de I’étude :

Les patients ont été recrutés dans les 06 centres de santé de référence (CSRéf)
du district de Bamako et le service de Pneumo-Phtisiologie du

CHU Point « G ». Les échantillons ont été envoyé au laboratoire SEREFO
(Centre de Recherche et de Formation sur le VIH et la Tuberculose, actuel
UCRC) qui a été inaugureé officiellement le 06 mars 2006, Ce programme
de recherche est le fruit d’un partenariat entre I’Université des Sciences, des
Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB ex Université de
Bamako) et I’Institut National d’allergie et des maladies infecticuses des
Instituts Nationaux de la Santé des Etats Unis d’Amérique (NIH/NIAID).
Depuis 2015, les laboratoires UCRC/SEREFO font partir du programme de
recherche clinique de I’université appelé Centre Universitaire de Recherche
Clinigue (UCRC). Ce centre posséde plusieurs laboratoires :

- Un Laboratoire Core Immunologie

- Un Laboratoire Clinique

- Un Laboratoire de Tuberculose et des Fiévres hémorragiques

- Un Laboratoire de biologie moléculaire
- Un laboratoire d’immunologie (Core)

- Un Laboratoire d’épidémiologie moléculaire du VIH

> Un laboratoire d’immunologie (Core) : Il a en son sein des

cymometres de flux et des chaines ELISA compléte. Ce laboratoire conduit
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des études permettant de complexes visant a mieux comprendre la
pathogénie de la maladie, explore le systeme immunitaire et conduit des
évaluations de nouveaux vaccins contre le paludisme et la maladie a virus
Ebola.

> Le laboratoire de tuberculose et des fievres hémorragiques : C’est
un laboratoire de Biosécurité de Niveau 3 (BSL-3+) permettant la
manipulation de pathogenes hautement dangereux. Il est certifié
annuellement par des structures habilitées pour les normes internationales
de sécurité microbiologiques depuis 2006. C’est un des premiers
laboratoires de niveaux de sécurité 3 plus dans la sous-région francophone.
Elle a conduit le diagnostic des suspects de la maladie a virus Ebola du Mali
et certains pays tels que la Guinée. Elle a joué un rdle clé dans la riposte
contre 1’épidémie ouest africaine (2014-2015) de la maladie a virus Ebola
et conduit actuellement le diagnostic des patients suspect de COVID-19 au
Mali.

> Un laboratoire de biologie moléculaire : composé de plusieurs
thermocycleurs pour PCR classique et PCR en temps réelle. Ce laboratoire

fait essentiellement le typage des souches mycobacterie isolées dans le

BSL-3 en vue d’établir I’épidémiologie moléculaire de la tuberculose au
Mali et conduit le diagnostic les fievres hémorragiques et le nouveau

coronavirus apres inactivation dans le BSL-3.

> Un laboratoire d’épidémiologie moléculaire du VIH : il s’occupe
essentiellement du suivi de la charge virale des patients infectés par le
VIH/SIDA sous traitement antirétroviral (ARV). Elle conduit aussi le
génotypage des souches de VIH en vue de déterminer s’ils sont résistants
aux ARV.
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Population d’étude :

Les patients tuberculeux en échec de traitement ou en rechute tuberculeuse

aprés une guérison et les patients suspects de tuberculose sur la base

clinique et dont la microscopie est revenue négative dans nos sites de
recrutement pendant notre période d’étude constituent notre population
d’étude.

3.3 Critéres d’inclusion :

- Patient diagnostiqué tuberculeux en cas d’échec de traitement ou de
rechute tuberculeuse sur la base de la microscopie et confirme par la
culture (groupe des cas) ou suspect de tuberculose avec une culture
négative (groupe controle) ;

- Etre agé de 18 ans ou plus ;

- Etre naif de traitement antituberculeux pour les Co infectés TB/VIH.

3. 4 Criteres de non inclusion :

N’¢était pas inclus dans cette étude :

- Tout patient qui ne répondait pas aux critéres cités si dessus ;

- Les patients n’ayant pas accepté de signer le consentement ;

- Patient ayant une culture négative parmi les cas d’échec de traitement
ou de rechute tuberculeuse et ceux ayant une culture positive parmi les
controles.

3.5 Echantillonnage :

L’¢échantillonnage a été exhaustif. Tous les patients répondant aux criteres
d’inclusion durant notre période d’¢tude ont été enrdlés.

3.6 Procédures de I’étude :

Apres consentement, les patients ont effectué chacun deux (2) visites en 48
heures durant lesquelles des crachats et des préléevements de sang ont été

effectués :
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A la premiére visite, un échantillon de crachat ayant un volume supérieur
ou égal a 5 ml a été collecté en plus de 10 ml de sang (5ml tube sec et 5ml
EDTA). Aprés prélevement les échantillons ont été envoyés pour la
Numeération de Formule Sanguin (NFS) et la sérologie HIV.

A la deuxieme visite, deux échantillons de crachats ont été collectés.

3.7. Technique de laboratoire.

Au laboratoire de ’'UCRC tous les échantillons ont fait I’objet de tests
suivants : Cultures et identifications des mycobactéries du complexe
tuberculosis, la PCR multiplexe, la numération formule sanguine et la
sérologie HIV.

3.7.1 Culture et Identification des Bacilles tuberculeux :

Les echantillons de crachats receptionnés et identifies ont éte decontamines,
digérés et fluidifiés par le N-acétyle-L-Cystéine ou NAC PAC dans des
tubes. Puis centrifugés pendant 15 min a 4500rpm sans frein a 5°C. Apres
que le surnageant ait été éliminé dans un récipient contenant la VVesphene,
le culot bien homogeénéisé a servi a réaliser des frottis sur lames pour la
microscopie et a inoculer le milieu liquide MGIT qui avait été auparavant
enrichi avec 0,8 ml du supplément de croissance OADC (Oleic Acid
Dextrose et Catalase) et 0,1 ml de PANTA (association de cing
antibiotiques : Polymixine B, Amphotéricine B, acide Nalidixique,
Trymetoprine et Azlocilline) pour favoriser toujours la croissance des
mycobactéries. Les tubes MGIT ont été scannés incubes dans le Bactec 960.
Ces cultures ont été incubées a 37+£1,5°C en présence de CO, a 7% pendant
6 semaines ou 42 jours.

L’isolement des souches était réalisé par ensemencement de la culture
liquide positive sur le milieu solide 7H11 Middlebrook et incubé a

37+1,5°C en présence de CO; a 7% pendant 6 semaines. Toutes les colonies
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identifiees macroscopiquement et macroscopiquement avec un microscope

optique (identification phénotypique) ont fait 1’objet d’identification

Immuno-chromatographique par le test Capilia TB-Neo® assay, spécifique

aux mycobactéries membres du complexe tuberculosis.
3.7.2 Technique de PCR multiplexe :

3.7.2.1 Extraction d’ADN :

>

Matériels et réactifs utilisés
Matériels utilisés

Tubes coniques 1.8ml
Tube de fluidification contenant de la solution de Lauryl Sulfate de

Sodium (SDS) et du Tris PH8 pour homogeénéiser le crachat

Tube de liaison contenant du sel de Magnésium et de Sodium
Plaque chauffante agitatrice
Portoir magnétique

Portoir rotatrice

Micropipette et embouts de 10ul
Micropipette et embouts de 20yl
Micropipette et embouts de 100ul
Micropipette et embouts de 200ul
Micropipette et embouts de 1000ul
Pipette de 1yl

Pipette de Pasteur

Portoir de tube conique
Centrifugeuse

Les tubes coniques 1.5 ml
Reéactifs utilisés et leur rdle

*Tampon de Tris et Tween20 : Il est utilisé comme solution de lavage. O

Protéinase K : Il lyse la paroi bactérienne et libére le matériel génétique.
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*Contrdle d’extraction : il permet de confirmer la présence ou pas de ’ADN
apres extraction.

*Solution de Bille : elle permet de capturer I’ADN par I’intermédiaire de la

capture sonde.

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

»  Procédure d’extraction d’ADN par capture spécifique

Préparer le poste de sécurité microbiologique (Hotte) : placer du papier

absorbant et I’imbiber de solution désinfectante.

1. Transférer le crachat dans les tubes de fluidifications, ajouter 10ul du
contrdle d’extraction et S0ul de protéinase K pour fluidifier le crachat.

2. Incuber pendant 8 minutes a 55°C et ensuite continuer cette
incubation pendant 10 minutes a 100°C sur une plaque chauffante

agitatrice en méme temps.

3. Pendant I’incubation préparer des tubes de liaisons et mettre Sul de
sonde de capture (une sonde qui va se liée avec les ADNs de
mycobactéries dans le tube.

4, Apres les 10 minutes d’incubation, centrifuger brievement
I’échantillon de crachat fluidifié.

5. Transférer 1’échantillon de crachat fluidifi¢ dans le tube préparé
contenant la sonde de capture.

6. Mélanger et le remettre en incubation & 60°C pendant 20 minutes.
7. Avant la fin de I’incubation, prendre 22l d’une solution de bille pour

chaque échantillon et placer les sur le portoir magnétique pour laver
les billes. Les billes adhérent la paroi du tube en contact avec le
portoir magnétigue et on enleve le surnageant.

8. Reprendre ce lavage 3 fois avec la solution tampon.
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Q. Apres ces lavages, remettre en suspension les billes dans le volume
initial.

10.  Apreés les 20 minutes ajouter 20ul de cette solution de bille lavé dans
chaque échantillon

11.  Placer les échantillons sur un portoir rotatif pendant 10 minutes afin
de bien mélanger la solution. Les billes vont se coller aux ADN de
mycobactéries déja hybridés avec les sondes de capture.

12.  Centrifuger brievement apres cette étape.

13.  Placer D’échantillon sur le portoir magnétique pour retirer le
surnageant les billes collées aux ADN de mycobactéries hybridés
restera collé a la paroi du tube.

14.  Ajouter 1ml de solution tampon dans le tube avec ADN hybridé et
bille, bien mélangé puis le remettre dans un nouveau tube

15.  Placer le tube sur le portoir magnétique et retirer encore le surnageant
(Reprendre ceci 3 fois).

16.  Ajouter 20ul de la solution d’¢lution.

17.  Incuber pendant 3min sur la plaque chauffante a 75°C et agitatrice.

Récupérer 1’¢luat (ADN de mycobactérie) a 1’aide du portoir magnétique

pour la PCR.

3.7.2.2 La PCR multiplexe :

> Matériels et réactifs utilise

- Matériels

18.  Micropipette de 10ul

19.  Micropipette de 20ul

20.  Micropipette de 100pl

21.  Micropipette de 200l

22. Plaque de PCR
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- Réactifs et amorces utilisées pour la préparation du Master Mix

. Tréhalose : 1l est un acteur crucial dans lI'assemblage et I'architecture
de la remarquable enveloppe cellulaire mycobactériennes en tant
qu'élément de glycolipides hautement antigéniques uniques, a savoir
le diméthylcolate de tréhalose.

. L’amorce du gene IS6110 : Elle est présente uniquement dans les
agents pathogenes du Complexe Mycobacterium tuberculosis et est
le marqueur épidémiologique de référence pour la tuberculose et joue
un réle important dans la plasticité du génome des micro-organismes.

. L’amorce du géne IS1311 : Elle est présente dans le Complexe
Mycobacterium avium est le marqueur spécifique de ce dernier.

. Gene CotJc : géne d’atrophacus Bacillus spore et sert de controle

d’extraction.

. DésoxyriboNucléotides de  Ti-Phosphate DNTP : sont
les monomeres précurseurs de I'ADN et qui peuvent ainsi étre utilisés
pour I'amplification de I'ADN par PCR.

. L’amorce du gene SenX3-RegX3 : C’est un géne qui est nécessaire a

la survie du CMT lors d’une infection murine (infections des rats, des souris

etc...).

. Les amorces des autres mycobacteries (Pan Myco) : Ensembles des
amorces spécifiques pour les mycobactéries non tuberculeuses
considérées par notre étude en se basant sur leur capacité a engendrer

une pathologie chez ’homme et leurs prévalences au Mali.
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. Tween20 : est un agent dispersant et solubilisant non ionique, ni
toxique, ni irritant dériver du sorbitol utilis¢é dans I’industrie
alimentaire et chimique.

. L’Eau ultra pure : Il est utilisé pour les dilutions.

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

Des quantités indiquées par le fabricant sont prises dans chaque amorce

pour faire le mélange réactionnel (Master Mix). A la fin il est conditionné

en quantité de 10 réactions et 20 réactions puis lyophilisé par la chaleur pour
faciliter sa conservation. Ce qui constitue le lyophilisat de « Master Mix ».

»  Reconstitution du lyophilisat du Mélange réactionnel (Master Mix)

Le lyophilisat est reconstitué avec une solution de Glycérol 60%, de la

Bicine, du Chlorure de Magnésium, de 1’ Acétate de Potassium (KoAc), du

Tris PH8, du Tween20 et de I’eau ultra pure.

Des quantités spécifiques sont indiquées pour le nombre de réaction utilisé.

Ensuite on transfere 15ul du mélange réactionnel (Master-Mix) reconstitué

dans les puits de la plaque de PCR et on ajoute 10ul de I’éluat d’ADN.

La plaque sera ensuite mise dans le thermocycleur (ABI Fast 7500 Dx®).
Le test compte trois cycles avec des temps, températures et cycles différents

et prends au maximum 2h qui sont :

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

-Le deuxieme cycle ou dénaturation cyclique : divise le double brin de

I’ADN en simple brin. Elle dure 15sec et est répété 45 fois.
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-Le troisieéme cycle : il consiste a I’hybridation des brins d’ADN puis faire
la synthése de ce brin, les amorces se couplent aux sondes et ses sondes
émettent des fluorescences pour la lecture.

Les thermocycleurs utilisé dans notre étude sont Applied Biosysteme®

7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument avec le logiciel SDS. C’est un
systeme d'amplification en temps réel et de détection de fluorescence a cing
couleurs disponibles pour un diagnostic in vitro. C’est un instrument qui
offre des performances requises pour des résultats de haute qualité dans
avec les plaques de 96 puits.

Deux régions ou genomes sont ciblées par I’essai. Il s’agit de la région
1S6110 et le SenX3-regX3 pour détecter le CMT. Ces deux régions sont
largement préservées chez le CMT et absentes chez les MNT. L’IS1311 a
été utilisé comme cible d’identification pour toutes les especes de MAC
excepté M. intracellulaire.

3.8. Saisie et analyse des données :

Les données ont ¢été recueillies sur des fiches d’enquétes puis saisies sur une
base de donneées éelectronique sécurisée (Redan=Record Electonic Data
Capture) au niveau de I’Université Northwestern et analysées avec le
logiciel Epi Info version 7.0. Test student pour les moyennes. La sensibilité,
la spécificité, les valeurs prédictives positive et négative du multiplex ont
été calculées pour faire une pré-évaluation de la PCR multiplexe. Un
résultat est considéré comme statistiqguement significatif si la probabilité (p)
est inférieure a 0,05.

3.9. Considérations ethniques :
Cette ¢tude a ¢été approuvée par les comités d’éthiques de la FPOS-FPHA

de ’USTTB au Mali et le comité d’éthique de 1’université de Northwestern

a Chicago aux Etats Unis.
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Les participants inclus dans cette étude ont donné leur consentement de
participation.

La confidentialité a été respectée par I’anonymat des €chantillons et la
conservation des dossiers dans une armoire fermée a clé limitant ainsi

I’acces aux personnels non autorisés.
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RESULTATS
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4. Résultats :

4.1 Résultats Globaux :
Nous avons recruté au total 105 patients dont 61 patients en échecs de

traitement (microscopie, culture et le test Capilia TB-Neo® positives au
5°M mois de traitement) ou rechute (microscopie, et culture et le test Capilia
TB-Neo® positifs apres une guérison) et 44 cas controles (patients
présentant une toux chronique avec microscopie négative pour MTBC). La
moyenne d’age était de 40 ans chez les tuberculeux et 42 ans pour les

contrdles, le sexe masculin prédominait avec 77 %.

Thése de Médecine Djakaridja DANIOGO Page 53



Evaluation Préliminaire de la PCR Multiplexe dans la Détection de Mycobacterium tuberculosis
chez les patients tuberculeux en échec de traitement ou rechute a Bamako Mali

4.2 Caractéristiques sociodémographiques des patients.

Répartition en fonction du sexe

= Feminin

= Masculin

Figure 3 : Répartition des patients en fonction de leur sexe.

Le sexe masculin representait 77% de nos patients.

Statut VIH

mNEG
mPOS

Figure 4 : Répartition des patients selon le statut VIH.

Dans cette étude, 13% de nos patients avaient une sérologie HIV positive.
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4.2.1. Données Sociodemographiques en fonction du groupe des patients :

Tableau 111 : Répartition des patients en fonction du lieu de recrutement.

Lieu de recrutement Echec ou rechute Contrdle Total
n(%) n(%)

Commune | 7 (11,48) 0.0 7(6,67)
Commune |1 1(1,64) 0.0 1(0,95)
Commune V 42 (68,85) 35(79,54)  77(73,33)
Commune VI 8 (13,11) 9(20,46)  17(16,19)
Hopital de Point G 3 (4,92) 0.0 3(2,86)
Total 61 (100) 44(100)  105(100)

La majorité de nos patients soit 73,33% provenaient de la commune V.

Tableau IV : Répartition des patients en fonction du sexe et groupe.

Sexe Echec ou Controle Total
rechute n(%) n(%)
Masculin 49(80,33) 32(72,73) 81(77,14)
Féminin 12(19,67) 12(27,27) 24(22,86)
Total 61(100) 44(100) 80(100)

Le sexe masculin était majoritaire dans les 2 groupes avec respectivement

80,33% chez les tuberculeux et 72,73% dans le groupe controle.
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Tableau V : Répartition des patients en fonction du statut matrimonial.

Statut Type de patient
Matrimonial

Echec et Controéle (%) Total

rechute n(%)

Marie(é) 40 (65,57) 35 (79,55) 75 (71,44)
Célibataire 19 (31,16) 7 (15,90) 26 (24,76)
Divorcée 2 (3,27) 2 (4,55) 4 (3,80)
Total 61(100) 44(100) 105 (100)

Les Mariés representaient 71,42% des patients de notre étude

Tableau VI : Répartition des patients en fonction des tranches.

Groupe Tranche Fréquence (n%)
d’dge
18-24 9 (8,57)
25-34 28 (26,67)
35-44 31 (29,56)
45-54 15 (14,29)
55-64 14 (13,32)
65 et plus 8 (7,60)
Total 105 (100)

La tranche d’age 25-44 ans était la plus représentée avec 56,23% dans cette
etude.
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Tableau VII : Répartition des patients en fonction des professions.

Echec ou rechute Contréole n(%) Total n(%)

Profession n(%)

Cultivateur 7(11,48) 7(16) 14 (13.40)
Ménagére 13(21,31) 10(22,72) 23 (22)
Fonctionnaire  4(6,56) 5(11,36) 9 (8,65)
Etudiant 2(3,27) 2(4,54) 4 (4)
Commercant 10(16,40) 6(13,64) 16 (15,29)
Artiste 1(1,64) 0 1 (0,09)
Chauffeur 7(11,47) 2(4,54) 9 (8,57)
Ouvrier 17(27,87) 12(27,20) 29 (28)
Total 61(100) 44(100) 105(100)

Les ménageres et les ouvriers étaient les plus représentés avec
respectivement 22% et 28% chez les tuberculeux.

Tableau V111 : Répartition des patients en fonction de leur statut tabagique.

Tabac Echecs et rechute(%)  Contrdle(%) Total

Oui 18 (29,50) 4 (9,10) 22 (20,95)
Non 43 (70,50)) 40 (90,90) 83 (79,05)
Total 61(100) 44 (100) 105 (100)

Les tabagiques occupaient 29.50% dans le groupe des patients tuberculeux contre
9.09% dans le groupe des controles.
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4.2.2. Signes Cliniques en fonction du groupe.

Tableau IX : Répartition des patients selon les Signes cliniques et le groupe.

Signes cliniques

Echec ou rechute Contrdle n(%)

n(%)

Oui 61 (100) 44 (100)
Toux Non 0.0 0.0
Figvre (>=37,5) Oui 9 (14,75) 5 (11,36)

Non 52 (85,24) 39 (88,66)
Sueur nocturne Oui 1(1,63) 1(2,27)

Non 60 (98,37) 43 (97,73)
Douleur thoracique Oui 17 (27,86) 13 (29,54)

Non 44 (72,13) 31 (70,45)
Dyspnée Oui 20 (32,78) 11 (25)

Non 41 (67,21) 33 (75)
Rales crépitants Oui 28 (45,90) 7 (15,90)

Non 33 (54,09) 37 (84,09)
Epigastralgie Oui 5(8,19) 6 (13,63)

Non 56 (91,80) 38 (86,36)
Vertige Oui 6(9,83) 0.0

Non 55 (90,16) 44 (100)
Anorexie Oui 2 (3,27) 2 (4,54)

Non 59 (96,72) 42 (95,45)

La toux était présente chez tous les patients soit 100% dans les deux groupes. La

dyspnée était présente chez 32,78% de tuberculeux et 25% chez les cas controle et la

douleur thoracique avec 27,86% chez les tuberculeux et 29,54%dans le groupe

controle.
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Tableau X : répartition des patients en fonction de leur IMC (indice de
masse corporelle) et du groupe.

IMC Echec (%) Controle(%) Total(%)
Cachexie 11 (18) 7 (15,90) 18 (17,15)
(<16,5)

Maigreur (16,5- 25 (41) 8 (18,18) 33 (31,45)
18,5)

Normale (18,5- 24 (39) 23 (52,27) 47 (44,80)
25)

Surpoids (25- 1 (2) 4 (9,09) 5 (4,80)
30)

Obésité modérée 0 1(2,28) 1(0.9)
(30-35)

Obésité morbide 0 1(2,28) 1(0,9)
(>40)

Total 61 44 105 (100)

Dans cette étude on notait 41% de patients avec une insuffisance
pondérale(Maigreur) et 18% de patients cachexies chez les tuberculeux et

18,18% et 15,90%de maigreur et de cachexies dans le groupe contréle.
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4.2.3. Données Immuno-Hématologiques en fonction du groupe.

Tableau XI : Répartition des patients en fonction de leurs statuts VIH.

Groupe de patients Total (n%)
Statut VIH Echec ou Controle (%)
rechute(%)
Positif 10 (16,67) 4 (10) 14 (13,46)
Négatif 50 (83,33) 40 (90) 90 (86,54)
Total 60 (100) 44 (100) 104 (100)

Dans notre etude 13,46% avaient une sérologie VIH positive.
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Tableau XII : Comparaison des moyennes des parameétres hématologiques
entre les deux groupes.

Parametres Echec ou Controle(*)  Valeur

hématologiques rechute(*) de P

(Moyenne+Dev.Sta

nd)

Leucocytes 7,20+2,79 7,79+3,61 0.47

(10"3cel/mm3)

Hémoglobine (g/dl) 12,29+2,10 12,63+2,02 0,51
365,15+£146,87  305,13£113,9 0,02

Plaquette

(20"5/mm3)

Lymphocyte10"3 1,90+0,79 3,81+8,36 0,24

Lymphocyte (%) 26,22+9,69 34,34+14,57 0,01

Neutrophile (%) 54,58+17,15 50,75+16,47 0,39

Neutrophile10"3 4,84+3,14 4,28+3,55 0,54
Eosinophile (%) 4,75+7,11 4,32+5,81 0.80
Eosinophile10"3 0,33+0,41 0,38+0,84 00
Basophile(%) 1,35+0,88 1,07+0,46 0,53
Basophile 103 1,1945,55 0,07+0,02 0.08

La moyennes des taux de leucocytes, d’hémoglobine, lymphocytes, éosinophiles et des
basophiles (valeur absolu 10"3) étaient plus bas chez les tuberculeux par rapport aux cas
contréle. Par contre on note un taux de plaquettes et de neutrophiles plus bas dans le

groupe contr6le par rapport aux tuberculeux.
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Tableau XIII : répartition des patients en fonction du résultat du test Xpert
MTB/RIF.

Microscopie Echec et rechute n Control n (%) Total n(%)
(%)

Positive 42 (82,35) 9 (17,65) 51 (48,57)

Neégatif 19 (35,19) 35 (64,81) 54 (51,43)

Total 61 (100) 44 (100) 105 (100)

Dans notre étude 82,35% de nos patients avaient une Xpert MTB/RIF

positive chez les tuberculeux et 17,65% dans le groupe des contréles.

Tableau X1V : répartition des patients en fonction du résultat de la culture.

Culture Echec et rechute (%) Controle Total n(%)
n(%)

Positive 16 (26,23) 0,0 16 (15,53)

Négatif 45 (73,77) 42 (100) 87 (84,57)

Total 61 (100) 42 (100) 103 (100)

Tous les patients contrble avait une culture négative et 26,23% seulement

étaient tuberculeux sur 61 patients tuberculeux
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4.3  Evaluation de la PCR Multiplexe.

Tableaux XV : La performance de la PCR multiplexe.

PCR multiplexe Culture

Positive Négative Totale
Positive 12 13 25
Négative 4 30 34

16 43 59

Tableau XVI : Performance de la PCR Multiplexe

Parametre Valeur Intervalle de confiance 95%
Sensibilité 75% [47,62-92,73]
Spécificité 69,77% [53,87-82,82]
VPP 48% [35,09-61,18]
VPN 88,24% [75,84-94,72]
Exactitude 71,19% [57,92-82,24]

VPP= valeur prédictive positive (VP/VP+FP)

VPN=Valeur predictive négative (VN/VN+FN)

Dans notre étude de pré-evaluation de la PCR multiplexe, on a une sensibilité
de 75% et une spécificité de 69,77%
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Tableau XVII : Performance de la PCR multiplexe dans la population des

tuberculeux a sérologie VIH positive.

PCR multiplexe Culture

Positive Négative Total
Positive 3 0 3
Négative 3 4 7

6 4 10

Dans cette étude 10 patients avaient une serologie VIH positive

Tableau XVIII : Performance chez les VIH positive

Parameétres Valeur Intervalle de confiance
95%

Sensibilité 50% 11,81-88,19

Spécificité 100% 39,76-100

VPP 100%

VPN 57,14% 37,46-74,80

Exactitude 70% 34,75-93,33

Dans notre étude de pré-évaluation de la PCR multiplexe chez les
tuberculeux a sérologie VIH positive on a une sensibilité de 50% et une
spécificité de 100%.
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Tableau XIX : Performance de la PCR multiplexe dans la population des

tuberculeux a sérologie VIH négative.

PCR multiplexe Culture

Positive Négative Total
Positive 9 12 21
Négative 4 62 66
Total 13 74 87

Dans cette etude 87 patients avaient une sérologie VIH négative

Tableau XX : Performance chez les VIH négative

Parametres Valeur Intervalle de confiance 95%
Sensibilité 69,23% 38,57- 90,91
Spécificité 83,78% 73,39- 91,33
VPP 42,86% 28,50-58,53
VPN 93,94% 87,21-97,24
Exactitude 81,61% 71,86-89,11

Dans notre étude de pré-évaluation de la PCR multiplexe chez les
tuberculeux a sérologie VIH négative on a une sensibilité de 69,23% et une
spécificité de 83,78%.
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5. Commentaires et Discussion

Dans cette étude nous avons effectué une pré-évaluation de la PCR
multiplexe dans le diagnostic de la tuberculose et comparer a la culture, le
Gold standard (24). De Novembre 2018 a mars 2020, 105 patients ont été
inclus parmi lesquels 61 cas d’échec de traitement ou rechutes

tuberculeuses et 44 cas controles.
5-1 Les limites de I’étude :
- C’est une ¢tude de pré-évaluation qui n’a pas une taille suffisante

d’échantillonnage pour avoir une bonne visibilit¢ des performances du

multiplexe.

5.2 Données sociodémographiques :

Le sex- ratio était de 3,37 H/F chez les tuberculeux. Ce résultat est supérieur
a celui de Makan Diallo au (Mali) qui a trouvé 1,30H/F sex-ratio (25). La
prédominance de la tuberculose chez les hommes comparées aux femmes est
bien reconnue (26). Certains facteurs de risque pourraient s’expliquer par la
consommation de la drogue, tabac, alcool plus fréquent chez les hommes
mais aussi le facteur hormonal (testostérone) (26). D’autres études
incriminent le réle des facteurs génétiques tendance masculine de la
tuberculose (27). La tranche d’age de 25-44 ans était la plus touchée
(56,23%). Cela pourrait s’expliquer par la durée de protection du BCG
(Bacille Calmette et Guérin) qui selon certaines études variait entre 1015ans
(28). Nos résultats sont similaires a celui de Gaoussou Ouattara au Mali (29)
et de Jean Paul Dembélé (30), mais inférieure a celui de Souleymane

Broulaye Traore en commune VI du district de Bamako avec

68% dans la méme tranche d’age.
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5.3. Cliniques :

Dans notre étude les signes d’imprégnations bacillaires tels que la fi¢vre
(14,75%), I’anorexie (3,27), et la sueur nocturne (1,63%) n’occupaient pas
le premier plan de la symptomatologie. Cela pourrait s’expliquer par le fait
que les malades tuberculeux étaient sous traitement. Par contre
I’amaigrissement a été enregistré chez 41% ce qui est inférieur a celui
d’une étude réalisée a Bangui en milieu hospitalier avec 57,73% des
cas(31).

Cependant, la présence de la toux (100%), la douleur thoracique avec
(27,86%) et la dyspnée avec (32,78%) ne sont pas pathognomonique de
tuberculose. La séroprévalence du VIH était de 16,66% chez les patients
tuberculeux. Ce résultat est inférieur a ceux d’une étude réalis€ par Ansari
Abdallah Yehia au Mali en 2015(32) et par Agodokpessi G a Cotonou au
Benin (33), cela pourra s’expliquer par le faite que dans notre étude, la
sérologie HIV était systématique. Cependant ce résultat est comparable a
celui d’une étude Ivoirienne (34). Le sexe féminin représentait 41,38% des
patients séropositifs au VIH contre 21,57% hommes, ceci confirme les
tendances rapportées par ’OMS par rapport a la féminité du VIH. Certaines
de ces facteurs de la prédominance féminine au VIH sont liées a des
particularités biologiques d’une part, et d’autre part certaines normes

définies par les coutumes ou meeurs de nos SocCiétés (35).
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5.3 Evaluation de la PCR Multiplexe :

Dans cette étude nous avons mené une pré-évaluation de la PCR multiplexe
qui aboutira a des résultats préliminaires en vue de conduire une évaluation
complete de méthode chez les cas d’échecs de traitement ou rechute
tuberculeuse.

+La performance de la PCR multiplexe dans le diagnostic de la tuberculose
dans la population des tuberculeux en échec ou rechute de traitement a
sérologie VIH positive qui nous donne une sensibilité et spécificité de 50%
et 100%.

La performance de la PCR multiplexe dans le diagnostic de la TB dans la
population des tuberculeux en échecs ou rechute de traitement a serologie
VIH négative qui nous donne une sensibilité et spécificité de 69,23% et
83,78%.

Dans cette étude préliminaire la détection globale de la TB par la PCR
multiplexe a donné une sensibilité et spécificité respective de 75% et
69,77%. Elle avait des valeurs prédictives positive et négative de 48% et
88,24% avec une exactitude de 71,19%. Cette sensibilité pourrait étre liee
au type de malades (échecs et retraitement antituberculeux) et a la petite
taille de 1’échantillon dans cette étude. Par ailleurs, la sensibilité et sa
spécificité restent aussi comparables au test Xpert/MTB-RIF de
GeneXpert dans ce méme groupe, qui est un test PCR recommandé par
I’OMS dans le diagnostic de la TB avec une bonne sensibilité dans la
détection de la résistance a la Rifampicine. Par contre, le test Xpert
MTB/RIF n’a pas la capacité de détecter les MTN. La disponibilité d’un
test capable de faire le diagnostic simultané des CMT et des MTN reste

d’actualité surtout dans le groupe des échecs thérapeutiques. Une étude
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conduite par le groupe UCRC/SEREFO donne une fréquence de 12% de
MTN dans le groupe des échecs et retraitement.

De ce fait, quoique la PCR multiplexe ait une faible sensibilité il ouvre une
porte au diagnostic simultané des MTBC /MTN directement sur le crachat,
ce qui permettra de raccourcir non seulement le délai de rendu du résultat
et aussi d’éviter des diagnostics erronés des cas de TB ou de MTN. En
plus ce type de diagnostic simultané pourrait faciliter la prise en charge
des cas NTM au lieu d’attendre I’échec du traitement antituberculeux et y

penser au MINT.
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CONCLUSION ET
RECOMMENDATIONS
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6 . Conclusion :

Cette étude de pré-évaluation a montré une sensibilité 75% relativement
faible par rapport a la culture le Gold Standard, et un intervalle de confiance
[47,62-92,73], avec une spécificité de (69,77%) et un intervalle de
confiance [53,87-82,82].

Malgre cette faible sensibilité et specificité du test pré-évalué chez les
patients en echecs de traitement ou rechute il offre une valeur ajoutée avec
le diagnostic différentiel entre MTB et MNT sur le crachat.
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7.Récommendations :

Au terme de cette étude nous formulons des recommandations suivantes :
% Au Ministére de la Santé et de ’Hygiéne Publique/PNLT

- Soutenir le programme SEREFO/UCRC dans le développement des

nouveaux outils simple et rapide pour le diagnostic de la tuberculose.

% A I’équipe de recherche SEREFO/UCRC et ses Partenaires - Etendre
cette étude a un échantillonnage de grande taille comprenant toutes les
régions du Mali pour mieux Evaluer ou apprécier la performance diagnostic

du multiplexe.
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ANNEXES

Fiche d’enquéte

Questionnaire

1. Numeéro du patient

................................................................

..............................................................................

.................................................................................

..........................................................................

...............................................................................

................................................................

9. Résidence ......

10. Centre qui a référé le malade

Symptdmes / Histoire Médicale

1. ORL Oui .... Non

2. Pulmonaire/respiratoire Oui .... Non
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3. Cardiovasculaire Oui .... Non

4, Gastro/Hépatique Oui .... Non
5. Génito-urinaire/Rénale Oui ..... Non
6.  Dermatologique Oui .... Non
1. Musculaire Oui .... Non
8.  Hémato/Lymphatique Oui .... Non
Q. Endocrino/Métabolique Oui .... Non
10.  Neurologique Oui .... Non
11. Psychologique Oui .... Non
12. Autre a

L T P

Résultats du laboratoire

1. Ziehl Nielsen : 3+ ....2+.... I+ .... Négatif .... Non fait ....
2. Auramine/Rhodamine : 3+ ....2+ ... 1+ .... Négatif .... Non
fait ....

3. Test Xpert MTB/RIF :
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. MTB non détectée .... MTB détecté RIF/Résistant
= MTB détecté RIF/Sensible .... Non fait, Raison ......
Signes Vitaux

1. Poids ... Kg

2. Taille ...Cm

3.  Température ....°C

4, Tension artérielle .... mmhg

5. Fréquence Cardiaque .... Batt/min

6. Fréguence respiratoire .... Cycle/min

Facteurs de risques

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

Traitement anti-TB antérieur

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

Examens physiques

1. ORL Oui ....Non ....
2 Pulmonaire/respiratoire Oui ....Non ...
3 Cardiovasculaire Oui ....Non ....
4, Gastro/Hépatique Oui ....Non ...
5 Geénito-urinaire/Rénale Oui .... Non ....
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6.  Dermatologique Oui .... Non .... 7.
Musculaire Oui .... Non ..

8. Hémato/Lymphatique Oui ....Non ....

Q. Endocrino/Métabolique Oui ....Non ....

10.  Neurologique Oui ....Non ....

11.  Psychologique Oui .... Non ....

Autre a préciser ......
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12. Résumé :

Le but de notre étude est de faire une évaluation préliminaire du multiplexe
RT-PCR. Déterminer sa sensibilité, specificité, les valeurs prédictives
positives et négatives dans la détection du mycobacterium tuberculosis chez
les patients en échecs et ou rechute de traitement a Bamako au Mali. Pour
atteindre nos objectifs, nous avons réalisé une étude transversale. Décembre
2018 et Mars 2020 au Centre de Recherche et de la Formation sur le VIH et
la Tuberculose (SEREFO).

L’étude a porté sur 105 patients dont 61 tuberculeux (microscopie et culture
positive) et 44 contrbles (microscopie et culture négative) qui ont béneficié
des techniques suivantes : L’examen microscopique des frottis par le FDA
et par I’auramine/rhodamine, le test XpertMTB/RIF de GeneXpert®, la
culture et le Multiplexe.

La sensibilité et la spécificité ont été respectivement 75% et 69,77%, Les
valeurs prédictives négatives et positives ont été 88,24% et 48%. Mots clé
. Multiplexe RT-PCR, XpertMTB/RIF, TB-RR, Tuberculose, Bamako,
Mali.
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