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Résumé

Les mycobactéries sont des microorganismes responsables de maladies chez I’homme et chez
les animaux. La culture et I’isolement des mycobactéries du complexe tuberculosis se fait sur un
milieu standard spécifique, le milieu Lowenstein-Jensen (LJ) solide. Cette culture est particulierement
laborieuse et fastidieuse avec en outre, une longue durée d’incubation (plusieurs semaines), un
déterminant important dans le retard du délai dans la prise en charge du sujet malade, son traitement et
surtout la transmission de la maladie (maladie contagieuse). De ce fait, notre objectif consiste a
améliorer I’efficacité du milieu LJ standard par son enrichissement avec du sang ou dérivé du sang
(plasma et sérum) d’origine humaine ou équine en présence ou non du pyruvate pour améliorer sa
sensibilité. L’efficacité et la performance des différents milieux de culture LJ modifiés ainsi produits
ont été évaluées par la culture de souches de référence (Mycobacterium tuberculosis H37Rv,
Mycobacterium bovis) et une souche de M. tuberculosis collectée chez un malade et ce sur une durée
d’incubation allant d’un minimum de 30 jours @ un maximum de 48 jours. Les résultats ainsi obtenus
ont été trés encourageants et ont démontré une réduction du temps d'incubation (10 jours) avec une
croissance bactérienne rapide comparé au milieu LJ standard (15 jours).

Mots clés : Lowenstein-Jensen, sang, mycobactéries, Tuberculose, M. bovis, M. tuberculosis H37Rv.

Abstract

Mycobacteria are microorganisms that cause disease in humans and animals. The culture and isolation
of Mycobacterium tuberculosis complex is performed on a specific standard medium, the solid
Lowenstein-Jensen (LJ) medium. This culture is particularly laborious and tedious, with a long
incubation time (several weeks), which is an important determinant in delaying the management of the
sick individual, their treatment, and especially the propagation of the disease (contagious disease).
Therefore, our goal is to improve the efficiency of standard LJ medium by enriching it with blood or
blood derivative (plasma and serum) of human or equine origin in the presence or absence of pyruvate
to enhance its sensitivity. The efficacy and performance of the different modified LJ culture media
were evaluated by culturing references strains (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
bovis), and a strain of M. tuberculosis collected from a patient, over a period of incubation ranging
from a minimum of 30 days to a maximum of 48 days. Results obtained were very encouraging and
demonstrated a reduction in the incubation time (10 day) with rapid bacterial growth compared to
standard LJ medium (15 days).

Key-words: Lowenstein-Jensen, blood, mycobacteria, tuberculosis, M. bovis, M. tuberculosis.
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Introduction

Les mycobactéries (genre Mycobacterium) sont des agents pathogenes responsables de
maladies chez ’homme et chez les animaux. Par leurs aspects cliniques, épidémiologiques,
les infections dues a des mycobactéries peuvent étre divisées en trois grands groupes : la
tuberculose dont les agents étiologiques sont les bacilles tuberculeux ou mycobactéries du
complexe tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum, etc.), les
mycobactérioses provoquées par les mycobactéries commensales dites « atypiques » (M.
avium, M. kansasii, M. xenopi, M. marinum, M. ulcerans, etc.) et la lepre (Mycobacterium
leprae) (Martin et Denis, 2013).

La culture des mycobactéries nécessite le recours a des milieux speécifiques et
complexes riches avec de plus, un apport de lipides. Ainsi, le milieu le plus utilisé pour
I’ensemencement des produits pathologiques est le milieu Lowenstein-Jensen (LJ) solide. M.
tuberculosis, M. avium et d’autres mycobactéries atypiques nécessite du glycérol pour leur
croissance tandis que pour la croissance de M. bovis, le glycérol est remplacé par du pyruvate
de sodium (0,4%) suggérant ainsi, 1’inoculation de variantes de milieux LJ. Par ailleurs, le
milieu de culture doit étre supplémenté d’agents décontaminant comme le cycloheximide (400
pg/ml), lincomycine (2ug/ml), acide nalidixique (35pg/ml) pour le rendre plus selectif
(Markey et al. 2013).

En outre, le milieu Lowenstein-Jensen, bien que favorable au développement des
mycobactéries du groupe tuberculosis, ne répond que partiellement a nos attentes sur le plan
diagnostic compte tenu du taux d’isolement et de la longue durée d’incubation (jusqu’a 8
semaines) ce qui constitue un facteur limitant la précocité pour la prise en charge du sujet

malade et des sujets contacts (Gomgnimbou et al. 2020).

Ces dernieres années, de nombreuses études se sont concentrées sur la mise en
évidence d’approches de diagnostic plus efficaces et rapides. Ainsi, Essawy et al. (2014) ont
rapporté une différence statistiquement significative de la croissance des bacilles de M.
tuberculosis dans leur étude comparative entre le milieu LJ solide (23,6 + 8,1 jours) contre
des systémes de culture sur milieu liquide MGIT (mycobacteria growth indicator tube) et Bio-
FM (milieu Middlebrook 7H9 enrichi) avec respectivement, une moyenne de (10,7 = 2,9
jours) et (11,1 + 4,3 jours). De méme, Palange et al. (2016) ont mentionné un temps
d’isolement plus court (18,4 jours) des souches de M. tuberculosis issues de prélevements

pulmonaires et extra-pulmonaires sur de la gélose au sang (5% de sang de mouton) contre 35



jours pour le milieu Lowenstein-Jensen. Ces auteurs ont de plus, observe que le milieu gelose
au sang peut étre utilisé comme milieu de culture pour l'isolement de routine des
mycobactéries dans les environnements aux ressources limitées, mais en raison du taux de
contamination accru (7,2 %) comparé au milieu LJ (4,8 %), les laboratoires doivent suivre des
procédures améliorées pour la décontamination des échantillons.

Notre objectif consiste a améliorer 1’efficacit¢ du milieu LJ standard par son
enrichissement avec du sang ou dérivé du sang (plasma et sérum) d’origine humaine ou
équine en présence ou non du pyruvate pour améliorer sa sensibilité. L’efficacité et la
performance des différents milieux de culture LJ modifiés

Notre travail réparti comme suit :

1- Formulation de différents milieux de culture LJ modifiés par enrichissement: LJ +
sang humain, LJ + sang de cheval, LJ + sérum de cheval, LJ + plasma humain, et LJ +

sang humain + pyruvate.

2- Evaluation de la qualité et performance de ces milieux comparés au milieu (LJ)
standard par culture de souches de référence (Mycobacterium tuberculosis H37Rv,
Mycobacterium bovis) et une souche de M. tuberculosis collectée chez un malade sur

une durée d’incubation de 30 & 48 jours.
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Premiére partie : Synthese bibliographique

Chapitre 1 : Généralités sur les mycobactéries et leurs infections
1. Les mycobactéries

Les mycobactéries sont des bacilles aérobies stricts fins, appartenant a l'ordre des
Actinomycétales et en particulier a la famille des Mycobacteriaceae qui ne comprend qu'un
seul genre : le genre Mycobacterium. Ce sont des agents pathogénes responsables de
diverses infections ; elles sont présentes dans divers environnements tels que le sol, I'eau et
I'air, et certaines especes peuvent également infecter les humains, les animaux et les plantes.
Elles sont caractérisées par une propriété tinctoriale essentielle, en particulier le caractere de
bacille acido-alcoolo- résistant (BAAR). Cette propriété est due a la richesse de leur paroi en
lipides qui les rend imperméables aux colorants usuels, mais qui fixe a I’intérieur les
colorants alcalins comme la fuschine basique et s'oppose a leur décoloration aprés un

traitement conjoint par I'acide et I'alcool (Grosset et al., 1990).

Le tableau 1 résume les principales catégories de mycobactéries définies en fonction de leur

pouvoir pathogéne.

Tableau 1 : Les principales catégories de mycobactéries en fonction de leur pouvoir

pathogéne.

Premiére catégorie Deuxieme catégorie Troisieme catégorie

Le complexe des tuberculosis | Les mycobactéries atypiques | Mycobacterium leprae

(MNT)
-Mycobacterium tuberculosis | -  Mycobacterium avium | Bacille responsable de la
- Mycobacterium bovis intracellulaire maladie infectieuse
- Mycobacterium africanum | -M. kansaii chronique : la lepre.
-Mycobacterium Canetti - M. xenopi
-Mycobacterium microti - Mycobacterium ulcerans

- Mycobacterium marinum

1.1. Mycobacterium du complexe tuberculosis
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Regroupe plusieurs especes de bactéries du genre Mycobacterium en raison de leurs
similitudes génétiques dont Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium bovis. Chacune de
ces espéces présente des caractéristiques et des impacts différents sur la santé humaine et
animale (Grosset et al., 1990).

1.1.1. Mycobacterium tuberculosis (Bacille de Koch)

Bacille de la famille des Mycobacteriaceae, cette espéce est connue sous le nom de
bacille de Koch en référence a Robert Koch, le chercheur auteur de sa découverte. Il s’agit de
I’agent pathogéne causal de la tuberculose chez I'homme. C’est une bactérie non mobile,
aérobie, en forme de batonnet. Les cellules de Mycobacterium tuberculosis se multiplient
relativement lentement avec un temps de dédoublement moyen qui varie de 13 a 20 heures par
rapport a d'autres bactéries. Sur milieu de culture Lowenstein-Jensen solide, elle donne des
colonies de grande taille en forme de chou-fleur, de couleur créeme-beige, avec une surface
séche et rugueuse. La croissance de ces colonies prend généralement de 21 a 28 jours
(Grosset et al., 1990).

Ce bacille se transmet principalement par voie aérienne, lorsque des personnes
infectées émettent des gouttelettes contenant les bactéries par la toux, les éternuements ou la
parole. La tuberculose humaine est une maladie grave qui affecte principalement les

poumons, mais peut également toucher d'autres parties du corps (Huang et al., 2019).

Dans la cellule héte (I"’homme), la survie de cette bactérie est alimentée par des acides
gras et du cholestérol. Elle est capable de parasiter les macrophages de son hote, son succes
est d0 a sa capacité a manipuler le phagosome dans lequel il réside et a empécher cet organite

de maturé normalement dans un compartiment hydrolytique acide (Suarez, 2019).

Mycobacterium tuberculosis est naturellement sensible a I'isoniazide, un médicament
antituberculeux couramment utilisé. Cependant, des souches résistantes a l'isoniazide peuvent
émerger. La résistance a l'isoniazide est souvent associée a une réduction ou a une absence

d'activité catalasique dans la bactérie (Grosset et al., 1990).
1.1.2. Mycobacterium bovis

Cette espéce est responsable de la tuberculose bovine ; elle peut causer des lésions
tuberculeuses pulmonaires chez les bovins ainsi que des lésions des glandes mammaires. Les
bovins infectés peuvent excréter les bactéries dans le lait. Cette zoonose peut également

infecter d'autres mammiferes, y compris les humains, qui peuvent contracter la maladie en
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inhalant des particules infectées présentes dans les étables ou par la consommation de viande
contaminée ou les produits laitiers non pasteurisé. M. bovis est considéré comme micro-
aerophile, nécessite des niveaux d'oxygeéne plus bas par rapport a M. tuberculosis. En culture
sur milieu de Lowenstein-Jensen solide, les colonies sont petites, apigmentées (sans
pigmentation), lisses et brillantes. Elles ont une taille ne dépassant pas celle d'une téte
d'épingle, a moins que le milieu de culture ne soit enrichi en pyruvate de sodium (0,2 a 0,3
%). Dans ce cas, apres repiquage, la croissance peut étre plus rapide et les colonies peuvent
devenir rugueuses et bien développées. Contrairement & M. tuberculosis, I’espece M. bovis
est sensible a I'hydrazide de l'acide thiophéne carboxylique (TCH), un médicament
antituberculeux. Cette souche ne posséde pas d'activité nitrate réductase et n‘accumule pas
suffisamment de niacine pour donner un résultat positif au test niacine, ce qui le distingue de
M. tuberculosis. De plus, sa croissance peut étre inhibée par de fortes concentrations de
glycérol (Cedenio et al., 2005).

D’autres bactéries font partie du complexe tuberculosis, on cite :

e Mycobacterium africanum : est une espéce qui cause également la tuberculose chez
I'nomme, principalement en Afrique. Bien qu'elle soit moins fréquente en Europe,
des cas d'infection par cette espece peuvent survenir chez certaines populations
(Grosset et al., 1990).

e Mycobacterium microti : est une espéce qui infecte principalement les rongeurs et
les bovins. Elle est considérée comme peu pathogéne pour I'homme (Frota et al.,
2004).

e Mycobacterium Canetti : est une espéce rarement associée a la tuberculose. Les cas
d'infection par cette espece ont été principalement signalés en Afrique (Ali Akbar,
2017).

1.1.3. Tuberculose
1.1.3.1. Définition

La tuberculose est une maladie aussi vieille que I’humanité. Elle constitue un
probléme de sant¢é mondiale qui peut s’aggraver jusqu’a la mort. Elle compte parmi les 10
principales causes de déces dans le monde, et est causée par Mycobacterium tuberculosis et

Mycobacterium bovis (Gomgnimbou et al., 2020).
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La transmission de la tuberculose se produit par I’inhalation des microgouttelettes
secrétées par un patient atteint de la tuberculose active lorsqu’il tousse. La bactérie peut
survivre de maniére intracellulaire sans provoquer de symptémes cliniques en premier lieu
(quiescence), mais les enfants et les individus immunodéprimés peuvent développer des

symptémes cliniques peu de temps apres ’infection (Churchyard et al., 2017).
1.1.3.2. Epidémiologie

En 2018, le nombre de cas de tuberculose a été estimé a 10 millions avec environ 1,3
millions de déceés dans le monde. La tuberculose est I’une des 10 premiéres causes de la mort
dans le monde. Selon ’OMS, 10 millions de personnes développent chaque année une forme
active de la maladie (Gomgnimbou et al., 2020).

En Algérie, la tuberculose est une pathologie fréquente, son incidence en 2018 était de
13,8 cas pour 100 000 habitants pour la tuberculose pulmonaire (TP) et 38,4 cas pour 100 000
habitants pour la tuberculose extra-pulmonaire (TEP) (Mouhoub, 2020). La figue 1 montre

I’incidence de la tuberculose en Algérie sur la période de 2017 (Bentata, 2018).

Incidence tuberculose 2017
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Figure 1 : Incidence de la tuberculose en Algérie en 2017 (Bentata, 2018).
1.1.3.3. Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques différent en fonction du type de I’infection de la tuberculose

observée (Suarez et al., 2019) :

- TB pulmonaire
La tuberculose est principalement une pneumonie (altération du tissu pulmonaire). Les

symptdmes de cette infection comprennent une fievre, des sueurs nocturnes, une fatigue
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anormale, une toux productive et une hémoptysie. Cette maladie évolue lentement chez les
individus immunocompétents, mais une tuberculose fulminante d’apparition brutale apparait
chez les enfants et chez les immunodéprimés.

- TB extra-pulmonaire et disseminé

La tuberculose peut toucher tous les autres organes, les symptoémes cliniques sont
déterminés par le ou les organes impliqués. Il existe aussi la tuberculose miliaire qui est une

infection généralisée dans tout le corps.

- Infection latente de tuberculose
La personne infectée ne présente pas de symptomes de la maladie, les agents pathogenes

étant en état de quiescence. Cette infection n’est pas contagieuse.
1.1.3.4. Diagnostic

- Pour les personnes infectées par la tuberculose latente, on utilise les tests de
libération d’interféron gamma (TLIG). Dans ce cas, les lymphocytes T sont stimulés par les
antigénes spécifiques de la tuberculose causant la sécrétion de I’interféron gamma qui sera
détecté. La TLIG ne s’applique pas au diagnostic de la tuberculose cliniquement manifeste,

car elle ne peut pas différencier entre la tuberculose latente et active (Suarez et al., 2019).

- Dans le cas de la tuberculose active, les tests sont basés sur 1’observation
microscopique directe de I’agent pathogene, la culture et les tests d’amplification des acides
nucléiques. L’échantillon doit étre obtenu et testé avant de débuter le traitement. La
tuberculose pulmonaire est exclue si on ne peut pas trouver des batonnets acido-résistants
dans le test microscopique des échantillons d’expectoration prélevées sur 3 jours différents. Il
existe aussi la microscopie d’échantillons de crachats, de secrétions bronchiques ou de liquide
de lavage broncho-alvéolaire. Ces tests sont économiques, rapides et un marqueur de
I’intentionniste de malade. En cas de suspicion de la tuberculose extra-pulmonaire, des
prélevements, des échantillons de biopsie ou des liquides organiques doivent étre examinées

(urines, selles, sperme, etc.) (Suarez et al., 2019).

- Chez les animaux, le diagnostic de la tuberculose a 1’abattoir est basé essentiellement
sur I’existence de lésions macroscopiques évocatrices de la maladie. C’est pour cela, vu
I’ampleur des saisies d’abattoir et I’'importance de la maladie chez le bétail, ainsi que son
caractére zoonotique, des études ont ét¢ menée pour réaliser 1’isolement et la caractérisation
de M. bovis a partir de carcasses de bovins présentant des lésions suspectes de tuberculose
(Cedenio et al., 2004).
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- Mycobacterium tuberculosis présente une activité nitrate réductase et accumule de l'acide
nicotinique (niacine). Ces caractéristiques peuvent étre utilisees dans des tests diagnostiques,
tels que I'épreuve de Konno ou le niacine-test, pour identifier la présence de Mycobacterium
tuberculosis. A I’inverse, M. bovis ne possede pas d'activité nitrate réductase et n'accumule
pas suffisamment de niacine pour donner un résultat positif au niacine-test, ce qui le distingue
de M. tuberculosis. De plus, sa croissance peut étre inhibée par de fortes concentrations de

glycérol (Suarez et al., 2019).

1.1.3.5. Traitement

Le traitement de cette maladie est adapté selon le type de la tuberculose identifiée
(Suarez et al., 2019).

» TB pulmonaire : deux (02) mois de quadruple thérapie avec 1’isoniazide, rifampicine,
ethambutol et pyrazinamide plus 4 mois supplémentaires en utilisant une double

administration d’isoniazide et rifampicine.

> TB extra-pulmonaire : nécessite un traitement plus long que celui de la tuberculose
pulmonaire (TB ganglionnaires 6 mois, TB articulaire ou osseuse 9 mois, systéeme

nerveux central 12 mois).

> TB disséminés : la durée de traitement doit étre adaptée en fonction de 1’évolution de

la maladie chez le patient.
1.2. Les mycobactéries atypiques ou mycobactéries non tuberculosis (MNT)

Elles font référence a un groupe de bactéries du genre Mycobacterium qui ont des
caractéristiques particuliéres par rapport aux mycobactéries du complexe de la tuberculose.
Contrairement a ces derniéres qui sont pathogenes pour I'homme, les mycobactéries atypiques
sont généralement considérées comme des especes saprophytes ; elles sont rencontrées dans
I'environnement et ne possédent aucun pouvoir pathogene significatif chez les individus en
bonne santé. Il n’y a pas de réservoir humain. Les MA le plus souvent incriminées sont : M.
kansaii, responsable d’une infection proche de la tuberculose, M. avium sp avium, M.

ulcerans, M. marium, bénignes, M. chlonei, M. fortuitum, M. xenopi (Schmutz, 2008).



Premiére partie : Synthese bibliographique

Cependant, certaines mycobactéries atypiques peuvent devenir opportunistes ubiquitaires
isolées de I’eau, de la terre, des végétaux et de nombreux animaux tant domestiques que
sauvages et causer des infections chez les personnes dont les défenses immunitaires sont
affaiblies, telles que les personnes immunodéprimées ou atteintes du VIH. Ces infections sont

appelées mycobactérioses (Frota et al., 2004).

Par ailleurs, les mycobactéries atypiques (ou MNT) se distinguent des bacilles de la
tuberculose par leurs caracteres morphologiques, culturaux et biochimiques ainsi que par leur
sensibilite aux antibiotiques. Elles possédent habituellement une activité catalasique
thermostable et sont résistantes ou pas. Plus de cinquante especes (50) ont été décrites. Par
commodité, on peut les grouper selon la classification proposée par Runyon en 1959 qui ne
tient compte ni de leur pouvoir pathogéne naturel ni de leurs relations phylogénétiques, mais
qui repose sur deux caracteres bactériologiques simples : la vitesse de croissance (plus ou

moins 7 jours) et la pigmentation des colonies (Schmutz, 2008).

1.2.1. Les mycobactérioses atypiques ou mycobactérioses
1.2.1.1. Définition

Egalement appelées infections a mycobactéries non tuberculeuses, elles peuvent étre
rencontrées dans ’environnement. Les mycobactérioses sont des maladies rares et peu
pathogenes ; elles sont causées par des mycobactéries non tuberculeuses et non Iépreuses. Ces
infections sont tres fréquentes chez les sujets porteurs du VIH et avec un taux de CD4 tres bas

avec donc un systeme immunitaire affaibli (Truffot-Pernot et al., 1991).
1.2.1.2. Epidémiologie

Les infections pulmonaires a mycobactéries atypiques constituent un probleme de
santé publique a degré variable selon les régions du monde. En France, I’isolement des
souches de mycobactéries responsables des infections est 10 fois moins fréquent que celui de
Mycobacterium tuberculosis (Truffot-Pernot et al., 1991). En Ameérique du Nord, les taux de
I'infection et de la maladie varient de 1 a 15 et de 0,1 a 2 pour 100 000 habitants. En Afrique,
les seules études communautaires disponibles ont été réalisées en Afrique du Sud. Plusieurs
facteurs de risque spécifique ont été identifiés dans différentes études parmi lesquels le

VIH/SIDA, les maladies chroniques pulmonaire, etc. (Zida et al., 2014).

10
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1.2.1.3. Symptbmes

Les infections a mycobactérioses atypiques peuvent toucher tous les organes. Elles sont
localisées chez les sujets immunocompétents au niveau des poumons et des ganglions
(Truffot -Pernot et al., 1991).

- Pulmonaire : toux séches a une discréte dyspnée ou a une expectoration, décalage

thermiques, des sueurs nocturnes, amaigrissement.
- Ganglionnaires : adénopathies Iégerement douloureuses.
- Digestives : diarrhée
- Cutanées, sous cutanée ou articulaires.

Mycobacterium avium intracellulaire, Mycobacterium kansasii et Mycobacterium xenopi
représentent les espéces de mycobactéries atypiques les plus couramment associées aux
infections humaines. Ces espéces peuvent provoquer diverses manifestations cliniques chez
les personnes immunodéprimées, telles que des infections pulmonaires, des infections
cutanees et des infections disseminées. Par ailleurs, Mycobacterium ulcerans représente une
espece pathogene notable, car elle est la seule souche connue pour la production d’une toxine.
Elle est responsable de I'ulcére de Buruli, une maladie infectieuse qui provoque des Iésions
cutanees graves. En outre, Mycobacterium marinum est une autre mycobactérie atypique qui
présente un pouvoir pathogene cutané chez I'hnomme. Elle est souvent associée a des
infections cutanées apres une exposition a des environnements aquatiques, tels que des

aquariums ou des piscines (Frota et al., 2004).
1.2.1.4. Diagnostic

Le diagnostic s’appuie sur 1’association des critéres cliniques, radiologique et
microbiologique. Le diagnostic est plus ou moins probable selon 1’espéce isolée (Grosset et
al., 1991).

1.2.1.5. Traitement des mycobactérioses atypiques

Le traitement est long et émaillé de problémes de tolérance. Ainsi, pour M. avium
intracellulaire et M. kansaii, le traitement est bien codifi¢ avec respectivement 1’association
clarithromycine-rifampicine-ethambutol et 1’association isoniazide-rifampicine-ethambutol.

Pour M. xenopi, le traitement optimal n’est pas connu et I’association clarithromycine-

11
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rifampicine-ethambutol, avec en alternative la moxifloxacine, est actuellement recommandée
(Grosset et al., 1991).

1.3. Mycobacterium leprae (bacille de Hansen)

Mycobacterium leprae ou bacille de Hansen est une bactérie & Gram positif et acido-
alcoolo-résistant (BAAR) de 1 a 8 um / 0,3 a 0,5 um, batonnet rouge (coloration de Ziehl-
Neelsen), non cultivable in vitro, inoculable a la souris et au tatou. Le sequencage complet du
génome de M. leprae a été réalisé en 2001 (Bobin, 2007). Sa découverte a permis de mieux
connaitre M. leprae, bacille a croissance intracellulaire obligatoire avec un fort tropisme pour
les macrophages et les cellules de Schwann (Flageul, 2011). La transmission de M. leprae est
essentiellement directe. Le portage nasal (mouchage, crachats, aérosol) est a l'origine de la
dissémination. La voie de pénétration peut étre cutanée, mais c'est la voie respiratoire qui joue

un role prépondérant (Bobin, 2007).
1.3.1. Lalepre
1.3.1.1. Définition de la lépre

La lepre ou maladie de HANSEN est une maladie bactérienne chronique infectieuse
causée par I’espece Mycobacterium leprae et Mycobacterium lepromatosis. Elle affecte la

peau, les nerfs périphériques et les os (Berche, 2019).
1.3.1.2. Epidémiologie

Les principaux foyers infectés sont 1’Inde, 1’Asie du Sud-Est, la Chine, 1I’Afrique

noire, 1’ile de Madagascar et I’ Amérique latine (Brésil, Mexique) (Berche, 2019).

Selon une étude récente menée au Tchad sur la période de 2015 a 2019, 1896
nouveaux cas de lepre ont été enregistrés a I"échelle nationale. La moyenne d"age des patients
était de 38 ans. La proportion des patients agés entre 15 et 70 ans et celle des enfants de moins
de 15 ans était respectivement de 92,08% et 7,92%. En outre, pour I"année 2019, 446
nouveaux cas de lépre, ont été signalés, représentant un taux de prévalence de 0,26/10 000
habitants au niveau national (Kabo et al., 2022).

Une étude antérieure réalisée en Guyane sur la période 2007-2014, avait montré une
réémergence de la pathologie, notamment chez des orpailleurs d'origine brésilienne,
franchissant le seuil de prévalence de 1/10 000 habitants définissant selon 'OMS un de

probleme de santé publique significatif. Toutefois, la prévalence annuelle de cette maladie ne
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dépassait jamais le seuil de 1/10 000 habitants sur la période 2015-2021, atteignant un pic
proche de 1,0 pour les années 2016 et 2019 (respectivement 0,96 et 0,99) (Petiot et al, 2022).

1.3.1.3. Symptdmes

Les symptdmes incluent des taches cutanées claires prédominant au visage
accompagnées d’une perte de sensibilité cutanée et d’une hypertrophie inflammatoire des gros
troncs nerveux aboutissant a des paralysies. Il existe plusieurs formes de la lepre (Berche,
2019).

e Leépre tuberculoide : peu ou pas contagieuse, I’évolution est lente et peu sévere
(figure 2 a).

e Leépre lIépromateuse :_est une forme plus sévere de la maladie, contagieuse (figure
2 b)

e Leépre Iépromateuse diffuse : est une forme grave de la lépre Iépromateuse.

Figure 2: a) lepre tuberculoide avec des taches décolorées insensibles ; b) lépre I[épromateuse

avec le facies léonin (Berche, 2019).

1.3.1.4. Diagnostic

Le diagnostic de la lépre peut étre difficile, car les symptomes peuvent varier d’une
personne a I’autre. Dans certains cas, il est posé par un simple critere clinique
pathognomonique de la maladie, mais parfois il nécessite la confrontation de deux ou
plusieurs criteres. La nature de ces critéres est directement liée au mécanisme méme du

développement de la maladie (Iésions cutanées, des nodules nerveux, etc.) (Flageul, 2011).

1.3.1.5. Traitement

L’antibiothérapie de la lépre est tres efficace, associant 3 agents

antibactériens : rifampicine, clofazimine et disulone (Berche, 2019).
Chapitre 2 : Les milieux de culture

13
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2.1. Généralités

Un milieu de culture est une préparation ou mélange de substance, sous forme liquide,
semi solide ou solide ; il contient des constituants naturels et/ou synthétiques qui répondent
aux besoins nutritionnels des micro-organismes en vue de leur croissance et multiplication
dans des conditions «in vitro». Dans les conditions naturelles de I'environnement, les
microorganismes s'adaptent généralement aux habitats les plus favorables a leurs besoins. En
revanche, en laboratoire, ces besoins doivent étre satisfaits par un milieu de culture. Il s'agit
en fait d'une solution aqueuse a lagquelle ont été ajoutés tous les nutriments nécessaires. Les
milieux de culture peuvent étre préparés a partir de matieres premieres en fonction de leur
composition, mais il existe aujourd'hui des milieux déshydratés et préts a I'emploi (Chihan et
Jindal, 2020).

2.2. Composition d’un milieu de culture

Selon Chihan et Jindan (2020), un milieu de culture doit satisfaire les besoins nutritifs
du micro-organisme ; bien qu'en fonction du type et de la combinaison des nutriments,
différentes catégories de milieux peuvent étre créées, la composition générale d'un milieu

reste la méme et est comme suit :

= Solvant (généralement de I'eau distillée) ;

= Donneurs et accepteurs d'hydrogene ;

= Source de carbone ou source d'énergie (par exemple, glucose) ;

= Source d'azote (par exemple, hydrolysats de protéines ou peptones) ;

= Nutriments inorganiques (par exemple : carbone, hydrogéne, oxygene, azote, soufre,
phosphore, potassium, sodium, calcium, magnésium et fer) ;

= Oligo-éléments (par exemple : Mn, Mb, Cu, Co, Ni, Zn, V, B, Se, Si, W) ;

= Facteurs de croissance (par exemple : acides aminés, purines, pyrimidines, vitamines,
sang, sérum) ;

= Agent de solidification, par exemple agar-agar ;

= Tampons (par exemple : phosphate de sodium ou de magnésium, sels d'acétate ou de
citrate sont ajoutés pour maintenir le pH pendant la fermentation, mais peuvent
chélater des métaux essentiels comme Fe?*) ;

= Agents sélectifs (par exemple : produits chimiques toxiques, antibiotiques, colorants

inhibiteurs) ;
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= Colorants indicateurs (par exemple : rouge de phénol, rouge neutre, violet de
bromocresol pour indiquer les changements de pH des milieux, mais ils ne sont pas
utilisés dans les milieux de culture). Toutefois, les colorants peuvent étre toxiques

pour les cellules sensibles ou stressees.
2.3. Classification

Differents types de milieux de culture sont definis selon le critére de classification utilisé
(Vasanthakumari, 2016 ; Chihan et Jindan, 2020).

2.3.1. Selon la consistance (composition physique)
2.3.1.1. Milieu liquide ou bouillon

L'agar n'est pas ajouté lors de la préparation du milieu, la croissance se traduit par un
trouble, des dépbts ou des voiles superficiels. Exemple : bouillon nutritif (BN), bouillon

trypticase soja (TSB), Brain heart infusion broth (BHIB), etc.
2.3.1.2. Milieu solide ou gelose

Il est obtenu par addition d’un agent gélifiant au milieu liquide ; le gélifiant le plus utilisé
est ’agar-agar ou gélose. Il s'agit d'un polygalactoside sulfaté présentant la propriété de
former avec I'eau un gel solide a une température inférieure a environ 60 °C. Les milieux
solides contiennent généralement 1,5-2% (15-20 g/L) d'agar-agar. lls peuvent se présenter
sous différentes formes : gélose inclinée en tubes a essai, culot en tube droit ou couche mince
en boites de Pétri. La croissance des microorganismes se traduit par la formation des colonies.

Exemple : Gélose nutritive (GN), Gélose trypticase soja (TSA), gélose Mac Conkey.
2.3.1.3 Milieu semi-solide

Les milieux semi-solides contiennent de I’agar-agar comme agent de solidification, mais
a une concentration (généralement <1%) qui ne permet pas une solidification compléte du
milieu. Ces milieux sont utilisés dans les études de fermentation, pour déterminer la mobilité

bactérienne, et dans la promotion de la croissance anaérobie.
2.3.1.4 Milieu biphasique

C’est un milieu qui présente une phase liquide (bouillon) et une phase solide (gélose).

Exemple : Flacon de Castaneda, systeme biphasique Middlebrook (Chihan et Jindal, 2020).
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2.3.2. Selon la composition chimique
2.3.2.1. Milieu de culture empirique / Complexe / indéfini

De composition connue seulement avec approximation, le milieu empirique contient des
ingrédients complexes, tels que I'extrait de levure ou I'hydrolysat de caséine, dans des
proportions inconnues. Ils peuvent étre d’origine animale (ceuf, lait, sérum, gélatine, etc.),
d’origine végétale (peptone de soja, pomme de terre, etc.). On cite comme exemple : Bouillon

LB, gélose Columbia, gélose Tryptycase soja, Lowenstein Jensen.
2.3.2.2. Milieu de culture semi-synthétique

Ces milieux sont obtenus en ajoutant une substance naturelle a un milieu synthétique
(exemple : extrait de levures). Leur composition est donc parfaitement connue que pour

certains composés chimiques. Ils sont tres nombreux et trés utilisés actuellement.
2.3.2.3. Milieu de culture synthétique / défini

De composition exactement connue qualitativement et quantitativement, ces milieux sont
surtout utilisés pour I’étude des bactéries autotrophes. lls sont tres utiles pour étudier la
physiologie, la nature métabolique et les besoins nutritionnels des bactéries.

Exemple : Gelose citrate de Simmons, milieu de glucose minéral.
2.3.3. Selon la fonction
2.3.3.1. Milieu de culture simple

Les milieux de culture simple ou de base, sont ceux qui peuvent étre utilisés pour la
culture de bactéries non exigeantes. Généralement utilisé dans le diagnostic de routine en
laboratoire pour Il'isolement primaire des bactéries. Ce type de milieu peut étre rendu plus
riche par I'ajout de suppléments, ou sélectif par I'ajout de concentrations variables de chlorure
de sodium.

Exemple : Bouillon nutritif, gélose nutritive et eau peptonée.
2.3.3.2. Milieu de culture enrichi

Ce sont des milieux utilisés pour I'obtention des bactéries dites « exigeantes » en y
ajoutant des suppléments sous forme de sang, de sérum, de jaune d'ceuf, etc.

Exemple : Gélose au sang frais, gélose au sang cuit.
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2.3.3.3. Milieu sélectif et milieu d’enrichissement

- Unmilieu sélectif est formulé pour inhiber la croissance de certaines espéces
bactériennes. Ces milieux peuvent étre formulés en ajoutant des agents sélectifs tels qu'une
concentration saline élevée pour sélectionner les halophiles, éosine-bleu de méthylene toxique

pour les bactéries Gram-positif. Exemple : Gélose MacConkey.

- Un milieu d'enrichissement permet également la croissance d'espéces bactériennes
spécifiques. Cependant, les milieux d'enrichissement sont complétés par un réactif qui permet,
plutot I’inhibition de la croissance d'une espece particuliére. Exemple : Bouillon Sélénite F (le
sélénite est un inhibiteur pour les coliformes et bénéfique pour la récupération des especes de

Salmonella), gélose Thayer Martin.
2.3.3.4. Milieu différentiel

Le milieu de culture dit « différentiel » ou « indicateur » permet de distinguer deux types
de microorganismes se développant dans un méme milieu. Ce type de milieu utilise les
caractéristiques biochimiques d'un micro-organisme se développant en présence de nutriments
et/ou d'indicateurs spécifiques (tels que le rouge neutre ou le bleu de méthylene) ajoutés au
milieu pour indiquer visiblement les caractéristiques déterminantes d'un micro-organisme.
Exemple : Gélose Mac Conkey (par la fermentation du lactose), gélose Chapman (par la

fermentation du mannitol).
2.3.3.5. Milieu d’identification

Il permet de mettre en évidence une ou plusieurs propriétés d’une bactérie pour

I’identifier : fermentation d’un sucre, production de gaz, présence des enzymes.
2.3.3.6. Milieux de conservation

Ce sont des milieux pauvres qui maintiennent les microorganismes dans un état de vie

ralentie. Les milieux adoptes sont la gélose inclinée, ou gélose nutritive en culot.
2.4. Etude de milieu Lowenstein Jensen (Objet de cette étude)

2.4.1. Définition
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Le milieu Lowenstein-Jensen est un milieu de culture solide sous forme de gélose en
tube incliné largement utilisé en microbiologic pour I’isolement de Mycobacterium
tuberculosis (I'agent responsable de la tuberculose), ainsi que d'autres mycobactéries
atypiques a partir de produits pathologiques. Ce milieu est également utiliseé pour le
dénombrement et la différenciation des mycobactéries. Ce milieu peut étre utilisé pour
mesurer la sensibilité des mycobactéries a des antibiotiques spécifiques, pour la subculture et
la conservation a long terme des souches de bacilles mycobactériens. La gélose Lowenstein-
Jensen possede des propriétes sélectives basées sur la présence du vert de malachite et de sels
minéraux qui inhibent la croissance de la plupart des organismes contaminants (Ronald,
2004).

2.4.2 Composition et préparation du milieu Lowenstein-Jensen (pour 1600 mL)

Les différents ingrédients nécessaires a la formulation de ce milieu sont représentés
par (Atlas, 2006) :

- KH2PO4 (Phosphate monopotassique).........c.covevverierienenrenianann.n. 2,4¢g
- MgS04.7H20 (Sulfate de magnésium).............ccoeviiviiiiniinneannnn.. 0,24¢g
- Citrate de magnésiUm. ... ......cooiiriniii e 0,6g
- CAsparagine anhydre. ... ... 3,69
- Féculede pomme deterre......o.oviiiniii e 30g
- Vertdemalachite...........oiiii i 0,4g
= GLYCEIOL. e 12.0ml
= SusSpension A’ GRULS. ....oeiii 1.0L

La préparation de ce milieu se fait par dissolution de tous les ingrédients cités ci-dessus a
I’exception de la suspension d’ceufs dans un volume d’eau distillée de 600mL. Le mélange est
chauffé doucement tout en remuant et porter a ébullition. Le mélange est autoclavé 15
minutes & 121°C. Aprés refroidissement, un volume de 1000ml d’une suspension d’ceuf
(préparée sterilement) est additionné et mélangé soigneusement. Le mélange est alors réparti
dans des tubes a essai a bouchon a vis. Ces derniers sont solidifiés en position inclinée (80°)

dans I’autoclave pendant 45 minutes (Atlas, 2006).
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Chapitre 3 : Le sang
3.1. Définition du sang

Le sang est une suspension d'éléments sanguins dans le plasma. Il transporte les gaz du
sang, les nutriments, les produits du métabolisme, les hormones et d'autres substances. Les
principales fonctions du sang sont le transport des substances énumérees ci-dessus, la
distribution de la chaleur, la régulation de divers processus et la protection de I'organisme
grace a l'action des cellules et des éléments immunitaires. Les réles irremplacables du sang
comprennent le maintien de I'équilibre acido-basique et osmotique, la régulation de la

température corporelle et la médiation de nombreuses autres fonctions (K¥izkova, 2021).

3.2. Composition du sang
Le sang peut étre séparé par sédimentation en deux parties principales (Shaller et al., 2008) :

3.2.1. Les cellules sanguines : sont principalement synthétisées dans la moelle osseuse et
représentant environ 45 % (en volume) du sang total. Le sang contient trois principaux types

de cellules.

= Globules rouges: aussi appelés hématies ou érythrocytes, ce sont des cellules
biconcaves, aplaties avec une forme discoide ne contenant pas de noyau. Le sang
contient entre 4,5 — 5,5 millions/mm?® de globules rouges. Chez les adultes, les
érythrocytes sont produits dans la moelle osseuse. Elles contiennent de 1’hémoglobine
qui donne au sang sa couleur rouge. Ce sont les cellules du sang chargées du transport
de l'oxygene de nos poumons vers les autres organes du corps. Ces cellules sont les
plus nombreuses. Un manque de globules rouges se caractérise par un affaiblissement

continu et une forte fatigue. C’est ce que 1’on appelle une anémie.

= Globules blancs : aussi appelés leucocytes, sont des cellules du systéme immunitaire
qui nous protégent des agressions extérieures telles que les bactéries, les virus, etc. |l
existe trois types de globules blancs : des granulocytes, lymphocytes et monocytes qui
assurent chacun des fonctions de défense. On en dénombre entre 4000 et 10 000 par
mm?3. |l existe trois sous-types principaux (granulocytes, monocytes ou macrophages,

lymphocytes et plaquettes).
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3.2.2. Le plasma sanguin : ou partie liquide du sang représente environ 55 % du sang
total. Il est obtenu par une simple centrifugation du sang prélevé dans un tube avec un

anticoagulant (Cosson et al., 2023).

Il existe de nombreux types de composants dissous dans le plasma sanguin, a
savoir (Shaller et al, 2008) :

1. L'eau : il est de loin le principal composant du plasma sanguin (environ 90 %).

2. Les sels minéraux et les ions. : de nombreux sels et ions sont dissous dans le plasma
sanguin. On trouve du NaCl (a concentration physiologique), des sels tampons comme le
bicarbonate pour garantir un pH constant ou des ions métalliques comme le calcium, le cuivre
ou le fer, essentiels dans de nombreux processus biologiques et contenus dans de nombreuses

protéines du plasma sanguin.

3. Composants de faible poids moléculaire : le plasma sanguin contient de nombreux
types de composés de faible poids moléculaire, notamment des glucides tels que le glucose et
le fructose, l'ensemble des acides aminés, des nucléotides tels que I'ATP et I'AMPc, de
nombreuses vitamines, hormones, acides gras, lipides et triglycérides, acides biliaires, urée et

ammoniaque et bien d'autres composants encore.

4. Composants de poids moléculaire élevé : des peptides et (glyco)-protéines, des
oligonucléotides et polynucléotides, par exemple I'ADN et I'ARN.

5. Gaz sous forme soluble : de nombreux gaz tels que I'oxygene, le dioxyde de carbone et

le monoxyde d'azote sont dissous dans le sang.

6. Métabolites : le plasma sanguin sert non seulement a transporter les composants

susmentionnés, mais aussi les produits du métabolisme.

3.2.3. Le sérum : est le liquide sanguin débarrassé de ses cellules et des protéines de la
coagulation. C'est le liquide surnageant obtenu aprés coagulation et centrifugation du sang

dans un tube sec (sans inhibiteur de la coagulation) (Cosson et al., 2023).
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Matériels et Méthodes

Le présent travail porte sur I’évaluation de la performance de différents milieux de
culture Lowenstein-Jensen (LJ) modifiés par enrichissement avec du sang ou dérivé de sang
(plasma ou sang) humain ou de cheval dans la culture de souches de référence de
mycobacterium (M. tuberculosis H37Rv et M. bovis) et d’une souche clinique isolée d’un

sujet malade.

L’ensemble de ce travail s’est déroulé au laboratoire des milieux de culture de

I’Institut Pasteur d’Algérie (Annexe ElI-Hamma) du mois de mars a juin 2023.
1. Description du laboratoire des milieux de culture (Annexe Pasteur EL-HAMMA)

Le laboratoire des milieux de culture situé au département des réactifs de laboratoires
a ’annexe de I’Institut Pasteur d’Algérie EL-HAMMA, est concu pour la production des

milieux de culture hydratés et déshydratés, depuis la préparation jusqu’ au contrdle in process.
Chaque étape de production est effectuée dans une unité spécialisée :

* Unité de production des milieux hydratés ;

* Unité de production des milieux déshydratés ;

* Unité de conditionnement et étiquetage ;

* Unité du contrdle in process.
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2. Matériel
2.1 Produits biologiques
2.1.1 Souches tests
2.1.1.1 Souches de Mycobacterium

I s’agit de primo-cultures de Mycobacterium issues du laboratoire de Mycobactéries
et de tuberculose. Ces souches sont utilisées pour I’étude de la fertilité spécifique sur

milieu LJ.
e Mycobacterium tuberculosis H37Rv

La souche H37Rv a été isolée pour la premiére fois chez un patient atteint de
tuberculose pulmonaire en 1905 et a depuis fait I'objet de nombreuses études. Son génome a
été séquencé et publié en 1998, ce qui en fait I'un des premiers génomes complets d'un agent
pathogene bactérien a étre déterminé. La disponibilité de la séquence du génome de H37Rv a
grandement facilité la recherche sur la tuberculose et a été une ressource précieuse pour

comprendre la biologie et la virulence de M. tuberculosis. (Chitale et al., 2022).

e Mycobacterium tuberculosis isolée d’un malade : cette souche a été isolée a partir
d’un prélévement pulmonaire (crachat) d’un homme de 70 ans. Elle est sensible a tous

les antibiotiques.
e Mycobacterium bovis : souche de référence ATCC 27289.

2.1.2 Lesang : les échantillons de sang utilises dans cette ¢tude sont d’origine humaine et
équine. Nous avons collecté et utilisé du sang humain citraté, du plasma humain, du

sang de cheval et du sérum de cheval (voir partie méthodes).
2.1.3 (@ufs de poule frais : les ceufs de poule frais utilises ont été achetés du marché.
2.2. Produits non biologique
2.2.1. Poudre de base pour la préparation du milieu standard LJ

La poudre utilisée dans la préparation de base du milieu LJ standard est importée d’Espagne.
Conditionnée dans des boites en plastique de 500g, sa composition est donnée dans le tableau
2
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Tableau 2 : Composition de la poudre de base

gramme par litre.

Deuxieme partie : Matériel et méthodes

de préparation du milieu LJ standard en

Ingrédient Quantité | Role

Asparagine 3,6 Acide aminé source d’azote

Fécule de pomme de terre 30,0 Source d’amidon

Vert de malachite 0,4 Colorant et inhibiteur de contaminants
Sulfate de magnésium 0,24 Facteur de croissance

Citrate de magnésium 0,6 Facteur de croissance
Dihydrogenophosohate de potassium | 2,4 Tampon

» L’ensemble des produits chimiques, réactifs et verreries utilisées dans cette étude sont

résumeés en annexe 1.
3. Meéthodes

3.1. Préparations initiales

3.1.1. Prélevement et collecte du sang humain

On a prélevé du sang humain a partir d’un sujet male, &ge de 40ans et en bonne santé, Les

étapes suivies (Di Lofrenzo et Strasinger, 2016) pour le prélevement et collecte de sang

humain sont comme suit (Figure 3) :

- Enroulement d’un garrot élastique autour du bras du donneur, juste au-dessus du site

de prélévement prévu ;

- Recherche d’une veine appropriée pour le prélevement de sang au niveau du bras.

- Désinfestation du site de prélévement a l'aide d'un tampon d'alcool pour minimiser le

risque d'infection ;

- Insertion délicatement, d’une aiguille stérile dans la veine choisie ;

- Collecte du sang par la différence de pression entre le tube a hémolyse de collecte du

sang et la veine ;

- Retrait de I’aiguille du site de prélévement et application d’un pansement ;

- Les tubes de sang prélevé sont stockés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a utilisation.
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Figure 3 : Etapes de prélévement de sang d’un donneur (photos originales).
3.1.1.2 Préparation de plasma humain

Le plasma est obtenu par centrifugation a 3000 tours pendant 3 minutes (Figure 4) de
sang humain collecté selon le méme protocole expérimental cité précédemment, mais dans un

tube citraté pour éviter toute coagulation.

RS

Figure 4 : Séparation du plasma humain par centrifugation (Photo originale).
3.1.2 Préparation du sang de cheval

Le prélevement du sang chez les chevaux suit généralement des étapes similaires a celles
du prélévement de sang chez les humains, on a prélevé du sang a partir d’un cheval male de

I’Institut Pasteur de Delly Brahim
3.1.2.1 Préparation du sérum de cheval

Le sang entier de cheval prélevé dans des tubes sans anticoagulants est soumis a une

centrifugation a 3000 tours pendant 3 minutes (Figure 5) pour récupérer le sérum.
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a) Préparation du sang de  b) Prélevement de sérum de  ¢) dép6t du sérum dans un

cheval. cheval apres centrifugation. flacon de 500 ml.

Figure 5 : Les étapes de préparation du sérum de cheval (photos originales).

3.1.3 Préparation de la suspension d’ceufs

Une suspension d’ceufs est préparée stérilement. Pour cela, les ceufs sont lavés et flambés

avant de les casser. Le contenu des ceufs préparé est mixé dans un Blender puis filtré a travers

une gaze.

3.2 Preparation du milieu Lowenstein-Jensen standard de base

La préparation d’un litre de milieu LJ standard se fait en deux étapes nécessaires:

2.

Préparation de la solution de base :

A T’aide d’une balance €électronique de précision, peser 62 g de la poudre de base de
composition indiquée dans le tableau 2.2 ci-dessus.

Ajouter 20 ml de glycérol ;

Ajouter 375 mL d’eau distillée et bien mélanger jusqu’a obtention d’une suspension
homogeéne ;

Chauffer doucement le mélange sous agitation ;

Ajout de la suspension d’ceuf :

Apres refroidissement du mélange ajouter un volume de 625 mL de la préparation
d’ceuf par filtration ;

Le milieu ainsi préparé est filtré et versé dans un flacon en verre ;

Dans cette étude, les différentes préparations sont réalisées pour obtenir un volume final de

milieu LJ de 8L (Figure 6), soit un mélange de 3L d’eau distillée avec 5L de la suspension

d’ceufs.
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Figure 6: Etapes de préparation du milieu Lowenstein-Jensen standard (photos originales).
3.3 Préparation de milieux Lowenstein-Jensen modifiés
La composition des différents milieux de culture LJ modifiés est résumée dans le tableau 3.

Tableau 3 : La composition des milieux de culture LJ standard et modifiés.

omposition | LJ Sang Plasma | Sang de | Sérum de | Pyruvate

ﬁ‘;eu\ standard humain humain | cheval cheval

LJ standard 100% 0% 0% 0% 0% 0%
LJSH 96% 4% 0% 0% 0% 0%
LJPH 96% 0% 4% 0% 0% 0%
LJSC 96% 0% 0% 4% 0% 0%
LJsrC 96% 0% 0% 0% 4% 0%
LJSHP 96% 3% 0% 0% 0% 1%

LJ: Lowenstein-Jensen ; SH : sang humain; PH: plasma humain; SC: sang de cheval ; SrC :

sérum de cheval ; SHP : sang humain et pyruvate.

» On a utilisé des flacons de 500 ml préalablement stérilisés pour la préparation des

différentes formulations de milieux LJ modifiés.
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3.3.1. Préparation de milieu LJ modifié a base du sang humain et le milieu LJ modifié a

base du sang de cheval

Une quantité de 4% du sang humain comme indique dans le tableau précédent est
inoculé stérilement dans un flacon grace a une seringue stérile (Figure 7). On a ajouté une
quantité de 96% de milieu LJ standard déja préparé selon les étapes indiqués dans le titre 3.2.
Le mélange est homogénéisé puis réparti stérilement dans des tubes a vis a raison de 7 ml par
tube a I’aide d’une pompe a répartition. Les tubes ainsi remplis sont coagulés en position
inclinée a 80°C dans 1’autoclave pendant 45 minutes. Finalement, les tubes préparés sont

étiquetes et stockés dans une chambre froide.

Une quantité de 4% du sang de cheval a été également inoculé stérilement dans un
flacon et mélangé avec 96% du milieu LJ standard jusqu’a I’obtention d’une suspension
homogeéne, le reste des étapes est similaire a celle suivies dans la préparation de milieu LJ

modifié a base du sang humain.
3.3.2. Préparation de milieu LJ modifié a base du plasma humain et du sérum de cheval

Apres centrifugation, 4% du plasma humain est inoculé dans un flacon stérile a I’aide
d’une seringue stérile. Puis on a ajouté 96% de milieu LJ standard préalablement préparé et
on a mélangé jusqu’a homogeénéisation, puis réparti stérilement dans des tubes a vis. Les tubes

sont coagulés en position inclinée a 80°C dans I’autoclave pendant 45 minutes. (Figure 7).

Une quantité de 4% du sérum de cheval a été également inoculé stérilement dans un
flacon et mélangé avec 96% du milieu LJ standard jusqu’a 1’obtention d’une suspension
homogeéne, le reste des étapes est similaire a celle suivies dans la préparation de milieu LJ

modifié a base du plasma humain.
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Figure7: Préparation des milieux de culture LJ modifié a base de sang et dérives de sang

(photos originales).
3.3.3. Préparation de milieu LJ standard additionné de sang et de pyruvate

Nous avons commencé par le pesage d’une quantité appropriée de pyruvate en poudre
(1% de mélange final) et est introduite dans un flacon de 500 ml stérile auquel est ajouté 3%
de sang humain et 97% de milieu LJ standard (Figure 8). Le mélange est homogénéisé puis
réparti dans des tubes a essai a vis a raison de 7 ml par tube. Le reste du process est identique

aux étapes suivies dans la préparation des milieux LJ modifiés a base du sang ou ses dérivés.

Figure 8 : Préparation de milieu LJ modifié a base de pyruvate et sang humain (photos

originales).
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3.4. Controle de la qualité des milieux de culture Lowenstein-Jensen préparés
3.4.1. Controle physico-chimique
- Aspect : clarté et présence d’artéfacts.
- Stabilité et consistance.
- Couleur : vert bleu en milieu LJ standard.
3.4.2. Controle de stérilité
Le contrdle de la stérilité du milieu se fait par :

- Incubation de (05) tubes par milieux de culture formulés (LJ standard et modifiés)
dans I’étuve a 37°C pendant 24 a 48h.

- Aprés incubation, examination visuelle des différents milieux de culture pour
détecter toute croissance microbienne. Si aucun signe de croissance n'est observé,

cela indique une stérilité du milieu.

- La présence de croissance dans les échantillons indique une contamination. Dans
ce cas, le milieu est déclaré non conforme, il est nécessaire alors de chercher et

d'identifier la source de contamination et d’y remédier.

3.4.3. Controéle de fertilité

Le controle de fertilité du milieu se fait selon la méthode usuelle de laboratoire par
ensemencement des souches de référence de mycobacterium (Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, M. bovis) et une souche M. tuberculosis isolée d’un malade pour vérifier la

performance

Pour cela, nous avons ensemencé pour chaque souche testée 4 tubes (2 tubes de milieu
LJ modifié et 2 tubes de milieu LJ standard (témoin) ce qui fait un total de 72 tubes pour toute

I’expérimentation.
3.4.3.1. Méthode d’ensemencement des souches tests

Les étapes suivies pour I’ensemencement des souches tests sont indiquées ci-apres :
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» Préparation de la solution mére

A T’aide de I’anse de platine, on préléve un maximum de colonies de mycobacterium
qu’on introduit dans un petit ballon a fond plat contenant des billes en verre. Par des
mouvements circulaires, on écrase les colonies prélevées, puis on ajoute 10 ml d’eau distillée

stérile et on mélange bien pour obtenir une solution homogene dense (Figure 9).

Figure 9 : méthode de préparation de la solution mére des souches de mycobacteriums a

tester.
> Mesure de la densité de la solution mére

A partir de la solution mére précédemment obtenue, on préléve stérilement a 1’aide
d’une pipette un certain volume qu’on dépose dans un tube stérile et on mesure la densité a

’aide d’un densitométre. La lecture doit étre égale a 1 McFarlend (Figure 10).

Figure 10 : Détermination de la densité de la solution mére.
» Préparation des dilutions de la solution mére

On préléve a partir de la solution mere, un volume de 0,5 ml auquel on ajoute 4,5
ml d’eau distillée stérile pour obtenir la dilution (101). Cette derniére sert pour la préparation
de la seconde dilution (102) en prélevant 0,5 ml qu’on mélange avec 4,5 ml d’eau distillée

stérile (voire la Figure 11).
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» Mise en culture

Les différents milieux de culture LJ modifiés et standard formulés sont ensemencés a

partir des souches tests selon le schéma suivant :

® .
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=
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LJ modifié (Solution 10*") LJ modifié (Solution 1072)

Figure 11 : Préparation des dilutions et I’ensemencement des souches tests.

Pour chaque milieu LJ modifié, 2 tubes de milieu de culture sont ensemencés avec la solution
meére et 2 autres avec la dilution 1072, en paralléle 2 milieux LJ standard sont ensemencés par
la solution mére et 2 autres par la dilution 1072 qui vont servir comme témoin. (Voir la figure
11)

L’ensemencement se fait par stries sur la pente de la gélose inclinée solide des tubes qu’on
ferme partiellement. Les différents tubes ensemences incubés a 37°C et controlés sur une

durée de 48 jours (Figure 12).
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%

PR

Figure 12 : Mise en culture des souches de mycobacteriums (photos originales)
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Résultats et Discussion
3. Résultats
3.1. Résultats du contréle physico-chimique

L’aspect physique des différents milieux de culture formulés (LJ standard et

modifiés) est donné dans le tableau 4.

Tableau 4: Résultats du controle physique des différents milieux LJ formulés (standard et

modifies).

Type de milieu Couleur du milieu Photos
LJ standard Bleu vert

LJSH Marron

LJSC Marron

LJPH Vert clair

LJSrC Vert clair

LJSHP Marron
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LJ: Lowenstein-Jensen ; SH : sang humain ; SC: sang de cheval ; PH : plasma humain ;

SrC : serum de cheval, SHP : sang humain+pyruvate ; LJs : LJ standard ; LIJm : LJ modifié.
3.2. Résultats du contréle de qualité

3.2.1. Résultats du contrdle de stérilité

Sur I’ensemble des milieux de culture LJ standard et modifiés préparés, aucun signe
de croissance microbienne n’a été observé (0% de contamination).
3.2.2. Reésultats du contréle de fertilit¢é des milieux de culture préparés pour les

différentes souches ensemencées
e Souche de référence H37Rv

Les résultats de I’ensemencement de la solution mére et de la dilution 102 de la
souche de référence H37Rv (le 24 /04/2023) sur les différents milieux préparés sont résumés
dans les tableaux 5 et 6 sur une durée d’incubation de 48 jours.
Tableau 5 : Résultats de I’ensemencement de la solution mére de la souche de référence

H37Rv sur les différents milieux de culture préparés (LJ standard et modifiés).

48H 10J 14J 24] 30J 48]
LIdm | LJs |LIJm|LJs |LIJm |LJs |LIm |LJs |LIm|LJs |LIm|LJs
LJSHP | - - + - ++ |+ ++ |+ A | A |+
LJSH - - + + + + ++ |+ ++ |+ |+ |+
LJSC - - + + + + + + + ++ ++ ++
LJSrC - - + + ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++
LJPH - - + - + + ++ + ++ ++ ++ ++
TR i H!ll i‘ M\ | ;
T [ ol
R e St i 1L

LJ: Lowenstein-Jensen ; SH : sang humain ; SC: sang de cheval ; PH : plasma humain ;
SrC : sérum de cheval, SHP : sang humain+pyruvate ; LJs : LJ standard ; LJm : LJ modifié ;

J:jours.
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Tableau 6 : Résultats de 1’ensemencement de la dilution 102 de la souche de référence

H37Rv sur les différents milieux de culture préparés (LJ standard et modifiés).

48H 10J 14J 24 30J 48]

LIm | LJs|LIm | LJs|LIm |LJs|LIm|LJs |LIm |LJs | LIm | LJs
LJSHP | - - + - + + ++ |+ ++ |+ |+ ++
LJSH - - - - ++ + ++ + ++ + ++ ++
LJsC |- - + + |4+ |+ ++ |+ +H+ [+ |+ |+
LJSrC | - - + + |+ ++ |+ ++ |+ ++ |+ |+
LJPH |- - - - ++ + ++ + ++ + ++ ++

LJ: Lowenstein-Jensen ; SH : sang humain ; SC: sang de cheval ; PH : plasma humain ;
SrC : sérum de cheval, SHP : sang humain+pyruvate ; LJs : LJ standard ; LJm : LJ modifié ;

J:jours.
e Souche de référence M. bovis

Les résultats de I’ensemencement de la solution mére et de la dilution 10”2 de la souche de
référence M. bovis (le 2/05/2023) sur les différents milieux préparés sont résumeés dans les

tableaux 7et 8 sur une durée d’incubation de 30 jours.

Tableau7: Résultats de 1’ensemencement de la solution mére de la souche de référence M.

bovis sur les différents milieux de culture préparés (LJ standard et modifiés).

48H 7J 14J 21 30J

LJIm LJs | LIm LJs | LIm LJs LIJm | LJs | LIJm | LJs

- - - - + - + + ++ ++

LJSH - - - - - - + + ++ ++
LJSC - - - - - - + + ++ |+

- - - - + + ++ |+
LJPH - - - - - - + + ++ |+
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LJ: Lowenstein-Jensen ; SH: sang humain ; SC: sang de cheval ; PH : plasma humain ;
SrC : serum de cheval, SHP : sang humain+pyruvate ; LJs : LJ standard ; LJm : LJ modifié ;

J:jours.

Tableau 8: Résultats de I’ensemencement de la dilution 107 de la souche de référence M.

bovis sur les différents milieux de culture préparés (LJ standard et modifiés).

48H 7J 143 21J 30J

LIJm | LJs LIm |[LJs |LIm |LJs |[LIm |LJIs |LIm|LJs
- - - - ++ + ++ ++
LJSH - - - - - - + + ++ ++
LJSC - - - - + + + + ++ +
LJPH - - - - - - + + ++ ++

LJ: Lowenstein-Jensen ; SH : sang humain ; SC: sang de cheval ; PH : plasma humain ;
SrC : sérum de cheval, SHP : sang humain+pyruvate ; LJs : LJ standard ; LJm : LJ modifié ;

J:jours.

e Souche de M. tuberculosis isolée d’un malade

Les résultats de I’ensemencement de la solution mére et de la dilution 107 de la souche de M.
tuberculosis isolée d’un malade (23 /05/2023) sur les différents milieux préparés sont résumés

dans les tableaux 9 et 10 sur une durée d’incubation de 28 jours.
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9 : Résultats de I’ensemencement de la solution mére de la souche de M.

tuberculosis isolée d’un malade sur les différents milieux de culture prépares (LJ standard et

modifies).

48H 7J 10J 16J 28J

LIJm | LJs |LIm |LJs |LIJm |LJs |LIm |LJs |LIm |LJs
LISHP |- - - - ++ + ++ ++ ++ ++
LJSH - - - - + + + + ++ ++
LJSC - - - - + + ++ + + +
LJSrC | - - - - + + ++ ++ + ++
LJPH - - - - + + ++ + + +
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LJ: Lowenstein-Jensen ; SH: sang humain ;

SC: sang de cheval ;

PH : plasma humain ;

SrC : sérum de cheval, SHP : sang humain+pyruvate ; LJs : LJ standard ; LJm : LJ modifi€ ;

J:jours
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Tableau 10 : Résultats de I’ensemencement de la dilution 102 de la de la souche de M.

tuberculosis isolée d’un malade sur les différents milieux de culture prépares (LJ standard et

modifiés).

48H 7J 10J 16J 28J

LIm LJs | LJm | LJs LIJm LJs |[LIJm |LJs |LJm |LJs
LJSHP - - - - i - ++ + ++ | ++
LJSH - - - - + + + ¥ n n
LJSC - - - - - - + + ++ | 4+
LJSrC - - - - + - ++ + + i
LJPH - - - - g - + + ++ | ++

LJ: Lowenstein-Jensen ; SH : sang humain ;

SC: sang de cheval ;

PH : plasma humain ;

SrC : sérum de cheval, SHP : sang humain+pyruvate ; LJs : LJ standard ; LJm : LJ modifié ;

J:jours

3.3. Caracteres culturaux des souches de Mycobacterium étudiées sur les différents

milieux de culture préparés (LJ standard et modifiés)

Les caractéres culturaux des souches de Mycobacterium ensemencées sur les différents

milieux de culture LJ standard et modifiés sont illustrés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Caractéeres culturaux des souches de mycobacterium ensemenceées.

Souche M.
H37RvY M. bovis tuberculosis du
malade
LJIm blanc-ivoire, rugueuses et | blanches, lisses, dysgoniques, | Blanc casse,

(SC, SH, | adhérentes au milieu, un | petites et arrondies et elles ont | rugueuses, aspect de

SrC, aspect en chou-fleur. des bords irreguliers. chou-fleur.

PH,

SHP)

Colonies | blanc-ivoire, rugueuses et | Blanches, lisses, dysgoniques, | Blancs casse,

adhérentes au milieu, un | petites et arrondies et elles ont | rugueuses, aspect de

aspect en chou-fleur. des bords irréguliers. chou-fleur.

Photos

LJ : Lowenstein-Jensen ; SH : sang humain; SC : sang de cheval ; PH : plasma humain ; SrC :
sérum de cheval, SHP : sang humain+pyruvate ; LJs: LJ standard ; LJm: LJ modifié ; J:

jours.
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2. Discussion

Les résultats du contréle physique révelent une différence dans la couleur des
milieux de culture du LJ standard et des milieux LJ modifiés. Ainsi, le mélange du milieu
Lowenstein-Jensen standard de couleur cyan (bleu-vert) avec le plasma humain ou sérum de
cheval, un liquide jaunatre, a permis 1’obtention de milieux gélosés colorés en vert jaunatre en
accord avec le guide des mélanges de couleur. Selon la littérature, la couleur jaune absorbe la
portion de bleu de la couleur cyan laissant uniquement le reflet de la teinte vert obtenu pour
les milieux de culture LIJPH et LJSrC (Salvaggio, 2017). Par ailleurs, le mélange de la couleur
rouge du sang humain ou équin avec la teinte bleu-vert du milieu LJ standard conduit a une
mixture de couleur marron pour les milieux de culture LIJSH, LISC et le milieu LISHP
additionné de pyruvate. La couleur marron ainsi obtenue répond parfaitement a la théorie du
mélange des trois couleurs de base (rouge, bleu et vert) appelées les couleurs primaires. Dans
notre cas, le pigment de 1’hémoglobine, une protéine riche en fer de coloration rouge vif
prédomine et sature le vert du milieu LJ créant une nuance du rouge correspondant a un
marron (Valberg, 2007 ; Salvaggio, 2017).

Par ailleurs, le test de sterilité effectué pour les différents milieux de culture LJ
préparés a montré une absence totale de développement de germes aprés incubation a 37°C
pendant 24 a 48H témoignant ainsi du respect des bonnes pratiques d’hygiéne dans leur

préparation et de la stérilité du matériel employé a cet effet (Kumar, 2012 ; Jain et al., 2018).
Le teste de fertilité

Les résultats de teste de fertilité ont permis de démontrer : une croissance préecoce
des deux souches de référence M. tuberculosis H37Rv et M. bovis sur le milieu LISHP a
compter de la premiére semaine d’incubation (7j — 10 jours) pour les deux concentrations
bactériennes inoculées (solution mére et dilution 102) contre (14jours et 21jours)
respectivement, pour le milieu Lowenstein-Jensen standard (Tableaux 5 et 6). Cette différence
observée dans la multiplication des souches de mycobacterium comparé au milieu témoin (LJ
standard) démontre une influence de la composition du milieu. Ainsi, 1’addition du sang
humain, un milieu complexe riche en sels, minéraux, lipides et protéines (K¥izkova, 2021) en
présence de pyruvate permet d’augmenter 1’efficacité du milieu LJ standard dans I’isolement

et la culture de ces deux souches de mycobacterium.
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D’autre part, la souche de M. tuberculosis H37Rv pour sa part, a donné un résultat
positif sur le milieu LJPH comparable au milieu LJSHP lorsque la concentration de
I’inoculum utilisé pour I’ensemencement est ¢levée (solution mere). L’ensemencement du
milieu LIPH avec la dilution 10 n’a pas permis la détection et I’isolement de la souche
H37Rv qu’a partir du 14°™ jour d’incubation (Tableau 6). Asmar et al. (2015) ont dans le
méme sens rapporté I’effet dose dépendant entre la concentration de I’inoculum et la durée de

détection des souches de mycobacteriums étudiées.

En outre, la souche de M. bovis étudiée a poussé et s’est developpé plus
favorablement sur le milieu LJSHP que sur le milieu LJPH soulignant le besoin pour cette
souche en pyruvate en accord avec la bibliographie (Markey et al., 2013). Nos résultats sont
aussi en corrélation avec ceux d’une étude portant sur la prévalence de la tuberculose bovine
chez les chameaux dromadaires et sensibilisation des éleveurs a son importance zoonotique
dans l'est de I'Ethiopie. Les auteurs ont démontré que sur les 33 souches de mycobacteriums
de I’espece M. bovis isolées, 12% (4/33) ont montré une croissance sur milieu LJ solide
additionné de pyruvate (Ashenafi et al., 2014).

Un autre milieu s’est révélé plus efficace dans les mémes conditions expérimentales
de la solution mére , ils s’agit de milieu LJSrC a permis un isolement de cette souche au bout
de 14 jour contre 21 jour sur LJ standard, les mémes résultats sont obtenu avec la dilution 102
la richesse du le milieu par le sérum (qui apporte des nutriments protéine, vitamine....)

favorise une meilleur croissance

En ce qui concerne la souche de M. tuberculosis isolée du malade, I’ensemble des
milieux de culture LJ modifiés sont similaires au milieu LJ standard et permettent I’isolement
de la souche au bout de la méme période d’incubation et ce & compter du 10°™ jour lorsqu’ils
sont inoculés avec la solution mére .Toutefois, les milieux de culture LISHP, LJSrC et LIPH
ensemencés avec la dilution 102 de la souche de mycobacterium isolée du malade se sont
montré plus performants que le milieu LJ standard. En effet, un développement de colonies a
été observé a partir du 10°™ jour avec ces milieux LJ modifiés contre 16 jours pour le milieu
LJ standard.

Ainsi, le complément nutritif soit de protéines, hormones, minéraux, vitamines, ou autre,
apportés par le sérum ou plasma supplémenté au milieu LJ standard a permis de satisfaire les
besoins et exigences de 1’espéce bactérienne de mycobacterium isolée du malade induisant un

enrichissement de la culture a travers une accélération de la division des cellules pour
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atteindre une concentration cellulaire suffisante pour étre détecter en un laps de temps plus

court que sur le milieu LJ standard aux besoins nutritifs limitants.

En outre, les résultats consignés dans le tableau 11 n’ont démontré ’existence
d’aucune différence dans I’aspect, la forme, taille, etc., des colonies obtenues pour les trois
types de souches de mycobacteriums étudiées quel que soit le milieu de culture consideré LJ
standard ou modifié. Les caracteres culturaux notés sont en accord avec la littérature (Grosset
et al., 1990).
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Conclusion

La tuberculose pulmonaire causée par les Mycobactéries du complexe Tuberculosis
reste un probléeme mondial de santé publique. La culture sur milieu solide de Lowenstein-
Jensen est la méthode universelle pour le diagnostic de laboratoire de la tuberculose.
Néanmoins, la durée de détection de ces mycobactéries est longue (plusieurs semaines)

retardant la prise en charge thérapeutique du sujet malade.

L’objectif de notre étude, consiste a évaluer la performance du milieux de culture LJ
modifiés par addition de sang en présence ou non de pyruvate ou derivé de sang humain et
équin dans la culture de souches de reférence de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, M.

bovis et M. tuberculosis isolée d’un malade.

Globalement, le milieu de culture LISHP s’est révélés efficaces et trés performants
dans la culture et I’isolement des deux souches de référence (M. tuberculosis H37Rv et M.
bovis )en favorisant leur développement et croissance a I’issue de 7 — 10 jours d’incubation

contre 14 jours et 21 jours sur le milieu LJ standard, respectivement.

Par ailleurs, la souche H37Rv croit rapidement sur le milieu LIJPH lorsque celui-ci
est inoculé avec la solution mére riche inversement a la dilution 10 qui n’a conduit a aucune

croissance microbienne dans le méme laps de temps

Egalement, nos résultats ont démontré que le milieu LISrC est plus efficace que le

milieu LJ standard dans I’isolement de la souche de M. bovis.

En outre, les milieux de culture LISHP, LJSrC, et LJPH semble supérieur au milieu LJ
standard lorsqu’il s’agit de la détection de la souche de M. tuberculosis isolée d’un malade.,
lorsqu’ils sont inoculé avec la dilution 10 avec une durée de détection de 10jour contre 16

jour pour le milieu LJ standard

Néanmoins, tous les milieux LJ modifiés produits dans cette étude ont permis
d’obtenir des colonies aux caracteéres culturaux identiques a ceux obtenus sur le milieu LJ

standard pour les différentes souches de mycobacterium étudiées.

En conclusion, la supplémentation du milieu LJ avec du sang ou dérivé de sang
humain et équin peut constituer une alternative intéressante pour améliorer la détection et
I’isolement des souches de mycobacterium du complexe tuberculosis pour une prise en charge

précoce du sujet malade et par conséquent, une réduction de la transmission de la maladie.
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On peut encore étudier une meilleure formulation possible de notre milieu demandé a étre
utilisé a plus large aspect ou plus grande dimension dans les hépitaux la ou il y'a des souches
et des cas diagnostic.

- Modifier la composition de la base de milieu LJ standard, on peut par exemple
changer 1’étape de ’ajout des ceufs et la remplacer par un apport de lipides

- Améliorer le milieu LJ standard par son enrichissement avec le sang et le plasma
au méme temps

- Augmentation des pourcentages des suppléments (par exemple 5% du sang, 2% du

pyruvate)
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Annexe 1 : produits chimiques, appareillage et autres matériels.

Produits chimiques Appareillage Autres matériels
- Glycérol - Autoclave - Tubes a vis
- Pyruvate. - Agitateur - Bouchons

- Centrifugeuse - Entonnoir

- Blender - Papier filtre

- Densimeétre - Seringues

- Réfrigérateur

- Balance électronique

- Etuve

- Hotte microbiologique

- Chambre froide

- Flacons en verre

- Pipettes Pasteur

- Ballon a fond plat

- Tubes a hémolyse sec
- Tubes a hémolyse
citratés

- Louche

- Bec Bunsen

- Portoir pour tubes

- Plateau des tubes

- Eprouvette graduee

- Conteneur de déchets
Dasri

- Récipients en verre

- Récipients en

plastique
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