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RESUME

L’étude de la réponse immunitaire antituberculeuse permettra de comprendre le
dysfonctionnement qui se produit lors de I’infection par Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) conduisant a la tuberculose active.

Au cours de cette étude, nous avons établi les valeurs de référence des sous
populations lymphocytaires chez la population marocaine. Nous avons ensuite
investigué¢ [D’altération de cette homéostasic au cours de la tuberculose. Une
diminution des lymphocytes T CD4+, CD8+ et CD19+ chez les patients tuberculeux
en comparaison aux controles a été observée. Les lymphocytes T activés étaient plus
abondants chez les patients tuberculeux et dans les formes graves alors que les
lymphocytes T mémoires diminuent chez les patients tuberculeux et avec la sévérité
de la maladie. Pour avoir une idée de ces altérations au niveau du site d’infection, les
cellules mononucléées des ganglions lymphatiques (LNMC) ont été comparées a
celles du sang périphérique (PBMC) autologues. Les LNMC ont été enrichies en
cellules T CD4+ mémoire effecteur différencié tardif et en Treg par rapport aux
PBMC. Ces Treg ont montré une corrélation positive avec les cellules T CD4+
activées et la production de cytokines Thl apres stimulation par I'antigene Mtb.

Des recherches plus poussées détermineront le réle exact des Treg au niveau du site

d’infection.

Mots-clefs (5): Tuberculose, Lymphocytes, Réponses Th1/Thl7, Treg, ganglions
lymphatiques.
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ABSTRACT

The study of the anti-tuberculosis immune response will make it possible to
understand the dysfunction that occurs during the infection with Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) leading to active tuberculosis.

During this study, we established the reference values of lymphocyte subpopulations
in the Moroccan population. We then investigated the alteration of this homeostasis
during tuberculosis. A decrease in CD4+, CD8+ and CD19+ T cells in tuberculosis
patients compared to controls was observed. Activated T lymphocytes were more
abundant in tuberculosis patients and in severe forms, while memory T lymphocytes
decrease in tuberculosis patients and with the severity of the disease. To get an idea
of these alterations at the site of infection, lymph node mononuclear cells (LNMCs)
were compared to autologous peripheral blood cells (PBMCs). LNMCs were
enriched in late-differentiated effector memory CD4+ T cells and Tregs compared to
PBMCs. These Tregs showed a positive correlation with activated CD4+ T cells and
the production of Th1 cytokines after stimulation with the Mtb antigen.

Further research will determine the exact role of Tregs at the site of infection.

Keywords: Tuberculosis, Lymphocytes, Thl / Th17 responses, Treg, lymph nodes.
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INTRODUCTION

Au 21°™ siécle, malgré prés d'un siécle de vaccination par le BCG et le développement de
médicaments antituberculeux hautement efficaces, la tuberculose (TB) reste la principale cause
de déces par un seul agent infectieux (Ahmed et al., 2021). La maladie est causée par le bacille
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 10 millions
de personnes ont développé la maladie et 1,3 million de personnes en sont décédées (OMS,
2021). Pour aggraver la situation, environ un quart de la population mondiale est actuellement
infectée par le Mtb (infection tuberculeuse latente: TBL) (Houben & Dodd, 2016). Cependant,
seulement 5 a 10 % de ces personnes développeront une maladie active au cours de leur vie
(OMS, 2019) ce qui suggeére que le systeme immunitaire est trés efficace pour contenir
I'infection & Mtb chez la plupart des individus. De ce fait, une meilleure comprehension de ce qui
constitue une immunité protectrice contre Mtbh et les limites des réponses immunitaires

adaptatives dans la TB sont essentielles pour progresser vers le contréle de la maladie.

La TB active peut se présenter sous différentes formes selon la localisation clinique telle que la
TB pulmonaire, la TB pleurale et la TB des ganglions lymphatiques avec des degrés de gravité
tres variables (Ankrah et al., 2017). Les différentes manifestations de l'infection refletent
I'équilibre entre le bacille et le mécanisme de défense de I'hdte, dans lequel la qualité de la
défense de I'hdte joue un réle préjudiciable ( Flynn & Chan, 2003; Mazzarella et al., 2003). La
TB est le prototype des infections qui nécessitent une réponse immunitaire cellulaire pour leur

controle.

L'immunité protectrice dans la TB dépend principalement des lymphocytes auxiliaires T CD4+
qui sont recrutés dans le site de 1’infection par les macrophages infectés. Ces dernier stimulent
les macrophages pour inhiber la croissance ou tuer les mycobactéries phagocytés (Caruso et al.,
1999; Lin et al., 2012; Mogues et al., 2001; Muller et al., 1987). Les lymphocytes T CD4+ ont
été séparés classiqguement en deux classes phénotypiques : Thl et Th2 qui derivent de cellules
dites Th naifs, et leur différenciation a partir de cette cellule précurseur peut étre sous le contréle
de plusieurs cytokines (Garra et al., 2013; Jasenosky et al., 2015; Kaufmann, 2002). Les cellules

Th1 se caractérisent principalement par leur capacité a produire les cytokines pro-inflammatoire
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tels que l'interféron (IFNy), le facteur de nécrose tumorale a (TNFa) et I’interleukine 2 (1L2),
tandis que les cellules Th2 produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que I’interleukine
4 (IL-4), ’interleukine 5 (IL-5), I’interleukine 10 (IL-10) et I’interleukine 13 (IL-13) (Garra et
al., 2013; Kaufmann, 2002). Des études expérimentales chez I'animal ont montré que I'lFNy joue
un role central dans I'immunité protectrice contre M. tuberculosis. Des investigations plus
récentes ont associé une tuberculose pulmonaire active moins avancee, en l'absence de lésions
cavitaires sur les radiographies thoraciques, a une alvéolite avec des lymphocytes produisant des
cytokines Th1 telle que I'IFNy , mais pas des cytokines Th2 (Gideon et al., 2015).

Les cellules Th17, un sous-ensemble distinct des cellules T auxiliaires CD4 ont été identifiée et
jouent un role essentiel dans I'immunité contre un certain nombre d'agents pathogénes bactériens
et fongiques (Curtis & Way, 2009). Elles produisent des cytokines uniques qui sont I’interleukine
17(1L-17), l'interleukine 21 et I'interleukine 22 (Cruz et al., 2010). Il a été rapporté que I’'IL17
avait un role trés important dans I'amélioration du recrutement des neutrophiles et des cellules T
CD4+ (Th1) vers le site de I’infection, ce qui est en corrélation avec le contrdle de I'infection a
Mtb (Curtis & Way, 2009).

Les lymphocytes T cytolytiques (CTL), contribuant également de maniére significative a la
réponse anti TB, sont primordiaux dans cette protection (Silva et al., 2014). L'importance des
lymphocytes T CD8 lors d'une infection & Mth est liée a leur sécrétion de cytokines et de
molécules effectrices cytolytiques qui peuvent limiter la réplication bactérienne, tels que I'lFN-y
et le TNF-a (Serbina et al., 2000). Elles produisent également des molécules effectrices
cytolytiques associées aux granules telles que la perforine pour lyser les macrophages infectés
par Mtb (Stenger et al., 1997), et les granzymes pour tuer directement le Mtb intracellulaire
(Ernst et al., 2000; Stenger et al., 1997; Stenger et al., 1998). Les cellules T CD8 + interviennent
également dans I'induction de I'apoptose des cellules infectées par 1’intermédiaire des interactions
Fas-FasL (Stenger et al., 1997).

Le systétme immunitaire utilise les lymphocytes T régulateurs (Treg) pour contrebalancer la
réponse inflammatoire excessive durant I’infection Mtb (Cardona & Cardona, 2019). La cytokine
clé impliquéee dans cette fonction immunosuppressive est I'IL-10 (Collison et al., 2007; Moore et
al., 2001; Nakamura et al., 2004). Une expansion limitée des Treg peut contribuer a une réponse

optimale a Mtb caractérisée par une inflammation modulée dans les premiéres semaines apres
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I'établissement de I'infection (Mayer-Barber et al., 2011; McNab et al., 2014). Cependant, il
existe également des preuves que lI'induction précoce des cellules T régulatrices (Treg) retarde les
réponses des cellules T effectrices lors de la réponse immune anti TB, ce qui entraine une

altération de I’'immunité antituberculeuse (Shafiani et al., 2010).

Malgré les progres dans 1’identification des mécanismes immunitaires protectifs durant la TB,
les études sur les réponses immunitaires locales au niveau des différents sites d’infections chez
I'nomme ont pris du retard (Brighenti & Andersson, 2012), en particulier au niveau des ganglions
lymphatiques (Ganchua et al., 2020). La plupart des études sur la TB humaine impliquent des
cellules du sang périphérique, qui peuvent ne pas fournir une image représentative des réponses
immunitaires spécifiques présentes sur le site de I'organe infecté ou dans le microenvironnement

des lésions granulomateuses.

Dans ce contexte, le but principal de cette étude est d’évaluer les changements des sous
population dans le sang périphérique des patients marocains adultes ayant différentes
manifestations de la TB, ainsi que de caractériser phenotypiquement et fonctionnellement la
réponse immune antituberculeuse au niveau du site d’infection dans le cadre de la TB

ganglionnaire.
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GENERALITES
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1. Historique de la tuberculose

Le Mtb, I’ennemi le plus ancien de I’Homme, s’est enraciné profondément dans 1'histoire de
I’évolution et la migration de la civilisation humaine ainsi qu’avec les origines de la

microbiologie.

Les premiéres preuves archéologiques de la TB chez I’homme sont fournies par des découvertes
osseuses montrant le gibbus typique de la maladie de Pott tuberculeux dans les artefacts et les
momies égyptiennes dont 1’age est estimé a 5 500 ans. Un ADN unique au complexe Mtb a été
détecté dans les poumons d'une momie égyptienne (1550- 1080 avant J-C), ainsi que dans le
corps d'une momie du Pérou datant d'il y a 1 000 ans (Barberis et al., 2017; Nerlich et al., 1997;
Salo et al., 1994).

Les écrits décrivant la TB ont été au commencement trouvé dans des textes de I'Inde et de la
Chine remontant respectivement a 3 300 et a 2 300 ans ( Daniel, 2006). D'ailleurs, dans les livres
bibliques, elle a été mentionnée utilisant le nom schachepheth ( Daniel & Daniel, 1999). Dans
I'nistoire grecque, la TB était qualifiée de «phtisie» (consommation), et elle était noté dans les
scripts d'Hippocrate (460 avant J-C) que la TB était bien répandue dans la société grecque et
qu'elle était presque toujours mortelle (Barberis et al., 2017). C’est vers 1 839 que Johann Lukas
Schonlein propose la terminologie «Tuberculose», en se référant a I'aspect pomme de terre des

Iésions observées au cours de la maladie active (Lomax, 1977).

Pendant longtemps, la cause de la TB était en grande partie inconnue ; d'une part considérée
comme héréditaire puisque plusieurs membres semblaient succomber au sein de la méme
famille, d'autre part supposée étre causée par un agent infectieux. Ce n’est qu’au 19 ®me siecle,
spécialement en 1882, que [I’identification du Mtb comme agent de la TB fut établie (Koch,
1932). Le médecin et microbiologiste allemand, Robert Koch a été le responsable de I'un des
événements les plus importants de I'histoire de la médecine. Il avait isolé I'agent causal de la TB
chez I'nomme et le bétail, l'avait cultivé dans une culture pure et reproduit la maladie apres

I'inoculation de Mtb a des animaux sains. Les postulats de Koch, tels qu’ils sont connus
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aujourd’hui, sont a la base de la microbiologie moderne. Ils ont établi depuis lors la norme pour

démontrer une étiologie infectieuse (Koch, 1932; Lagier et al., 2017).

Le traitement de la TB se résumait aux séjours dans les sanatoriums ou on recommandait une
bonne alimentation et du repos et aux interventions chirurgicales agressives sur le poumon pour
enlever les zones atteintes (Daniel, 2006) (Figure 1). Au milieu du 20°™ siécle, une percée
majeure dans la lutte contre la TB a eu lieu aprés la deécouverte des médicaments
antimycobactériens  (streptomycine (1949), isoniazide (1952), rifamycines (1966) et
pyrazinamide (1952)) initiant ainsi une révolution dans le traitement de la TB (Duncan, 2003;
McKinney, 2000; Van Scoy, 1999). Avant I'avenement du traitement antimycobactérien, la TB

avait un taux de mortalité de 50 % (Bouchikh et al., 2012).

Figure 1 : Le sanatorium de Ben Smim d’Azrou (1954 — 1975).
(Source : https://www.libe.ma/Souvenirs-d-un-long-sejour-au-sanatorium-de-Bensmim_a69307.html).

Les premiers essais de contrble de la TB par la vaccination ont commencé trés peu de temps

apres I’identification du Mtb par Robert Koch (Wack & Rappuoli, 2005). Cependant, c’est la
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souche vaccinale atténuee de Mycobacterium bovis, développé par Calmette et Guérin, qui s’est

montrée la plus efficace et a été présentée comme vaccin humain en 1921 (Hanekom, 2016).

Avec ces découvertes une nouvelle ere dans la prévention, la recherche et le traitement de la
maladie a commencé. Le futur semblait plus clair, avec de gros espoirs d’éradiquer complétement
ce plus ancien ennemi de I’humanité. Toutefois, malgré I’immunisation globale avec le BCG et
I’efficacité des traitements, la TB reste de nos jours une menace importante pour la santé
publique, en particulier dans les pays en développement. Ceci a obligé I'OMS a déclarer la TB
comme une urgence sanitaire mondiale et a introduire la thérapie sous observation directe

(DOTS), afin d'éviter que 1’épidémie de TB ne devienne plus incontrdlable

2. Epidémiologie

Depuis 1997, 1’épidémiologie de la TB fait I’objet d’un suivi annuel par ’OMS, avec la
publication d’un rapport dressant 1’état des lieux de 1’épidémie de tuberculose, ainsi qu’un suivi
des progrés des procédures de prévention, diagnostic et traitement de la maladie. Cela permet
d’évaluer D’efficacité des différents programmes de lutte mis en place a 1’échelle mondiale,

régionale et des pays.

2.1. Au niveau mondial

Au 21°siécle et malgré les différentes stratégies de lutte, la TB reste une des causes majeures de
morbidité et de mortalité au niveau mondial. Selon le dernier rapport de I'OMS sur la lutte contre
la TB dans le monde, 10 millions nouveaux cas de TB active, avec 1,2 millions de déces parmi
les patients HIV négatifs, et 251 000 déces parmi les patients HIV positifs, ont été recensés en
2018 (OMS, 2019). Ce qui peut étre plus alarmant est que le un tiers de la population mondiale
est estimée déja infecté par le Mtb (Houben & Dodd, 2016), avec 5 a 10 % (encore plus chez le

sujets immunodeprimés) qui sont susceptibles de développer la TB active au cours de leur vie.

Le nombre de nouveaux cas de TB enregistres dans le monde correle grossiérement avec les
conditions économique: les incidences les plus élevées sont enregistrées au niveau des pays du
Sud-Est d’Asie (44 %), d’Afrique (24 %) et des pays de la région occidentale du pacifique (18

%) (OMS, 2019). Toutefois, la résurgence de la TB dans les pays développés, notamment aux
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Etats-Unis ou en Europe, suite aux migrations Est-Ouest, le déclenchement de la pandémie du
SIDA et I’émergence de la résistance des bacilles aux médicaments antituberculeux montre bien
que la guerre n’est pas encore gagnée pour ces pays; la maladie est loin d’étre controlée, et que
la population mondiale est toujours concernée. La Figure 2 illustre les nouvelles statistiques

relatives 1’incidence de la TB par habitant dans les différents pays du monde.

o o
o
[*]
population per year L
] 099 \
] 10749
B s0-99
B 10029 J

B 300499 o /
B 0
l:] No data

Figure 2 : Estimation des nouveaux cas de TB dans le monde en 2020 (OMS, 2021 modifié).

En termes d’incidence annuelle de cas de TB par habitant, I’incidence en Afrique subsaharienne
est presque deux fois plus élevée que dans les pays du Sud-est d’Asie malgré les nombres élevés
de cas de la TB déclarés par cette derniere. Pour rendre le schéma plus sombre, le taux des
patients co-infectés par le HIV en Afrique est le plus élevé dans le monde, excédant 50 % dans
quelques parties de I’ Afrique du sud, rendant le risque de développer une TB active chez les HIV
positifs 19 fois plus grand que dans le reste du monde (Blumberg, 1996; Cantwell & Binkin,
1996).
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Les dernieres donnees de I’OMS indiquent que, bien que trés lente, I’incidence de la TB est en
diminution d’une fagon globale dans le monde. En effet, Le taux de mortalit¢ par TB a chuté
de 27 % entre 2 000 et 2 018 et pres de 22 millions de vies ont été sauvées grace a la mise en
ceuvre de la stratégie DOTS et de la stratégie Halte a la TB recommandée par 'OMS (OMS,

2019). Le défi actuel est de transformer la lutte vers 1’élimination totale de la TB.

2.2. Au Maroc

Avec une incidence de 103 nouveaux cas pour 100 000 habitants et un taux de mortalité estime a
9,3 déces pour 100 000 habitants par an, la TB est une pathologie endémique au Maroc. Les
chiffres de la TB au Maroc s’appuient sur la déclaration obligatoire de la maladie. En 2 016, le
nombre de cas de TB toutes formes détectées par an s’est élevé a 36 000 cas. La TB

extrapulmonaire est la forme la plus prédominante avec 13 522 cas (PNLT, 2016).

Plus de 70 % des nouveaux cas de TB le sont notifiés dans les quartiers populaires autour des
grandes villes (Casablanca, Salé, Fes, Tanger, Tétouan, Kénitra et Inezgane) (Figure 3).

Les rangs des jeunes &gés entre 20 et 45 ans, dont 58 % sont de sexe masculin, sont
particulierement affectés (Adnaoui et al., 2009).
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Figure 3: Distribution proportionnelle de la notification des nouveaux cas de TB par régions en
2015, Maroc (PNLT, 2016).
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La lutte anti-TB au Maroc est organisée dans le cadre du Programme National de Lutte
Antituberculeuse (PNLAT). Le nouveau programme antituberculeux a été révise pendant I'année
1990. 11 a été mis en ceuvre dans toutes les provinces a partir de janvier 1991. Il s'était fixé
comme objectif, de dépister 80 % des cas de TB pulmonaire & microscopie positive qui existent
dans la population et d'en guérir 85 %. Pour ce faire, la stratégie DOTS de I'OMS a été introduite
au Maroc des 1991 (PNLT, 2016).

Les tendances épidémiologiques du PNLAT montrent une diminution de l'incidence des cas de
TPM+ depuis 1996, suggérant une diminution de la transmission du bacille tuberculeux dans la
population. Ceci est corroboré par les tendances évolutives de certains indicateurs
épidémiologiques. En effet, de 1980 a 2004, il a été relevé une diminution significative de
Iincidence de la primo-infection tuberculeuse chez les individus de moins de 15 ans, cette
incidence a diminué de trois fois et demi en 2004 par rapport au début des années 1980, une
augmentation progressive de I'd&ge moyen des malades tuberculeux qui est passé de 28 ans en 1
980 a 33,4 ans en 2004 et une diminution de l'incidence de la TB a microscopie positive dans les
tranches jeunes de la population associée a son élévation dans les tranches plus agées (Adnaoui et
al., 2009).

Tous les rapports, a I’échelle mondiale ou nationale, insistent sur le besoin urgent d’améliorer les
outils de détection, de thérapie et de prévention (spécialement des vaccins) de la TB. Pour ce
faire, une meilleure compréhension de la microbiologie, la physiopathologie et I’immunologie

lices a la TB est requise.

3. L’agent pathogene

La TB est une maladie pulmonaire chronique liée a I’infection par des mycobactéries et plus
particulierement par Mtb. Ces bactéries appartiennent au genre Mycobacterium, famille des

Mycobacteriaceae, ordre des Actinomycétales (Figure 4).

Mtb partage avec les membres du genre Mycobacterium trois caractéristiques spécifiques.

L’acido-alcoolo-résistance, ce qui permet de les visualiser au microscope grace a la coloration de
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Ziehl-Neelsen qui est a la base du test diagnostic le plus couramment utilisé pour mettre en
évidence I’infection. Ces bactéries expriment également des acides mycoliques uniques dans
I'enveloppe cellulaire qui jouent un réle essentiel dans la structure et la fonction de la paroi
cellulaire. Et finalement, elles présentent une teneur élevée (65,6 %) en guanine et cytosine
(G+C) de leur ADN (Martin & Maugein, 2012).

Les mycobactéries sont des Dbacilles intracellulaires facultatifs qui se multiplient
preférentiellement dans les cellules phagocytaires, comme les macrophages et les monocytes
alvéolaires. Bien que de nombreuses espéces mycobactériennes soient environnementales, le Mth
est strictement parasitaire. Il n’a jamais €été isolée dans I’environnement et son seul réservoir
écologique semble étre 1’homme, avec pour seul vecteur de transmission la voie aérosol depuis

des individus atteints de TB active vers des personnes saines (Sakamoto, 2012).

Order [ ACTINOMYCETALES J

| |
Family [ Mycobacteriaceae ] [ Actinomycetaceae ] [ Streptomycetaceae J

——

Genus r krhmpte:] [- Streptomyces ]
|
spacies [ Miepme -Sota I

Figure 4: Classification des mycobactéries (Iseman, 2000).

Le Mtb a une paroi cellulaire unique et complexe se composant schématiquement (Figure 5):
(Brennan & Nikaido, 1995; M. Daffé, 1996; Mamadou Daffé & Draper, 1997)
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- d'une membrane plasmique interne composée de lipides, de protéines et de phospholipides,

- dun squelette pariétal formé du complexe peptidoglycane-arabinogalactane-acides
mycoliques,

- d'une capsule externe contenant surtout des hydrates de carbone hydrophile et pauvre en
lipides.

Lipoarabirsomarninan

o

Figure 5: Vue schématique de la paroi du Mtb (Vincent et al., 2004).

Le Mtb est un bacille fin, Iégerement incurvé, de 2 a 5 microns de long sur 0,2 a 0,3 microns de
large (Figure 6). 1l se distingue des autres especes bactériennes par ses exigences de culture et sa
lenteur de croissance. Avec un temps de génération 12 a 24 heures, les cultures sur gélose ne

sont positives qu’apres 21 a 28 jours d’incubation a 37 °C.
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Figure 6: Photo de Mtb prise en microscopie électronique
(Source: https://www.hopkinsmedicine.org/news/newsroom/news-releases/research-story-tip-international-johns-
hopkins-study-says-broad-measures-needed-to-prevent-tb-spread-in-india)

L'analyse du génome de Mtb a permis d’identifier la région de différence 1(RD1) codant pour
des protéines absentes dans le génome du Bacille de Calmette-Guérin (BCG) et de la plupart des
mycobactéries environnementales et est donc hautement spécifique de Mtb (Behr et al., 1998;
Hsu et al., 2003). On pense que la fonction principale de RD1 est le codage et la sécrétion des
principales protéines antigéniques, telles que la cible antigénique sécrétoire précoce-6 (ESAT-6)
et la protéine de filtrat de culture -10 (CFP-10) (Brodin et al., 2004; Hsu et al., 2003; Kaku et al.,

2007). Ces protéines sont récemment introduites dans les tests de diagnostic de la TB.

4. Lutte anti-tuberculose :

Les efforts mondiaux actuels de lutte contre la TB comprennent le traitement de l'infection
tuberculeuse latente, le diagnostic précoce des cas positifs et le traitement par la stratégie DOTS
et la vaccination par le BCG. Une telle approche a pour vue de minimiser la propagation de

I'infection.

4.1. Diagnostic

Au cours de ces derniéres années, de nouvelles techniques ont été mises a la disposition des
cliniciens ce qui a permis de modifier radicalement I’approche diagnostique tant de I’infection

tuberculeuse latente que de 1’infection tuberculeuse active.
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4.1.1. Diagnostic de la TB latente

Pour le dépistage de la TBL, les approches immunologiques ont apporté de nouvelles
perspectives dans le diagnostic. Elles sont principalement basées sur la démonstration de
réponses spécifiques des lymphocytes T contre les antigenes mycobactériens. Ceci dit, ils sont un
marqueur indirect d'une infection passée ou présente, mais seuls ne peuvent pas faire la
distinction entre les personnes atteintes de TBL, de TB active ou de TB antérieure. Plusieurs tests
de détection d'antigenes sont disponibles dans le commerce avec une approbation limitée de
I'OMS pour I’utilisation dans le diagnostic de la TB active.

» L'intradermo-réaction a la tuberculine

L'intradermo-réaction (IDR) a la tuberculine a été le premier test mis au point pour le diagnostic
immunologique de la TB. Ce test consiste en 1’injection intradermique d’un volume de 0,1 ml de
tuberculine (dérivé protéinique purifié (PPD)) et la mesure par la suite de 1’induration palpable
provoquée par la tuberculine aprés 48 a 96 h de I’injection. En fait, Ce test mesure la réponse in
vivo d’hypersensibilité a médiation cellulaire de type retardé (type IV de la classification de Gell
et Coombs), apres injection intradermique de tuberculine. C’est une réaction inflammatoire locale
tardive, de durée prolongée et caractérisée par la migration des lymphocytes T CD4 mémoires
spécifiques de la tuberculine vers le site cutané ou ils liberent des lymphokines. Ces lymphokines
induisent une induration par vasodilatation locale, cedéme, dépot de fibrine et recrutement

d'autres cellules inflammatoires (Mack et al., 2009).

Outre son incapacité de distinguer l'infection active de l'infection latente, un autre inconvénient
du test cutané est son incapacité a distinguer les individus qui sont «véritablement» infectés de
maniére latente par Mtb des individus qui ont été vaccinés avec le BCG, le vaccin plus
couramment utilisé dans le monde (Mack et al., 2009). En effet, la tuberculine obtenue a partir
d’un surnageant de culture de Mtb contient plus de 200 antigenes dont la plupart sont communs a
de nombreuses especes mycobactériennes, y compris M. bovis, souche vaccinale utilisée dans le
vaccin BCG.
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» Production d’IFNy

La spécificité de détection de l'infection par Mtb a pu étre améliorée lorsque des antigénes
spécifiques de Mtb, qui ne sont pas produits par M. bovis (souches vaccinales BCG), tels que
I’ESAT-6 et la CFP 10, ont été identifiés (Diel et al., 2006). L'utilisation de ces antigénes a
ensuite été appliquée dans des tests qui reposent sur la détection de I'lFNy libéré ex vivo par les
cellules T spécifiques de Mtbh (en grande partie les cellules T CD4) en réponse a ces antigenes
(Andersen et al., 2000; Mack et al., 2009). Ces tests, a qui on a donné le nom d’IGRA (interféron
gamma release assay), ont été développés initialement pour le diagnostic de la TB latente dans
les contextes d’immunodépression, y compris les personnes vivant avec le VIH, l'insuffisance
rénale chronique, la greffe d'organe solide, les Iésions fibreuses, la silicose, le cancer des voies

aérodigestives, la malnutrition et le diabéte.
Actuellement, il existe deux tests IGRA approuvés par la FDA disponibles dans le commerce.

- QuantiFERON-Gold (QFT-G) (Cellestis Ltd, Carnegie,Australia216) mesure l'interféron y en
Ul / ml en utilisant un test d’immuno-absorption enzymatique (ELISA)

- T-SPOT.TB (Oxford Immunotec Ltd, Abingdon, UK217) compte les cellules libérant de
I'interféron y visualisées sous forme de taches avec la technique de I'immunospot lié a I'enzyme
(ELISPOT)

La sensibilité du Quantiféron a été amélioré récemment par la commercialisation du
Quantiféron®-TB Gold In-Tube (Cellestis, Victoria, Australia) (QTF-GIT). Ce test, incorpore, en
plus des antigénes ESAT-6 et de la CFP 10 un nouveau peptide de la protéine TB7.7, codée
dans la région RD11 et non partagée par la plupart des mycobactéries atypiques. Une méta-
analyse récente a rapporté une spécificité du QFT-G a 99 %, du QFT-GIT a 96 % et du T-SPOT
a 93 % (Pai et al., 2008). En comparant les tests Quantiférons, QFT-GIT semble étre plus
sensible que le QFT-G avec une sensibilité de 92,6 % et 81,4 %, respectivement (Harada et al.,
2008; Pai et al., 2008). Pour le T-SPOT.TB, Une sensibilité Iégerement meilleure (95 %) est
notée en comparaison aux tests Quantiférons (Chee et al., 2008; Ferrara et al., 2006; Pai et al.,
2008).
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Malgré plus sensible que I’IDR (Arend et al., 2007; Ewer et al., 2003), ces procédures sont plus
colteuses et nécessitent des infrastructures de laboratoire. Ces facteurs pourraient étre une vraie

limite a la propagation de I'utilisation de I'lGRA dans les zones endémiques.

4.1.2. Diagnostic de la TB active

Etant une entité clinique, le diagnostic de la TB repose généralement sur des observations
cliniques et I’imagerie par radiographie pulmonaire. De ce fait, dans la plupart des cas, un
traitement multi-médicamenteux spécifique est initié aux patients suspectés d'avoir une TB

active, bien avant la confirmation du diagnostic par le laboratoire

Les signes évocateurs de la TB sont trés variables, dépendent généralement de la location de cette
infection et déférent selon I’évolution de la maladie. Les principaux signes symptomatiques
cliniques de la TB sont la fiévre avec des sueurs nocturnes, la fatigue et 1’altération de 1'état
général avec amaigrissement et une toux, d’abord seche puis devient productive et des douleurs

thoraciques apparaissent (Pérez-Guzman et al., 1999).

» Examen radiologique

La radiographie pulmonaire conventionnelle reste la méthode la plus couramment utilisée pour le
dépistage, le diagnostic et le suivi des réponses au traitement chez les patients atteints de TB
pulmonaire (Pande et al., 2015). Des anomalies typiques visibles sur le cliché thoracique
permettent généralement de poser un diagnostic. Ces lésions siegent dans les lobes supérieurs au
sommet ou dans le segment apical du lobe inférieur. Elles sont isolées ou associées, de type
infiltrat, caverne ou nodule, souvent bilatérales, accompagnées d’une réaction pleurale.
Cependant, des clichés normaux sont souvent observés chez les patients immunodéprimés (Jones
et al., 1998; Morris, 1990; Yeon & Lee, 2008).

L'émergence de la radiologie numérique et de I'interprétation assistée par ordinateur a permit une
meilleure identification des lésions parenchymateuses précoces et les élargissements des
ganglions lymphatiques médiastinaux (Kyung & Im, 1995; Pande et al., 2015). Récemment, une
méthode non invasive, la tomographie par émission de positons pulmonaire en série [*® F] -2-
fluoro-désoxy-D-glucose, a été étudiée pour surveiller I'activité de la maladie et les réponses a la

chimiothérapie antituberculeuse (Davis et al., 2009; Kyung & Im, 1995).
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» Diagnostic biologique

Le diagnostic de la TB au niveau du laboratoire passe par plusieurs étapes consécutives qu’on va
essayer de détailler ci-dessous. La plupart des échantillons biologiques sont prélevés dans la
sphére pulmonaire (crachats, tubes gastriques et lavages broncho-alvéolaires (BAL)). D'autres
prélevements sont généralement obtenus a partir de ponctions (liquides pleuraux, abces,

adénopathies ou liquide céphalo-rachidien) ou de biopsie.

Actuellement, il existe trois principales méthodes validées pour la détection de la TB active : la

microscopie, les cultures et les tests d'amplification des acides nucléiques (PCR).

e Microscopie

En raison de sa disponibilit¢ mondiale facile, la microscopie constitue une premiere ligne
importante dans le diagnostic de l'infection tuberculeuse. La spécificité de cette technique est

excellente, atteignant 95 a 98 % dans les régions a forte incidence de TB.

La méthode la plus largement utilisée consiste a examiner les lames colorées de Ziehl-Neelsen
sous microscopie optique. Cependant, la microscopie fluorescente, avec des colorants comme
I'auramine, est 10 % plus sensible et permet un dépistage plus rapide d'un grand nombre de frottis
(Marais et al., 2008). Auparavant, les sources lumineuses nécessaires pour la microscopie a
fluorescence n'étaient pas disponibles pour une utilisation sur le terrain. Les progres de la
technologie des diodes électroluminescentes (LED) ont élargi I'applicabilité de la microscopie
fluorescente en réduisant considérablement le colt, la puissance et les besoins d'entretien, et en
éliminant le besoin d'une chambre noire, tout en conservant la sensibilité (Marais et al., 2008;
Steingart et al., 2006).

Cependant, ces procedures de coloration ne sont pas toujours spécifiques de Mth, puisqu’elles ne
différencient pas les especes du genre Mycobacterium d'autres organismes acido-résistants, tels
que les mycobactéries non tuberculeuses. Une autre limitation technique est le manque de
sensibilite, qui varie considérablement (20 a 80 %) et est particuliérement faible chez les patients
atteints de TB pauci-bacillaire, y compris les enfants, les patients atteints de TB extra-pulmonaire
ou ceux qui sont co-infectés par le VIH (Warren et al., 2000). On estime qu’environ 5 000 a 10

000 bacilles / ml de crachats sont nécessaires pour un frottis direct positif.
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e Culture

La culture reste la méthode de référence pour le diagnostic de la TB et pour tester la sensibilité
aux antituberculeux. On distingue deux grands types de milieux de culture: le solide (a base
d'ceuf, comme le classique Lowenstein-Jensen ou a base de gélose, comme Middlebrook) et le
liquide (généralement 7H9) qui sont associés a un systeme de détection automatisable tels que
BACTEC et MGIT (Cruciani et al., 2004; Dinnes et al., 2007; Gil-Setas et al., 2004).

Le seuil de détection des mycobactéries par culture est d'environ 100 bacille/ ml. Sur milieu
solide, les colonies sont détectées en 4 a 6 semaines alors que sur les milieux de culture liquides
une croissance est détectée en 1 & 3 semaines (Tortoli et al., 1999). Ainsi, 'OMS a récemment
approuvé l'utilisation de la culture liquide du Mtb dans les pays a faibles ressources. Les
nouveaux tests de culture liquide plus sensible ont des systemes de détection uniques permettant
de détecter une petite quantité de croissance bactérienne, comme par la radioactivité ou des
changements de concentration d'oxygéne, aussi rapidement que possible. Ces systemes peuvent
également étre utilisés pour les tests de sensibilité aux médicaments (Cruciani et al., 2004;
Palomino et al., 2008).

La culture est trés sensible et spécifique, mais 1’inconvénient majeur de cette technique est son
délai d’incubation, auquel il faut rajouter en cas de positivité de la culture le temps nécessaire a
I’identification et la réalisation de I’antibiogramme ce qui peut étre préjudiciable a une prise en

charge adéquate du patient.

o Biologie moléculaires

Ces derniéres années, plusieurs techniques de biologie moléculaire complexes ont été
développées pour identifier précisément les bacilles du complexe Mth et méme de détecter des
mutations dans certains genes qui conférent une résistance a des antituberculeux, tels que

I'isoniazide et la rifampicine (Piersimani & Scarparo, 2003).

Ces tests détectent les mycobactéries, a partir de 1’échantillon clinique soit des la positivité de la
culture soit directement a partir des échantillons biologique, avec une spécificité élevée en
amplifiant des séquences d'acide nucléique cible (Piersimani & Scarparo, 2003). Leur sensibilité

combinée sur les échantillons a frottis positif est de 96 % alors qu’elle varie entre 66 a 72 %
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pour les échantillons a frottis négatif (Greco et al., 2006, 2009). Dans 1’ensemble, la sensibilité
des méthodes de PCR est intermédiaire entre la microscopie et la culture (Drobniewski et al.,
2003).

L’apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic de la TB est considérée pouvoir donner
une confirmation TB beaucoup plus rapidement qu’avec la culture ; généralement dans la
journée. En cas d’examen microscopique direct positif, une amplification génique positive
permet la mise en route d’un traitement approprié, ainsi que 1‘isolement des patients contagicux,
tandis qu’un résultat négatif permettra d’éviter le traitement et 1’isolement inutile d’un patient

infecté par une mycobactérie atypique.

4.2. Traitement

L'approche actuelle du traitement de la TB repose sur un traitement a long terme avec des
antibiotiques administrés via la stratégie DOTS. Le traitement antibiotique a pour objectif
d'obtenir une bactéricidie rapide, d'éviter le développement de bactéries résistantes et d'éradiquer

les bacilles persistants dans les foyers tuberculeux pour prévenir une rechute.

En 1944, La streptomycine a été rapportée par Schatz et al comme ayant une activité antibiotique
contre les bactéries et c'était le premier médicament a étre utilisé avec succes pour traiter la TB
(Schatz et al., 2005). Il est rapidement apparu que Mtb pouvait en devenir résistant, mais cela
pouvait étre surmonté en 1’associant a 1'acide para-aminosalicylique (Medical Research Council,
1952). La découverte de l'isoniazide en 1952 a révolutionné le traitement de la TB. En plus de
son activité bactéricide il avait I’avantage d’étre administré par voie orale (Saltini, 2006). Le
pyrazinamide, actif contre les bactéries non réplicantes, a été introduit en 1952 (Saltini, 2006).
L'introduction de [I'éthambutol dans les années 1961, qui a  remplacé l'acide para-
aminosalicylique dans I'association thérapeutique médicamenteuse standard, a permet de réduire
la toxicité et la durée du traitement de 24 a 18 mois. En 1966, la rifampicine s'est avérée efficace
contre Mtb. Son ajout au cocktail de médicaments a réduit le traitement de 18 mois a 9 mois
(Campbell et al., 2001). Cette duree a encore été réduite a 6 mois par l'ajout de pyrazinamide au
cocktail d'isoniazide et de la rifampicine. Actuellement, la pierre angulaire du traitement de la

multi-résistance repose sur les fluoroquinolones.
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Il existe plusieurs schémas thérapeutiques possibles, tous comprenant un cocktail de
médicaments pris quotidiennement sur une période d'au moins six mois; initialement, une phase
d’attaque intensive de deux mois avec quatre médicaments - isoniazide, rifampicine,
pyrazinamide et éthambutol - est suivi par une phase de quatre mois, dites d’entretien avec les
médicaments isoniazide et rifampicine (Bouchikh et al., 2012).

Malgré que la I'antibiothérapie est efficace contre Mth, mais ceci n’était pas suffisant pour le
contrdle de la maladie. Avec un protocole thérapeutique long et complexe, la plupart des patients
interrompent le traitement une fois leur état amélioré, ce qui entraine une rechute de la maladie et
I'émergence d'une TB multirésistante. Les changements socio-économiques et politiques dans
certaines parties du monde qui conduisent a I'effondrement des soins de santé et des systemes
gouvernementaux, tels que les guerres, les réfugiés, la pauvreté, la malnutrition et le
surpeuplement conduiront a I'établissement et a la propagation des épidémies. Une solution a ce
probléme est le développement de nouveaux médicaments antituberculeux efficaces permettant

I’élaboration de protocole thérapeutiques plus court (Salomon et al., 2006; Tiberi et al., 2018).

4.3. Vaccin

Le vaccin BCG obtenu par Calmette et Guérin est un M. bovis atténué grace a 231 passages en
série entre 1908 et 1924 (Hanekom, 2016). Il est considéré comme I'un des vaccins les plus
administrés dans le monde. Cependant, les politiques d'utilisation different d'un pays a l'autre (1)
ceux qui recommandent le BCG a la naissance ou au premier contact avec le systeme de santé;
(2) ceux qui recommandent le BCG une seule fois dans I'enfance; (3) ceux qui recommandent des
boosters BCG répétés: et (4) les Pays ol le BCG n'est pas recommandé comme les Etats-Unis et
les Pays-Bas (Franco-Paredes et al., 2006). La politique en vigueur au Maroc est la vaccination a
la naissance recommandée par I’OMS (PNLT, 2016).

Bien que le BCG soit moyennement efficace contre les formes infantiles mortelles de TB extra-
pulmonaire, comme la méningite tuberculeuse, il ne protége pas les patients adultes (Brewer,
2000; Rodrigues et al., 1993). En effet, dans certaines populations la vaccination n’a pas eu
d’effet notable sur la prévalence de la TB pulmonaire chez I’adulte, la forme d'infection qui
contribue le plus significativement a la propagation de la maladie (Brewer, 2000; Fine, 1995).
Une méta-analyse a révélé que la vaccination par le BCG réduisait le risque de développer une

TB de 50 % en moyenne (Brewer, 2000). Par conséquent, le développement de nouveaux vaccins
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efficaces est un objectif important dans la lutte contre la TB dans le monde. Il existe deux

approches principales des stratégies de vaccination actuelles: (Kaufmann et al., 2006)

e vaccins sous-unités antigéniques exprimant des antigenes mycobactériens
distincts, baseés sur I'nypothese qu'un ou quelques antigenes protecteurs et des

clones de cellules T spécifiques suffiront pour une protection efficace;

e vaccins recombinant viables atténués qui utilisent tout le spectre des antigénes et
la capacité de stimuler la combinaison optimale de différentes populations de
lymphocytes T, couvrant ainsi la large gamme d'antigénes qui peuvent étre

nécessaires pour une protection efficace.

5. Aspects pathologique de la tuberculose

Deux événements majeurs doivent se produire pour qu'une personne développe la TB; au premier
lieu l'infection par Mtb doit s’établir et ensuite I'infection doit évoluer vers la maladie, souvent

des années plus tard.

5.1. Risques d’infection par Mtb

L’exposition de 1'hdte avec Mtb se produit généralement par inhalation de gouttelettes en aérosol,
de 1 a 5 um de diameétre, contenant les bacilles générés par une personne atteinte de TB active.
Ces particules, appelées gouttelettes de Pfliigge, séchent rapidement dans I’air, mais peuvent
rester en suspension dans une piece non aérée pendant environ 30 minutes, en conservant leur
infectiosité. Les gouttelettes évitent I'élimination mécanique par les cils trachéaux et se déposent
dans les espaces alvéolaires des poumons (préférentiellement des lobes moyens et inférieurs, car
ce sont les zones les mieux ventilées), ou elles rencontrent des macrophages alvéolaires. Aux
premiers stades de linfection, Mtb echappe a la destruction et survit dans les cellules
phagocytaires en imposant l'arrét de la maturation phagosomique par de multiples mécanismes.
En résultat a ces mécanismes inhibiteurs, le Mtb se réplique d’une fagon incontrolée a l'intérieur
des cellules infectées et se propage également de cellule en cellule jusqu'a ce que I'immunité a
médiation cellulaire soit induite deux a trois semaines apres l'infection. Mtb infecte également les
cellules dendritiques (DC) qui patrouillent dans le parenchyme pulmonaire a la recherche
d'agents pathogénes envahissants. Les DC infectées mdrissent, quitteront le poumon et migreront
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vers les ganglions lymphatiques régionaux ou elles amorcent les cellules T naives. Les cellules T
activées spécifiques se déplacent vers les poumons ou elles reconnaissent les macrophages
infectés. La réponse immunitaire de I'néte contre Mtb est initiée et entraine la formation de
structures organisees appelées granulomes. Le granulome sert de barriére et constitue une
interaction dynamique entre la réponse immunitaire de I'h6te et les bacilles tuberculeux. La
fluctuation des facteurs qui influencent la réponse immunitaire peut entrainer une perte de
contréle des bacilles et le développement d'une maladie exacerbée (Kaufmann, 2013; Ling,
Flynn, 2012; Pai et al., 2016; Ramakrishnan, 2012) (Figure 7).
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Figure 7: Pathogenése de la TB: Le développement d’une réponse immunitaire innée et
adaptative contre I’infection par Mtb entraine la formation du granulome (Pai et al., 2016
modifiée)

Biologiquement, l'infection par Mtb est définie comme un résultat positif pour le test IDR ou
IGRA. L'exposition a Mtb ne garantit pas toujours l'infection, puisque seulement 20 a 30 % des
personnes exposées développeront un IDR ou IGRA positive (Migliori et al., 2021). Un exemple

typique est donné lors d’un événement ou 13 marins parmi les 66 marins d’un navire de la
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marine américaine sont restés IDR négatifs aprés 6 mois de partage d'une cabine avec 7 autres
personnes atteintes de TB pulmonaire (Houk et al., 1968). Malgré que, théoriquement,
I’inhalation de quelques bacilles Mtb est considérée suffisante pour causer I’infection, le risque
d'infection dépendra de plusieurs facteurs & savoir (1) I’intensité du contact, qui est influencée par
la durée de I'exposition et la distance physique dans un espace aérien partage ; (2) la capacité de
la personne infectée a transmettre Mtb qui dépendra de I'étendue de la maladie pulmonaire et de
la concentration des bacilles tuberculeux dans ses expectorations ; (3) les caractéristiques de la
souche mycobactérienne, y compris le pouvoir infectant et la virulence ; et (4) la sensibilité des
individus exposés résultant d’un déficit immunitaire sous-jacent tel qu'une infection par le VIH,
ou si l'individu exposé a déja eu une infection tuberculeuse, une vaccination par le BCG ou une
infection par des mycobactéries environnementales (Churchyard et al., 2017; Mathema et al.,
2017; Mclintosh et al., 2019; Turner et al., 2017).

5.2. Del'infection a la maladie

L'exposition & Mtb conduit généralement soit a une élimination de I’infection ou la persistance de
I'agent pathogene (Figure 8). L’élimination de I’infection par des mécanismes immunitaires innés
Ou une réponse immunitaire acquise sans amorcage ou mémoire des lymphocytes T aboutit a des
résultats négatifs au test IDR ou IGRA (Koeken et al., 2019). Certains individus élimineront le
pathogéne, mais conserveront une forte réponse des lymphocytes T mémoire et seront positifs a
I’IDR ou a I'lGRA. Cette protection a été appelée «clairance précoce», alors que d'autres utilisent

le terme «résistance a l'infection» (Ma et al., 2014; Verrall et al., 2014).

Lorsque l'infection a Mtb n'est pas éliminée, la primo infection tuberculeuse aboutit au contréle
de la réplication du bacille grace a la mise en place de la réponse immune retardée et les
individus infectées développeront des résultats positifs a I’IDR et a I''GRA (Migliori et al., 2021).
Dans la population générale, 90 % des personnes infectées contréleront la primo infection; ils ne
sont ni contagieux ni symptomatiques, et la grande majorité d’entre eux le resteront toute leur
vie. On dit que ces personnes ont une TB latente (Maitre et al., 2018). Vu que le Mtb n’est pas
totalement éliminé lors de la TBL, il existe un risque de 10 % de réactivation chez ces individus

(Lin et al., 2012). Ce risque est plus élevé chez les personnes récemment infectée. On estime
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que le risque de reactivation est de 0,31 % par an dans les 3 a 5 ans suivant l'infection et de 0,16
% par an dans les 6 a 7 ans suivant I'infection. Si les personnes infectées ne se réactivent pas dans
les 10 premieres années suivant l'infection, on estime que le risque de réactivation est de 10 % au
cours de la vie d'un individu (Ferebee & Mount, 1962; Lin et al., 2012).

Seulement 5 a 10 % des sujets infectés par Mtb développeront une TB active dite primaire apres
une primo-infection (Maitre et al., 2018). Cependant, le risque de maladie active est
considérablement augmenté lorsque les réponses immunitaires sont déprimées pour une raison
quelconque. En effet, par rapport aux individus sains dépourvus de facteurs de risque, le risque
relatif (RR) de développer une TB active augmente considérablement en présence d'une infection
par le VIH (RR: 50-110) , SIDA (RR: 110-170), les traitements par anti-TNF (RR: 1,5-17), les
transplantations d’organe sous immunosuppresseurs (RR: 20-74), la corticothérapie (plus de 15
mg/j d’équivalent prednisone plus de 2-4 semaines, RR: 4,9), les hémopathies malignes (RR:
16), les carcinomes de la téte et du cou (RR: 2,5-6,3), le diabéte de type 2 (RR: 2,3-6), la silicose
(RR: 30), le déficit pondéral (RR: 2-2,6), I’alcoolisme (RR: 3) et I’insuffisance rénale chronique
(RR: 10-25) . Le jeune age (< 5ans) représente également un facteur de risque avec un RR
compris entre 2 et 5 (Erkens et al., 2010). Soixante-quinze a 80 % des TB actives se développent
dans les 2 premiéres années suivant le conptage et I’infection initiale, le risque étant maximal
dans les 6 premiers mois (Comstock et al., 1974; Marais et al., 2004; Sloot et al., 2014). Les
patients atteints de TB active présentent des symptomes tels que toux, fiévre et perte de poids, et
le diagnostic peut généralement étre confirmé par un frottis d'expectoration, une culture et des
tests moléculaires. Dans de nombreux contextes, jusqu'a 50 % de toutes les personnes atteintes de
TB active a culture positive n'ont pas de toux productive prolongée (généralement a frottis
négatif en raison de la faible charge bacillaire) et au moins 25 % n'ont aucun symptéme. Un
résultat négatif a I’IDR ou a I'lGRA en raison d'une anergie induite par la maladie elle-méme ou
d'une suppression immunitaire est aussi observé (Pai et al., 2016; Sousa et al., 1997). Bien que la
TB soit une maladie pulmonaire, elle peut se manifester dans d’autres sites tissulaires. La TB
extrapulmonaire se développe en moins de 10 % de tous les cas. L'évolution de la TB non traitée
est mauvaise, car 49 % des patients tuberculeux mourront dans les cing ans. Parmi eux, 25 %
mourront dans les deux premiéres années. En revanche, 33 % des patients tuberculeux guérissent
spontanément de leur maladie. Les 18 % restants développeront des infections chroniques avec

des frottis d'expectoration positifs représentant ainsi une source de contamination pour d'autres
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individus. Heureusement, a l'exception des souches multi-résistantes, une chimiothérapie
adéquate réussit dans plus de 90 % des cas (OMS, 2019).

Ceci dit, on peut conclure que la TB est un spectre de différentes manifestations (Figure 8) qui
refletent I'équilibre entre le bacille et les mécanismes de défense de I'hote, dans lesquels la qualité

de la défense de I'h6te détermine l'issu.

Infection el'liminated Latent TH Subclinical Active
I infecti TB di T8 di
With innate or  Withacquired iection fsease ease
immune response* immune response
Mycobacterium
tuberculosis
%
AN
—_— —_—
Cranuloma
Lung
Heart
TST Negative Positive Positive Fositive Ususlly positive
IGRA Negative Positive Positive Positive Usually positive
Culture Negative Negative Negative Intermittently positive  Positive
Sputum smear Negative Negative Negative Usually negative Positive or negative
Infectious No No No Sporadically Yes
Symptoms None None None Mild or none Mild to severe
Preferred treatment ~ None None Preventive therapy ~ Multidrug therapy Multidrug therapy

Figure 8: Le spectre de la TB : de l'infection a Mtb a la TB active (pulmonaire) (Pai et al., 2016).

6. L'immunité anti-tuberculose

Comprendre la réponse de I'hdte a I'infection a Mtb est un aspect clé des efforts d'éradication de

la TB grace au développement de vaccins efficaces et de thérapies immunitaires (P. Cheng et al.,
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2022). Cette réponse implique la contribution d'une grande variété de cellules immunitaires
innées et adaptatives que nous allons essayer de presenter dans cette partie. En plus, nous allons

présenter les différentes stratégies employées par le Mtb pour échapper a cette réponse.

6.1. L'immunité innée

La premiére rencontre du Mtb avec le systeme immunitaire de son hote se fait avec les cellules de
la réponse immunitaire innée. Suite a I'établissement de l'infection a Mtb dans les voies
respiratoires et le parenchyme pulmonaire, les bacilles seraient phagocytés par les macrophages
alvéolaires et puis repris par les différentes cellules présentatrices d’antigénes et les cellules
tueuse naturelle (NK) recrutées au site de I’infection (Crevel et al., 2011). Ces cellules sont
responsables de la réponse antimycobactérienne précoce. De plus en plus de preuves suggérent
que le systeme immunitaire inné peut aussi produire des réponses spécifiques aux agents
pathogénes et augmenter la résistance aux infections secondaires grace a la «mémoire
immunitaire innée» ou a «l'immunité entrainée» (Kleinnijenhuis et al., 2014; Netea et al., 2016).
Elles sont également importantes pour la progression de I'infection et le contréle a long terme de
Mtb en amorcant et en éduquant continuellement les réponses immunitaires adaptatives et en

régulant I'inflammation.

6.1.1. Mtb et Macrophages

Les macrophages alvéolaires sont les premiéres cellules immunitaires & rencontrer le Mtb et
représentent également sa principale niche de réplication (Russell et al., 2009; Sampath et al.,
2021). Les interactions macrophages-mycobactéries et le réle des macrophages dans la réponse
de I'néte peuvent étre résumés sous les processus suivant: liaison du Mtb a la surface des
macrophages, internalisation et fusion phagosome-lysosome et finalement inhibition / destruction

de la croissance mycobactérienne.

Liaison du Mtb a la surface des macrophages

La reconnaissance du Mtb par les macrophages est la premicre étape pour 1’activation de la

réponse immunitaire innée. Ces cellules utilisent différents récepteurs et mécanismes opsoniques
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Ou non opsoniques, pour pouvoir se lier aux composants de la paroi cellulaire bactérienne et
phagocyter le Mtb, tel les récepteurs de la famille du complément, les récepteurs Fc des
anticorps, le récepteur du mannose, les récepteurs lectines de type C, récepteurs membranaires
ancrés au glycophosphatidylinositol (GPI) (par exemple CD14) et divers récepteurs éboueurs, y
compris CD36. En plus, les macrophages expriment un large éventail de récepteurs de
reconnaissance de formes (PRR) dont les récepteurs de type Toll (TLR). Parmi les TLR, TLR-2,
TLR-4 et TLR-9 sont d'une importance particuliére dans la détection de Mth, avec NOD2,
Mincle, Dectin-1, MR et DC-SIGN, contribuant & I'activation des macrophages par PRR
(Berrington & Hawn, 2007; Jo, 2008; Jo et al., 2007; Sia & Rengarajan, 2019; Crevel et al.,
2011).

L'entrée de Mtb dans les macrophages via différents récepteurs conduit a des différences dans la
transduction du signal et I'activation immunitaire qui peuvent inhiber ou favoriser la réplication
bactérienne. Par exemple, la phagocytose médiée par le récepteur Fc est directement liée a une
augmentation de la production des espéces réactifs de I'oxygéne et permet la fusion des
phagosomes lysosomes, alors que la liaison a CR3 déclenche une production minimale de
superoxyde et inhibe la fusion phagosome lysosome (Aderem & Underhill, 1999; Crevel et al.,
2002; Jayachandran et al., 2007).

Internalisation et fusion phagosome-lysosome

Apres l'ingestion par les phagocytes activés, Mtb est englobé dans un phagosome immature, une
vésicule caractérisée par son pH modérément bas (Armstrong & Hart, 1971). Cette endocytose
est suivie de la maturation du phagosome, qui est marquée par la diminution du pH du
compartiment, aboutissant a la fusion du phagosome avec le compartiment lysosomal dégradant
(Colombo et al., 2006; Gutierrez et al., 2004).

Cependant le Mtb est capable de survivre et de se répliquer dans le phagosome en inhibant la
maturation phagosomale et la génération phagolysosomale grace a divers mecanismes (Ehrt &
Schnappinger, 2009; Philips & Ernst, 2012). Des etudes ont démontré que les mycobactéries sont
capables de produire de I’ammoniac, ce qui pourrait a la fois inhiber la fusion phagosome-
lysosome et en alcalinisant le contenu intralysosomal, diminuer la puissance du complexe de
fusion (Gordon et al., 1980). De méme, les sulfatides (dérives du trehalose 2-sulfate, un
glycolipide produit par Mtb) avaient déja été montrés inhiber également la fusion phagosome-
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lysosome ( Goren et al., 1976; Goren et al., 1974). En plus d'éviter la destruction des cellules
bactériennes par les phagocytes hotes, ces mécanismes de virulence bactérienne limitent
également le succes de la présentation de I'antigene par les cellules infectées, un mécanisme
important par lequel Mth échappe a la détection par les cellules T (Schluger & Rom, 1998). Les
cellules phagocytaires peuvent contourner ce blocage en dirigeant les phagosomes bactériens

dans la voie autophagique de dégradation (Harris et al., 2009).

Inhibition / destruction de la croissance mycobactérienne

Une fois a l'intérieur du macrophage, le Mtb peut étre dégradé par plusieurs mécanismes grace a
une multitude d'interactions compliquées, méediées par des cytokines, entre les lymphocytes et les
phagocytes. L'activation avec I'IFN-y, stimule les mécanismes anti-mycobactériens dans les
macrophages, notamment les réactifs intermédiaires de I'oxygene (ROI) et les réactifs
intermédiaires de I'azote (RNI). L'oxyde nitrique (NO), le produit de ’oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS), est trés toxique pour les mycobactéries intracellulaires (Chan et al., 1992). Les
inhibiteurs d'iNOS aggravent I'évolution de la TB murine et les souris déficientes en NOS2 sont
tres sensibles aux infections mycobactériennes (Chan et al., 1992; Garcia et al., 2000).
Cependant, le role de I'NOS dans la TB humaine est moins clair, bien que I'expression d'iNOS
soit documentée dans les monocytes humains et les macrophages alvéolaires (Nicholson et al.,
1996). Le réle du ROI est encore plus ambigu, bien que les souris déficientes en p47 cytosolique,
qui est nécessaire pour une production efficace de superoxyde, étaient partiellement incapables
de contr6ler les infections aigués par aérosols (Cooper et al., 2000). Plus important encore, il a
été rapporté que les personnes atteintes de la maladie granulomateuse chronique sont plus
sensibles a la TB (Lau et al., 1998). On pense que les ROI seuls sont insuffisant pour tuer Mtb, et
des interactions synergiques avec le RNI sont probables. En effet, Mtb possede différents
systemes de détoxification lui permettant de résister a I’accumulation de ROI et RNI tels qu’une
catalase (KatG), des superoxyde dismutases (SodA, SodC), des enzymes anti-oxydantes (CysH)
et des réductases/peroxydases (AhpC, AhpD, DIaT et Lpd) (Voskuil et al., 2011). Les microbes
persistants pourraient passer a un stade de dormance avec une activité métabolique réduite qui
facilite leur survie dans des conditions de privation de nutriments et d'oxygéne. Ces bactéries

peuvent persister sans produire de maladie et donc créer un état de latence( Kaufmann, 2001).
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Un autre mecanisme potentiel impliqué dans la défense des macrophages contre Mth est
I'apoptose, ou mort cellulaire programmée (Oddo et al., 1998). L'apoptose des macrophages
libere des vésicules apoptotiques qui transportent les antigenes mycobactériens vers les DC non
infectées et conduit a une présentation d'antigéne plus efficace. L'inhibition de I'apoptose des
macrophages pourrait réduire le transfert d'antigénes vers les cellules voisines et affecter
I'activation des cellules T CD8 (Dheda et al., 2010; Schaible et al., 2003). Des souches de Mtb
plus virulentes peuvent induire des niveaux plus élevés de la molécule anti-apoptotique Bcl-2,
empéchant lI'apoptose et favorisant la mort nécrotique, définie par la lyse cellulaire, qui permet la
sortie des bacilles du macrophages et donc la propagation de cellule a cellule (Chen et al., 2006;
Gan et al., 2008; Keane et al., 2000).

Dans les macrophages, Mtb induit une augmentation de production de cytokines pro-
inflammatoires (en particulier le TNF-0) qui stimulent la sécrétion des chimiokines (en
particulier CCL-2, 3, 4, 5 et CXCL9 et 10) par les macrophages dans le site d'infection. Ces
chimiokines attirent d’autres cellules au site de 1'infection et sont importantes dans la formation

et le maintien du granulome (Algood et al., 2003; Ferraz et al., 2006).

6.1.2. Mtb et neutrophiles

Les neutrophiles sont parmi les premieres cellules immunitaires a migrer vers le site de I'infection
lors de linfection a Mtb et jouent un r6le crucial dans le développement de réponses
inflammatoires innées (Dallenga & Schaible, 2016). Ces cellules peuvent phagocyter les bacilles
et induire leur dégradation grace a un arsenal d’effecteurs antimicrobiens contenus dans leurs
granules tels a-défensines, métalloprotéases matricielles, lactoférine et lipocaline. Parallélement a
cette forte activité bactéricide, ils sécrétent également des chimiokines et des cytokines pro-
inflammatoires (IFN-y et TNF-o) pour recruter et activer d'autres cellules immunitaires
(Appelberg, 2007; Korbel et al., 2008; Segal, 2005). IIs favorisent aussi la réponse immunitaire
adaptative contre Mtb en fournissant les bacilles aux cellules dendritiques sous une forme qui
rend celles-ci un initiateurs efficaces de l'activation des lymphocytes T CD4+. Cependant
I’importance de ces cellules est discutée. Certains modeles conférent aux neutrophiles un rdle
essentiel dans le contrdle des premiéres étapes de 1’infection. D’autres soutiennent un réle négatif
de ces cellules dans la pathogenese de la TB (Eruslanov et al., 2005; Feng et al., 2006; Korbel et

al., 2008). Le rdle pathogéne des neutrophiles est démontrée dans des études comparant le
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recrutement des neutrophiles chez des souches de souris résistantes et sensibles (Eruslanov et al.,
2005; Keller et al., 2006). Les neutrophiles étaient rapidement recrutés dans I'espace
bronchéoalvéolaire a des magnitudes plus élevées chez les souris sensibles. En plus 1’élimination
de ces cellules au début de l'infection a Mtb a permet de prolonger la durée de vie des souris
génetiquement sensible, ce qui suggere que lI'implication précoce des neutrophiles était pathogene

chez ces souris.

6.1.3. Mtb et Cellules dendritiques

Les DCs sont des cellules présentatrices d’antigénes professionnelles qui sont cruciaux pour la
protection contre l'infection a Mtb en provoquant a la fois des réponses cellulaires T primaires et
secondaires. Aprés phagocytose du Mtb, les DCs présentent les antigénes mycobactériens aux
lymphocytes en utilisant a la fois des voies classiques (CMH 1 et Il) et non classiques (par
exemple CD1) (Blackwell, 1996; Steinman, 1998). La phagocytose du Mtb par les DCs humaines
ce fait via la ligature de DC-SIGN au lipoarabinomannan (Geijtenbeek et al., 2003; Tallieux et
al., 2003). L'infection des cellules dendritiques par Mtb entraine la maturation de ces cellules
caractérisées par une expression accrue des molécules d'adhésion, de co-stimulation et de
présentation d'antigéne (ICAM-1, CD54, CD40, B7.1, B7. 2, CMH Classe | et CMH Classe 1),
ainsi que dans la production des cytokines induisant la réponse Th1/IFNy telles que TNF-a, IL-1
et IL-12 (Bodnar et al., 2001; Turley et al., 2016). En plus, les cellules dendritiques infectées par
Mtb exprimaient CCL3, CCL4, CXCL9 et CXCL10, qui étaient impliquées dans la stimulation
de la migration des cellules NK et T au site de I’infection (Lande et al., 2003). Les DCs matures
augmentent leur expression en CCR7 et migrent vers les ganglions lymphatiques régionaux ou ils
amorcent les lymphocytes T naifs (Bhatt et al., 2004; Olmos et al., 2010; Wolf et al., 2008). Ce
processus de migration est impliqué dans la dissémination de Mtb du site primaire de l'infection
aux ganglions lymphatiques régionaux. Les lymphocytes T spécifiques de l'antigene peuvent étre
amorcés a la fois par les DCs migratrices infectées et par les DCs résidentes des ganglions
lymphatiques non infectés. Une étude a démontré que les DCs infectés migrent vers les ganglions
lymphatiques drainant les poumons ou ils sécrétent des antigénes solubles et non transformés de
Mtb qui sont par la suite phagocytés par les DCs résidentes des ganglions lymphatiques non
infectés (Srivastava & Ernst, 2014).
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De son c6te, Mtb a développé des mécanismes évasif par lesquel il supprime la maturation des
DCs en réduisant I'expression de CD1, diminuant ainsi leur capacité a présenter des antigénes
lipidiques mycobactériens (Baena & Porcelli, 2009; Stenger et al., 1998); en inhibant leur
expression de marqueurs de maturation et leur capacité a induire la prolifération des lymphocytes
T (Geijtenbeek et al., 2003; Hanekom et al., 2003); et en promouvant l'induction de la sécrétion
d' interleukine 10 (IL-10) (Geijtenbeek et al., 2003).

6.1.4. Mtb et Cellules NK

Comme les cellules T et B, les cellules NK se développent a partir d'un progéniteur lymphoide
commun, Cependant, elles ont été considérées comme des cellules innées parce qu'elles
expriment des récepteurs activateurs codés par la lignée germinale et peuvent répondre
rapidement aux agents pathogenes. Ces cellules sont des composants cellulaires importants de la
réponse immune anti TB (Kust et al., 2021). Elles assurent cette fonction principalement par
cytotoxicité cellulaire, notamment d'une maniére dépendante de la perforine / granulysine, et la
production d'une gamme de cytokines (Kulpraneet et al., 2007; Topham & Hewitt, 2009; Yoon et
al., 2015). Ces cellules peuvent lyser directement le pathogéne comme elles peuvent lyser les
monocytes infectés (Vankayalapati et al., 2002, 2005). Elles régulent également I'activité
cytotoxique des macrophages contre Mth et sont de puissants producteurs d'IFN-y, une cytokine

cruciale pour l'activation des macrophages (Khader et al., 2019; Schierloh et al., 2005).

Les cellules NK ne sont pas seulement des effecteurs clés dans la réponse immunitaire innée,
mais régulent également les réponses immunitaires adaptatives, telles que la maturation des
cellules T CD8 + cytotoxiques (Vankayalapati et al., 2004), la prolifération des cellules T yd
(Zhang et al., 2006) ou la lyse des T régulatrices lors de stimulations antigéniques avec des
antigenes mycobactériens (Roy et al., 2008). Cependant, Malgré les fonctions effectrices et
I'expansion précoce des cellules NK apres I'infection par Mtb, 1’absence des cellules NK n'a pas
influencé la charge bactérienne ou la progression de la maladie dans les poumons, ce qui suggére
que les cellules NK ne sont pas essentielles pour la résistance de I'hdte a Mtb (Zhang et al.,
2006).
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6.2. L'immunité adaptative

Par rapport a la réponse immunitaire a d'autres infections, la réponse initiale a Mtb est retardee
(Reiley et al., 2008; Wolf et al., 2008). Malgré ce retard, la croissance bactérienne exponentielle
(au moins dans le modele murin) est stoppée lorsque les lymphocytes T amorcés migrent vers le
site de I'infection, indiquant que la réponse immunitaire adaptative agit pour contrdler et contenir
la bactérie (P. Cheng et al., 2022; Lazarevic et al., 2005).

6.2.1. L’'immunité cellulaire

Mtb est un exemple classique d'agent pathogene pour lequel la réponse protectrice repose sur
I'immunité a médiation cellulaire. Vu que c’est un organisme qui Vit dans des cellules,
généralement les macrophages. Les mécanismes effecteurs de lymphocytes T, plutdt que des
anticorps, sont nécessaires pour contréler ou éliminer ces bactéries. Historiquement, la recherche
s'est concentrée sur la réponse des cellules T CD4+ a la TB. Mais récemment, il y a eu un intérét

accru pour le role des cellules T CD8+ dans la réponse immunitaire a ce pathogene.

Dans le modéle murin, une semaine suivant l'infection par un Mtb virulent, le nombre de cellules
T CD4 + et CD8 + activées a augmenté dans les ganglions lymphatiques drainant les poumons
(Feng et al., 1999; Serbina & Flynn, 1999). Entre 2 et 4 semaines aprés l'infection, ces cellules
migrent vers les poumons et présentent un phénotype effecteur / mémoire (CD44hi CD45lo
CD62L-); environ 50 % de ces cellules sont CD69+ (Feng et al., 1999; Flynn & Chan, 2001,
Raja, 2004). Cela indique que les cellules T activées migrent vers le site de l'infection et
interagissent avec les cellules présentatrices d’antigénes. Au niveau des granulomes tuberculeux
les cellules T CD4+ et CD8+ contiennent l'infection et empéchent la réactivation de la maladie
(Randhawa, 1990). La réponse des lymphocytes T contre l'infection a Mtb ce fait généralement
par la sécrétion de cytokines ou par les actions antimicrobiennes directes de ces cellules (Serbina
et al., 2000).
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6.2.1.1. Mtb et lymphocytes CD4

Le lymphocyte T CD4 est La principale cellule effectrice dans I'immunité a médiation cellulaire
contre le Mth. Des études sur des modéles animaux ont montré, par la déplétion des cellules T
CD4 (Caruso et al., 1999; Lin et al., 2012; Mogues et al., 2001; Muller et al., 1987), le transfert
adoptif (Lake, 1983; Orme & Collins, 1984) ou l'utilisation de souris a géne perturbé (Caruso et
al., 1999; Tascon et al., 1998), le role primordial des cellules T CD4+ dans le contrble de
l'infection. Chez 'homme, I’émergence de 1’épidémie du VIH a démontré que la perte de cellules
T CD4+ augmente considérablement la sensibilité a la TB aigué et la réactivation. En fait, les
sujets VIH+ PPD+ ont un risque annuel de 8 a 10 % de développer une TB active, contre un
risque a vie de 10 % pour les patients VIH- PPD+ ( Ling, 2012)

Etant une bactérie intracellulaire, la présentation des antigénes mycobactériens aux cellules T
CDA4+ se fait via le CMH classe I1. En effet, les lymphocytes T CD4 expriment le TCRof (pour
Tcell receptor) impliqués dans la reconnaissance des antigenes qui ont été traités dans les
phagosomes et présentés sous forme de petits fragments peptidiques par les molécules du CMH
de classe Il a la surface des cellules présentatrices d'antigenes telles que monocytes, macrophages
ou cellules dendritiques (Stefan, 1993). Suite a la reconnaissance des antigénes mycobactériens,
les cellules CD4+ activées aident a amplifier la réponse immunitaire de I'néte en activant les
fonctions effectrices des cellules phagocytaires et en recrutant d’autres cellules immunitaires au

site de I’infection.

Les cellules T CD4+ spécifiques de Mtb sont typiquement du type cellule T auxiliaire (Thl). Les
cellules T CD4 Thl produisent des cytokines, notamment I'l[FNy, le TNFa, 1' interleukine 2 (IL-
2), la lymphotoxine et le facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages (GM-
CSF), qui incitent a la stimulation des cellules Thl et des CTL ainsi que de la maturation et de
I'activation des macrophages et les granulocytes (Garra et al., 2013; Jasenosky et al., 2015;
Kaufmann, 2002). Les cytokines Th2, telles que l'interleukine 4 (IL-4) et I'IL-10 sont rares, mais
pas totalement absentes; elles favorisent la production d'anticorps mais suppriment la réponse
immunitaire de type Thl (Garra et al., 2013; Kaufmann, 2002). Thl et Th2 interagissent et
s'inhibent mutuellement pour maintenir la réponse immunitaire normale, tuant ainsi Mtb sans
dommage pathologique causé par une réponse immunitaire excessive (Guo & Zhao, 2012; Harris

et al., 2007). Un déséquilibre Thl / Th2 a été trouvé chez les patients tuberculeux avec une
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diminution des cytokines Thl et une augmentation des cytokines Th2 dans la circulation
proposant ainsi une corrélation significatif entre les réponses Th2 et la pathogeneése et le
développement de la TB (Dheda et al., 2005; Reljic et al., 2009; Seah et al., 2000; Wu et al.,
2021). Cependant, d'autres auteurs n‘ont pas réussi a associer les réponses Th2 et la TB ( Lin et
al., 1996). En conséquence, le débat sur la balance Th1l-Th2 est toujours ouvert. Cela devient
encore plus complexe apres la description récente d'un réle supplémentaire pour d'autres sous-

ensembles cellulaires, tels que les cellules T régulatrices et les cellules T Thl7.

Au cours de la différenciation induite par I'antigéne, les cellules T CD4+ peuvent acquérir la
capacité de produire simultanément deux cytokines ou plus. Ces cellules T dites
«polyfonctionnelles» sont généralement considérées comme des effecteurs supérieurs par rapport
aux cellules qui ne produisent qu’une cytokine. Les lymphocytes T trifonctionnels, produisant
simultanément IFNy, TNFa et IL-2, sont supposés avoir de capacité fonctionnelle effectrices et
prolifératives (Jasenosky et al., 2015; Seder et al., 2008). Parmi les études qui ont examiné
I'activité des lymphocytes T CD4+ trifonctionnelle versus mono et bifonctionnelle au cours de
Iinfection a Mtb et la TB active, plusieurs ont rapporté que la TB active est associée a des
fréquences élevées de lymphocytes T CD4+ spécifiques de Mtb avec une ou deux fonction, en
particulier TNFa+ ou TNFa+ IFNy+. En revanche, les personnes atteintes d'une infection latente
présentent des fréquences plus €levées de lymphocytes T CD4+ trifonctionnels IFNy+ TNFo+
IL-2+ ( Chiacchio et al., 2011; Harari et al., 2011; Jeong et al., 2014; Pollock et al., 2013). De
plus, le traitement antituberculeux semble rendre le compartiment des lymphocytes T CD4+ a
nouveau trifonctionnel (Day et al., 2011; Riou et al., 2014). D'autres études, par contre, ont
montré que la TB active s'accompagne d'une augmentation de la fréquence des lymphocytes T
TNFa+ IFNy+ IL-2+ CD4+, par rapport a une infection latente (Caccamo et al., 2010; Mueller et
al., 2008; Qiu et al., 2012; Sutherland et al., 2009) ou aprés un traitement antituberculeux
(Young et al., 2010).

Outre la fonction cruciale des cellules T CD4+ dans la production de cytokines, ces cellules
peuvent également participer a I'induction de I'apoptose des cellules infectées et a la réduction
subsequente de la viabilité bactérienne par le biais du Systeme ligand CD95 (Fas) (Oddo et al.,
1998). Une autre fonction a été attribuée a ces cellules, c'est-a-dire aider a développer la réponse
médiée par les cellules T CD8+ ( Serbina et al., 2001).
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6.2.1.2. Mtb et lymphocytes CD8

Il a été observé, lors de I'infection & Mtb, que les souris avec délétion du géne de la
microglobuline 2, qui abroge la présentation de l'antigéne par le CMH de classe I, ou les souris
dépourvues de lymphocytes T CD8, vivent plus longtemps que les souris dépourvus de CD4 ou
ayant des perturbations correspondantes de la voie de présentation d’antigéne par le du CMH de
classe Il (Mogues et al., 2001). Cependant, les lymphocytes T CD8 contribuent de maniére
significative a I'immunité contre l'infection a Mtb. En effet, les souris dépourvues de molécules
impliquées dans la voie de présentation des antigénes TAP-1 (transporteur associé au traitement
antigéniquel) ont des réponses T CD8 déficientes et succombent plus rapidement aprés une
infection a Mtb par rapport aux témoins de type sauvage (Behar et al., 1999; Sousa et al., 2000).
La déplétion des lymphocytes T CD8 chez les macaques rhésus compromet l'immunité
protectrice contre la vaccination BCG ou les interventions chimiothérapeutiques ( Chen et al.,
2009), ce qui suggere que les lymphocytes T CD8 sont des composants importants des réponses
de rappel a l'infection. De méme, dans un modéle murin de latence induite par un traitement
antibiotique, les réponses des lymphocytes T CD8 se sont avérées importantes pour empécher la

réactivation ( Pinxteren et al., 2000).

L'importance des lymphocytes T CD8 lors d'une infection a Mtb est liée a leur sécrétion de
cytokines et de molécules effectrices cytolytiques qui peuvent limiter la réplication bactérienne.
En plus de I'IFN-y et du TNF-a, les lymphocytes T CD8 sécrétent de la perforine pour lyser les
macrophages infectés par Mtb (Stenger et al., 1997). Les lymphocytes T CD8 peuvent également
libérer de la granulysine dans des granules cytotoxiques pour tuer directement Mtb intracellulaire
(Ernst et al., 2000; Stenger et al., 1997; Stenger et al., 1998). Les cellules T CD8 + interviennent
¢galement dans I'induction de I'apoptose des cellules infectées par I’intermédiaire des interactions
Fas-FasL (Stenger et al., 1997). Des changements dans la fonction des lymphocytes T CD8 +
pendant une TB active ont été décrits. Les lymphocytes T CD8+ spécifiques a Mtb circulants
(Smith et al., 2000) et celle situés sur les sites de TB active (Andersson et al., 2007) présentent
une activité cytotoxique réduite par rapport a celles trouvées chez personnes atteintes d'une
infection latente. Bien qu'un rapport récent ait révélé un enrichissement des espaces pleuraux de
patients tuberculeux en cellules T CD69 + CD8 + spécifiques a Mtb trifonctionnelles, IFNy+

TNFo+ IL-2+ (Li et al., 2014), une étude antérieure a rapporté que ces cellules étaient réduites
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chez les patients atteints de TB active par rapport aux personnes atteintes d'une infection latente.
En plus, la charge élevée d'antigenes de Mth semblait exacerber le dysfonctionnement des
lymphocytes T CD8+ (Day et al., 2011).

6.2.1.3. Mtb et lymphocytes mémoires

Les lymphocytes T mémoire (TM) se forment apres une exposition ou une infection par des
agents pathogénes. Ces cellules peuvent étre subdivisées chez I'homme en cellules TM effectrices
(CD45R0O, CCR7lo, CD62LIo, CD69hi) et TM centrales (CD45R0O,CCR7hi, CD62Lhi, CD69lo)
(Kaufmann & Mcmichael, 2005). Les cellules TM proliféerent rapidement apres la rencontre avec
des antigénes, et produisent plusieurs cytokines telles que 11FNy, I’IL -2, le TNFa, le
lymphotoxine et / ou le GM-CSF conférant une protection a long terme contre la réinfection (
Kaufmann & Parida, 2008).

A la fin des années 1980, Orme a été le premier & montrer expérimentalement, en utilisant le
transfert adoptif chez des souris lymphopéniques, que les cellules T CD4 mémoires offrent une
protection accélérée contre la provocation intraveineuse de Mtb par rapport aux cellules naives
(Kirman et al., 2016). Les lymphocytes T mémoires spécifiques de l'antigéne ont été aussi
détectés chez des personnes atteintes de TBL et chez des patients tuberculeux apres un traitement
et une guérison réussis (Adekambi et al., 2012; Arlehamn et al., 2013; Serbina & Flynn, 2001).
Cependant, méme en présence de cellules immunitaires a mémoire protectrice, la récurrente de la
TB est courante. Des études en Ouzbékistan ont révélé qu'un tiers des patients tuberculeux traités
avec succes ont été ultérieurement diagnostiqués a nouveau avec une TB récurrente aprés un
suivi d'environ 2 ans (Cox et al., 2006). Dans d’autres études, la réinfection a été identifiée
comme la principale cause de récidive, par opposition a la réactivation de I'infection latente (Van
Rie et al., 1999). Ceci suggere que les lymphocytes T mémoires générés apres une infection

primaire & Mtb ont une capacité limitée de protection contre une réinfection.

6.2.1.4. Mtb et lymphocytes régulatrices

Le systeme immunitaire dispose de mécanismes pour supprimer la réponse aux auto-antigenes et
non auto-antigenes persistants. Les lymphocytes T régulateurs (Treg), qui suppriment, et donc

contrebalancent la réponse inflammatoire, sont I'un de ces mécanismes (Cardona & Cardona,
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2019). 1l a été reporté que la déplétion des Treg avant et tot apres l'infection a Mth améliore le
contréle de la charge bactérienne (Scott-Browne et al., 2007). En plus, les Treg spécifiques de
Mtb retardent I'expansion des lymphocytes T anti-mycobactériens CD4 et CD8 et par conséquent,
le transfert des Treg spécifiques de Mtb confere une sensibilité accrue a I'infection (Shafiani et
al.,, 2010; Stringari et al., 2021). Les cytokines clés impliquées dans cette fonction
immunosuppressive sont I'lL-10, le TGFB (Transforming growth factor beta) et I'interleukine 35
(Collison et al., 2007; Moore et al., 2001; Nakamura et al., 2004). Les Treg expriment également
des granzymes et induisent ainsi l'apoptose des cellules cibles (Grossman et al., 2004). Un autre
mécanisme de suppression est la perturbation métabolique, obtenue en consommant de I'IL-2
disponible (Grossman et al., 2004). Les marqueurs utilisés pour identifier cette entité cellulaire
comprend, en plus du CD3 et CD4, CD25, FoxP3, CD127 ou CD39 (Jasenosky et al., 2015).

Etant donné l'immunopathologie étendue et les lésions pulmonaires qui caractérisent la TB
humaine, le role précis des cellules Treg (délétere, bénéfique ou spectateur) dans
I'immunopathogenése de la TB reste incertain. De nombreuses études ont apporté des nombres
plus élevés de Treg chez les patients tuberculeux que chez les sujets TBL ou les témoins sains
(Burl et al., 2007; T. Chiacchio et al., 2009; Kim et al., 2014; Semple et al., 2013). Par ailleurs, il
a été démontré que chez les patients tuberculeux, les taux des Treg sont plus élevés dans le site
d’infection (études sur le BAL et le liquide pleural principalement) que dans le sang (Arram et
al., 2014; Chen et al., 2010; Semple et al., 2013). Ces taux élevés de Treg chez les patients
tuberculeux ont été accompagnés d’une augmentation de la production d'lIL-10 dans les cultures
cellulaires de ces patients par rapport au TBL (Kim et al., 2014). Certaines études se sont
intéressées également au suivi des patients tuberculeux aprés traitement. Ces études ont montré
que le taux de Treg diminuait avec la chimiothérapie, sans augmentation transitoire (Agrawal et
al., 2018a, 2018b; Diaz et al., 2015). Cependant, on ne sait pas encore si des taux élevés de Treg
sont une conséquence de Il'inflammation ou un facteur de risque de développement de la TB. Une
expansion limitée des Treg peut contribuer a une réponse optimale a Mtb caractérisée par une
inflammation modulée dans les premiéres semaines apres I'établissement de I'infection, mais une
trop grande expansion de Treg entraine une altération de I’immunité antituberculeuse (Mayer-
Barber et al., 2011; McNab et al., 2014).
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6.2.1.5. Mtb et cellules Th17

Les cellules Th17, un sous-ensemble distinct des cellules T auxiliaires CD4, jouent un role
essentiel dans I'immunité contre un certain nombre d'agents pathogenes bactériens et fongiques
(Curtis & Way, 2009). Ces cellules produisent des cytokines uniques; I'lL-17, I'IL-17F,
I'interleukine 21 et l'interleukine 22. Il a été rapporté que les cellules Th1l7 soit jouent un réle
protecteur (Khader et al., 2007; Wozniak et al., 2010) ou bien conférent des effets pathologiques
(Cruz et al., 2010) au cours d'une infection mycobactérienne. En particulier, les cellules Thl7
sont importantes dans I'amélioration du recrutement des neutrophiles et des cellules T CD4+Thl
par la sécrétion de diverses chimiokines, ce qui est en corrélation avec le contréle de I'infection a
Mtb (Kathamuthu et al., 2022; Khader et al., 2007). Les cellules Th17 participent également a la
réponse inflammatoire précoce a une infection mycobactérienne. Cependant, la production d'IL-
17 dans les poumons est régulée négativement par I’IFNy (Cruz et al., 2014). Ceci suggere qu'une

réponse équilibrée Thl et Th17 est souhaitable pour I'immunité contre Mtb.

6.2.1.6. Mtb et cytokines

La régulation des interactions entre les cellules du systéme immunitaire, lors de la réponse
immunitaire a tous les agents pathogenes, se fait en grande partie par des cytokines. Mtb ne fait
pas exception et induit fortement la production des cytokines lors de l'infection. Les cytokines
pro-inflammatoires sont cruciales pour le controle de I'infection, alors que les cytokines anti-

inflammatoires contribuent a réguler les réponses inflammatoires incontrolées et dommageables.
6.2.1.6.1. Cytokines pro-inflammatoires

IL12 : I'lL-12 joue un rdle important en tant qu’intermédiaire entre les réponses immunitaires

innées et adaptatives, et est produit par, et influence, multiples cellules effectrices (Gately et al.,

1991; Kobayashi et al., 1989). Elle est induite a la suite de la phagocytose des bacilles de Mtb par
les macrophages et les cellules dendritiques (Geijtenbeek et al., 2003; Ladel et al., 1997). Une
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production stable et prolongée d'IL-12 est nécessaire pour le développement d'une réponse Thl

avec production d'IFNy et pour limiter la croissance bactérienne a long terme (Feng et al., 2005).

IFNy : cette cytokine est essentiellement produite par les cellules T CD4 et CD8 ainsi que par
les cellules NK et les macrophages ( Flynn & Chan, 2001). L’IFNy est une cytokine activatrice
des phagocytes qui ordonne aux macrophages et a d'autres cellules de changer de fonction. En
particulier, en I'absence d'IFNy, Mth occupe un environnement intracellulaire dans lequel il y a
peu de production de radicaux réactifs, le phagosome ne fusionne pas avec les lysosomes et reste
a pH neutre (Domingo-gonzalez et al., 2016; Schroder et al., 2004). La production d'TFNy est
régulée par des cytokines telles que I'lL-12 et I'lL-18 (Munder et al., 1998).

TNFa. : le TNFa est principalement produit par les macrophages mais peut également étre sécrété
par les cellules T CD4 et CD8 et joue un role important dans l'activation optimale des
macrophages (Serbina & Flynn, 1999) . Il exerce un spectre extréme de bioactivités et la plupart
des cellules montrent au moins une certaine réactivité a cette cytokine (Wajant et al., 2003). Le
TNFa contribue au controle de l'infection a Mtb par l'induction des RNI et des ROI par les
macrophages et l'induction précoce des chimiokines. Les souris déficientes en TNFa produisent
des niveaux reduits de chimiokines entrainant la formation de granulomes défectueux (Roach et
al., 2002).

IL2 : I'IL-2 a un rdle central dans la génération d'une réponse immunitaire en induisant une
expansion du pool de lymphocytes spécifiques d'un antigéne (Raja, 2004). Par conséquent, la
sécrétion d'IL-2 par les cellules CD4 Th1l protectrices est un paramétre important a mesurer et
plusieurs études ont démontré que [I'lL-2 peut influencer I'évolution des infections
mycobactériennes, soit seule, soit en association avec d'autres cytokines (Kayblanchard et al.,
1989).

IL17 : la famille des cytokines IL-17 est composée de six membres, IL-17A-F, I'lL-17A et I'lIL-
17F étant les plus étudiées. La production d'IL-17 est classiquement attribuée aux cellules T,
cependant, d'autres lymphocytes ainsi que des cellules immunitaires innées peuvent produire
cette cytokine (Jin & Dong, 2013). L’IL-17 stimule la production de défensine et recrute des
neutrophiles et des monocytes sur le site de I'inflammation, et est impliqué dans la phase précoce
de la défense de I'h6te (Dheda et al., 2010). Une capacité recemment identifiée de I'lL-17 est de
réguler I'lL10 induite par des mycobactéries (Jin & Dong, 2013).
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6.2.1.6.2. Cytokines anti-inflammatoires

IL4 : I'lL-4 est une des cytokines clé de la réponse Th2 induisant I’inhibition de la réponse Th1
protectrice contre le Mtb (Powrie et al., 1993). L'expression de I'lL-4 est en partie régulée par
I'IL-2 et est associée a la différenciation des cellules Th2, qui expriment et maintiennent ensuite

I'IlL-4 et I'IL-5 dans une boucle de rétroaction positive (Graham et al., 1990).

IL10 : I'lL-10 antagonise l'action des réponses pro-inflammatoires en régulant négativement
I'expression de I'IFN-y, du TNFa et de I'IlL-12 (Moore et al., 2001; Oswald et al., 1992;
Richardson et al., 2015). Il est produit par les cellules Th2 ainsi que par les cellules Thl et Th17,
les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules B et les neutrophiles. De plus, les Treg
sont également une source majeure d'IL-10 et servent a limiter les réponses immunitaires

potentiellement pathogénes (Redford et al., 2011; Vieira et al., 1991).

TGFp : le TGF est une cytokine pléiotrope et régule des centaines de génes pour moduler
I'inflammation, la prolifération et la différenciation cellulaires, ainsi que la migration cellulaire
(Letterio & Roberts, 1998; Taylor, 2008; Travis & Sheppard, 2014). Le TGEp peut étre produit
par divers types de cellules, y compris tous les leucocytes (par exemple, lymphocytes,

macrophages, monocytes, cellules dendritiques) (Travis & Sheppard, 2014).

6.2.2. L'immunité humorale

En plus des macrophages, des cellules dendritique et des lymphocytes T, les cellules B sont aussi
présentes dans le granulome (Tsai et al., 2006). Egalement , des anticorps contre des protéines de
Mtb ont été rapportés dans les sérums de patients tuberculeux et les anticorps identifiés chez des
travailleurs de la sante exposés a Mtb offraient une protection modeste in vitro et dans un modele
d'infection murin (Lyashchenko et al., 1998; Rijnink et al., 2021). Cependant, leur fonction n'est
pas aussi bien comprise que celle des cellules T en particulier. Des études chez des souris
déficientes en cellules B indiquent que les cellules B pourraient agir comme des cellules
présentatrices d'antigéne et étre responsables de la genération de centres germinatifs dans le
poumon infecté. En outre, plusieurs études ont suggéré que les cellules B aident a moduler

I'inflammation trouvée dans le site de l'infection (Bosio et al., 2000; Maglione et al., 2007).
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Chez les souris dépourvues de cellules B, I'infection par Mtb a entrainé une augmentation du
recrutement des neutrophiles et de l'inflammation. En outre, ces souris avaient une charge
bactérienne et une sensibilité accrues a 1’infection par rapport aux homologues de type sauvage
(Bosio et al., 2000; Maglione et al., 2007). Le transfert adoptif des cellules B ou d'anticorps
monoclonaux spécifiques des composants de la paroi cellulaire de Mtbh peut améliorer le résultat
de l'infection chez ces souris (Achkar et al., 2015; Maglione et al., 2007). La liaison de
I'anticorps au récepteur inhibiteur Fc-y IIB entraine une atténuation de la production de I’TL-12
par les macrophages résultant en un impact négatif sur les réponses Th1l (Maglione et al., 2008).
La sécrétion des cytokines par les lymphocytes B peut également influencer les macrophages
infectés par Mtb. En fait, I'expression de I'lFN de type | par les cellules B murines et les cellules
B provenant d'un épanchement pleural de patients tuberculeux a modifié la polarisation des
macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire (Benard et al., 2018). En gros, on peut dire
que les lymphocytes B modulent I'inflammation par la sécrétion d'anticorps et des cytokines.

6.2.3. La réponse immune anti-tuberculose entre le site d’infection et le sang
périphérique

Bien que linfection a Mtb implique différentes formes cliniques de TB, telles que la TB
pulmonaire, la TB pleurale et la TB des ganglions lymphatiques, la majorité des études humaines
étudient les réponses immunitaires ex vivo ou aprés une infection in vitro des cellules du sang
périphérique. Durant 1’infection par Mtb, les lymphocytes T effecteurs spécifiques de Mtb sont
recrutés, ils s'accumulent et proliferent au niveau du site local de la réplication bactérienne et
seulement une trés faible proportion des cellules se trouve dans le sang périphérique. Ceci dit,
I’¢tude des cellules du sang périphérique peut ne pas fournir une image correcte de la réponse

immunitaire spécifique induite au site local de I'infection.

Jusqu’a présent, seuls quelques rapports ont étudié les réponses immunitaires au site de
I'infection chez les patients tuberculeux. La plupart de ces expériences utilisaient les cellules du
liquides pleural ou du lavage bronchoalvéolaire qui offrent des modeles appropriés pour étudier
la réponse immunitaire spécifiqgue a Mth au niveau des tissus des poumons et de la plevre
(Schwander & Dheda, 2011; Toossi et al., 2011). Cependant, un nombre plus limité d'études ont

examiné cette réponse au niveau des ganglions lymphatiques (Ganchua et al., 2020; Kathamuthu
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et al., 2017). Ces études ont rapporté des différences considérables dans la réponse immunitaire
cellulaire et les mécanismes de régulation induits dans ces deux compartiments.

La réponse cellulaire médiée par les lymphocytes T est au cceur de I'immunité protectrice contre
I'infection @ Mtb. Une augmentation de la proportion des lymphocytes T CD3+ et en particulier
les lymphocytes T CD4+ spécifiques a Mtb produisant 1'IFNy a été trouvée dans les
épanchements pleuraux et le BAL de patients atteints d'une TB par rapport au sang périphérique
(Herrera et al., 2009; Hirsch et al., 2001; Place et al., 2010). En plus, 1l a été demontré que les
cellules T productrices d'TFNy spécifiques de I'ESAT-6, sont hautement enrichies dans les
poumons et la plevre (Jafari et al., 2008; Nemeth et al., 2009; Wilkinson et al., 2005). En
utilisant une analyse de cytométrie en flux multi-parametres, une partie significative des cellules
T CD4+ spécifiques du Mtbh dans l'espace pleural et le BAL étaient polyfonctionnelles
démontrant deux, trois ou quatre fonctions simultanées et présentant un phénotype
effecteur/effecteur mémoire (El Fenniri et al., 2011; Li et al., 2012). Ces résultats confirment la
compartimentation de la réponse des cellules T effectrices au niveau du site de I'inflammation
tissulaire. Cette accumulation sélective est probablement le résultat a la fois d’une migration vers

les sites de I'infection et la différenciation en cellules T effectrices in situ.

L’interaction entre les cytokines pro-inflammatoires et les cytokines anti-inflammatoires est un
facteur important pour determiner l'issue de la maladie. La réponse immunitaire & Mth est
caractérisée par une réponse exubérante des lymphocytes Thl, qui est contrecarrée par des
mécanismes immunitaires suppressifs locaux. En effet, une augmentation de la production d'I[FNy
mais aussi une augmentation des taux de 1’IL10 dans le liquide pleural par rapport au sérum a été
rapportée (Barnes et al., 1993). De méme, une augmentation significative des taux d'IFNy ainsi
que d'IL10 ou IL4 a été trouvée dans les surnageants de culture des cellules du BAL stimulées
par Mtb comparée aux PBMC chez less patient tuberculeux (Gerosa et al., 1999; Herrera et al.,
2009). Ainsi, des mécanismes immunitaires suppressifs interviennent dans le site d’infection

pendant la TB.

Les cellules Treg migrent vers les sites de réplication bactérienne pour moduler I'inflammation
locale et prévenir la pathologie tissulaire. Cependant, I'inhibition de la production d'TFNy pourrait
également empécher l'induction d'importantes fonctions effectrices antimicrobiennes. Une
proportion significativement plus élevée de cellules Treg CD4+CD25+FoxP3+ a été trouvée

dans le liquide pleural et le BAL par rapport au sang périphérique et semblent participer a la
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suppression des réponses immunitaires locales (Arram et al., 2014; Chen et al., 2007, 2010;
Semple et al., 2013; Sharma et al., 2009). Semblable a un changement de la balance Thl / Th2,
un changement dans le rapport lymphocytes T effecteurs / lymphocytes Treg pourrait favoriser
les signaux immunosuppresseurs et la persistance bactérienne dans les Iésions tuberculeuses,

offrant une niche de survie protectrice pour les bactéries.

Ensemble, ces résultats fournissent des preuves que I’étude de la compartimentation des réponses
mixtes Thl et immunosuppressives au niveau du site de la maladie pourrait fournir des
indications importantes des mécanismes responsables de la réponse immunitaire altérée au cours
de la TB, qu'il ne serait pas possible de détecter a partir d'études des échantillons de la circulation
systémique.

SAHMOUDI K. Thése de Doctorat 43



Tuberculose, Lymphocytes, Réponses Th1/Th17, Treg, ganglions lymphatiques

OBJECTIFS DE L’ETUDE
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1. Objectif général

Le but principal de cette étude est d'évaluer les changements des sous populations dans le sang
périphérique des patients marocains adultes, ayant différentes manifestations de la TB ainsi que
de caractériser phénotypiquement et fonctionnellement les lymphocytes T au cours de la réponse

immune antituberculeuse au niveau du site de I’infection dans le cadre de la TB ganglionnaire.

2. Objectifs spécifiques

- Etablir des valeurs de référence des sous populations lymphocytaires ainsi qu’évaluer
I'influence du sexe, de I'age, de l'origine ethnique et des facteurs socio-économiques sur ces

valeurs.

- Etudier les variations dans les concentrations et les proportions respectives de ces
différentes sous populations dans le sang périphérique au cours de la TB active, comparer
ces parameétres entre les différentes manifestations de la TB et explorer I’association de ces

parameétres avec la charge bacillaire dans les frottis d'expectoration.

- Caractériser phénotypiquement et fonctionnellement la réponse immune antituberculeuse

dans le site d’infection au cours de la TB ganglionnaire.
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MATERIELS ET METHODES
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1. Méthodologie

Une interprétation correcte des troubles immunologiques et pathologiques dépend d'une bonne
connaissance de ce qu'est un état immunitaire normal. Déterminer des valeurs de référence
fiables pour les sous populations lymphocytaires chez les adultes sains normaux est nécessaires
pour faciliter I'interprétation objective des résultats anormaux dans des maladies tels que la
leucémie, les lymphomes, les déficits immunitaires, les maladies auto-immunes et infectieuses
tels que la TB. Devant I’absence de telles références pour la population marocaine, le premier
objectif de cette étude était d’établir des valeurs de référence des sous populations
lymphocytaires. Cette premiere partie de I'étude vise également a évaluer I'influence du sexe, de

I'4ge, de l'origine ethnique et des facteurs socio-économiques sur ces valeurs.

La réponse immune a Mtb, en particulier I'immunité & médiation cellulaire, est particulierement
importante pour le contr6le de la TB. Vue l'importance cruciale des sous populations
lymphocytaires dans cette réponse, le deuxieme objectif de notre étude était d’étudier les
variations dans les concentrations et les proportions respectives de ces différentes sous
populations dans le sang périphérique chez les contrdles sains (CS), les sujets sains exposés au
Mtb (EXPO) et les patients atteints de TB active (TB). En plus, nous avons comparé ces
parameétres entre les patients atteints de TB pulmonaire (TBP), de TB ganglionnaire(TBEG) et de
TB pleurale (TBEP). En fin, on a exploré 1’association de ces paramétres avec la charge bacillaire

dans les frottis d'expectoration chez les patients TBP.

L'étude de I'immunité contre le Mtb, au niveau du site infection, offre une fenétre unique sur
I’interaction entre 1'hote et le Mth dans le microenvironnement naturel. Cependant, les études sur
les réponses immunes cellulaires antituberculeuses au niveau des sites de l'infection dans le
modele humain sont trés limitées. La TB ganglionnaire représente 43 % des lymphadénopathies
et elle représente I’atteinte tuberculeuse extra-pulmonaire la plus fréquente au Maroc. Cette
manifestation de la TB offre une occasion unique de comparer les réponses immunitaires locales
in situ et périphériques dans le sang. Le troisieme objectif de cette étude était donc de caractériser
phénotypiquement et fonctionnellement la réponse immune antituberculeuse des PBMC et
LNMC au cours de la TBEG.
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2. Population de I’étude

Les participants aux différentes parties de cette these ont été recrutés dans le cadre du projet
«Etude Immuno-génétique de la population marocaine 2015-2020 (IMMGEN) » et comprennent
CS, EXPO et TB. Les informations relatives a chaque sujet de cette étude ont été collectées lors
de son recrutement dans un questionnaire préparé spécialement pour la catégorie a laquelle il
appartient. Le questionnaire a été rempli par les participants (avec une assistance externe pour les
sujets analphabetes) afin de collecter des informations démographiques (sexe, &ge, appartenance
ethnique) et socio-économique (revenu personnel (RP), niveaux d'instruction, tabagisme,
consommation d'alcool) (Voir annexe 1). Tous les sujets de 1’étude ont été vaccinés au BCG. lls
ont tous fait I'objet de test sérologique pour l'infection par les virus VIH-1 et 2 (Axsym Assays,
Abbott Laboratories Chicago, IL, USA) et de test IDR apres le prélevement sanguin pour évaluer

I'exposition a Mtb.

2.1.Controles sains

Les CS impliqués dans cette étude étaient des donneurs de sang recrutés dans les Centres
Régionaux de Transfusion Sanguine de quatre préfectures du Maroc (Marrakech, Fes, Oujda,
Tanger) pour couvrir tous les groupes ethniques de la population marocaine. Tous les participants

de cette catégorie remplissaient les critéres de recrutement suivants:
Critéres d'inclusion:

v’ age >18ans;

v volontaire cliniquement sain ;

v une IDR négative.
Critere d'exclusion:

v’ sujet en contact étroit avec un cas de TB active ;

v’ sujet atteint d’une maladie connue ;

v’ sujet ayant été sous corticothérapie dans le courant des 3 derniers mois ;
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v’ sujet ayant effectué un test IDR dans le courant des 5 derniéres années ;

v’ antécédent familial de TB.

2.2. Controles sains exposés
Les EXPO ont été recrutés au niveau des Centres régionaux du Diagnostic de la TB et des
Maladies Respiratoires et des Centres Hospitaliers de Casablanca, Rabat, Marrakech, Fés, Oujda
et Tanger. lls ont été sélectionnés parmi les professionnels de santé travaillant en contact étroit

avec les patients TB et parmi les sujets vivant en contacts familiaux des ces patients. Tous les
participants de cette catégorie remplissaient les critéres de recrutement suivants :

Critéres d'inclusion :
v’ age>I8ans;
v' sujet cliniguement sains en contact étroit avec, au moins, un cas de TB pulmonaire active ;
v" une IDR positive.
Criteres d'exclusion :
v’ sujet atteint d’une maladie connue ;
v’ sujet ayant été sous corticothérapie dans le courant des 3 derniers mois ;
v’ sujet ayant effectué un test IDR dans le courant des 5 derniéres années.

2.3.Patients atteints de TB active

Les patients atteints d’une TB active se composait de ceux atteints de TB pulmonaire (TBP), de
TB ganglionnaire(TBEG) et de TB pleurale (TBEP). Ces patients étaient recrutés au niveau des
Centres régionaux de Diagnostic de la TB et des Maladies Respiratoires et des Centres
Hospitaliers de Casablanca, Rabat, Marrakech, Fes, Oujda et Tanger. Tous les participants de

cette catégorie remplissaient les critéres de recrutement suivants :
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Criteres d'inclusion :
v’ age>I8ans;
v nouveau cas de TB pulmonaire, pleurale ou ganglionnaire.

Critere d'exclusion :
v’ patients atteint d’une maladie chronique autre que la TB ;
v’ sujet ayant été sous corticothérapie dans le courant des 3 derniers mois ;
v’ sujet ayant effectué un test IDR dans le courant des 5 derniéres années ;
v’ patients étant déja sous antibacillaires.

Les arguments cliniques de suspicion de la TB comprenaient une perte de poids, de la toux, de la
fievre, des sueurs et une anorexie. Les patients avaient une réponse positive au traitement par des
médicaments antituberculeux. Les patients de chaque groupe ont été considérés selon les criteres
suivants:

-_Patients TBP : Patients avec deux frottis d'expectoration positifs ou un frottis d'expectoration

positif et une radiographie thoracique compatible avec la TB puis confirmée par une culture
positive.

- Patients TBEP : Epanchement pleural avec une culture positive du liquide pleural et une

histologie évocatrice d’une TB.

- Patients TBEG : Lymphadénopathies périphériques avec culture tissulaire positive et preuves

histopathologiques consistant en la présence d'une lésion granulomateuse avec caséation dans les
échantillons de biopsie. Une radiographie pulmonaire a été effectuée pour exclure la TBP et

aucun patient n'a signalé un contact avec un cas TBP.
2.4.Considérations ethiques

L'approbation éthique a été obtenue par le comité d'éthique local de la Faculté de Medecine et de
Pharmacie de I'Université Mohammed V Souissi et un consentement écrit éclairé a été obtenu de

tous les sujets avant leur participation a 1’étude.
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3. Matériels biologique

Pour tous les sujets de 1’étude, un prélévent de 10 ml de sang périphérique a été recueilli dans un
tube contenant un anticoagulant EDTA (Vacutainer® BD) pour I’analyse phénotypique des sous

populations lymphocytaires.

Pour les patients TBEG, le ganglion lymphatique affecté était au niveau du cou et a été isolé
chirurgicalement. Une partie du ganglion lymphatique a été utilisée pour I'examen anatomo-
pathologique a visée diagnostique, et l'autre pour l'isolement des LNMC pour les études
immunologiques. De plus, 10 ml de sang périphérique a été recueilli dans un tube contenant un

anticoagulant Héparine (Vacutainer® BD) pour I'isolement des PBMC.

Tous les échantillons ont été transportés au laboratoire de I'Institut National d’Hygiéne dans les

24h apreés le prélevement.

4. Investigations techniques

4.1. Analyse phénotypique des sous populations lymphocytaires dans le sang

total
Les sous populations lymphocytaires ont été analysées en utilisant une procédure de lyse / sans

lavage basée sur une technique a double plateforme.

Pour dénombrer les sous-ensembles de cellules T, de cellules B, de cellules NK, de cellules T
naives / mémoire, de cellules T activées et de cellules Treg, le sang total a été marqué avec les
combinaisons suivantes: BD Multitest ™ CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC, BD
Multitest ™ CD3 FITC / CD16 + 56 PE / CD45 PerCP / CD19 APC, BD Multitest ™ CD45 RA
FITC / CD45 RO PE / CD3PerCP / CD4 APC, BD Multitest ™ CD45 RA FITC / CD45 RO PE /
CD3PerCP / CD8APC, BD Multitest ™ CD4 FITC / CD38 PE / CD3PerCP / HLA DR APC, BD
Multitest ™ CDS8 FITC / CD38 PE / CD3PerCP / HLA DR APC, CD3 FITC / CD25 PE / CD45
PerCP (tous de BD Biosciences® San Jose, CA) Chaque tube a été incubé pendant 15 min a
température ambiante a I'obscurité. Pour fixer les leucocytes et lyser les globules rouges, ces
cellules marquées ont été incubées incubés pendant 10 min a Il'obscurité dans 450 pl de la
solution de lyse FACS (BD Biosciences). Les échantillons ont été acquis dans un cytomeétre de
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flux BD FACSCalibur a 2 lasers (BD Biosciences) et les données analysées a l'aide du logiciel
FlowJo (version 6.1.1; Tree Star, Ashland, OR, USA). La population des lymphocytes a été
discriminée sur la base de la granularité (SSC-H) et de I'expression de CD45. Les cellules T
CD3+, T CD4 (CD3 +, CD4 +) et T CD8(CD3 +, CD8 +), les cellules NK (CD3-, CD16 + CD56
+), et NKT (CD3 + CD16 + CD56 +)ou les cellules B (CD3-, CD19 +) de méme que les cellules
Treg (CD4 + CD25 High), les marqueurs naifs / mémoires et d'activation des cellules T CD4+ et
CD8+ ont été identifiés selon les combinaisons de leurs marqueurs de surface. Le fenétrage
détaillé est illustré dans la Figure 9. Le calibrage et le contrble de qualité de I'instrument a été
réalisée chaque semaine en passant les billes BD CALIBRITE sur le logiciel BD FACSComp .

Les numeérations de leucocytes pour chaque échantillon se fait sur le méme tube EDTA. Elles ont
été effectuées a l'aide d'un compteur de cellules automatique Sysmex SF-3000 (Sysmex
Corporation, Mundelein, IL, USA) pour calculer les valeurs absolues des sous populations

lymphocytaires (Cellules/ul).
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Figure 9: Représentation de la stratégie de fenétrage par la cytométrie en flux des sous

populations lymphocytaire dans le sang périphérique.

La population des lymphocytes a été discriminée sur la base de la granularité (SSC-H) et de l'expression de
CD45.Les cellules T CD3(A), T CD4 (B)et T CD8(C), les cellules B (D) ou les cellules NK et NKT(E) de méme
que les cellules Treg (CD4 + CD25 High)(F), les marqueurs naifs / mémoires (G) et d'activation (H) des cellules T
CDA4+ et CD8+ ont été identifiés selon les combinaisons de leurs marqueurs de surface.
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4.2.Isolement des cellules mononucléées du sang périphérique et du ganglion
lymphatique

Les échantillons de biopsie destinée a I'examen immunologique ont été écrasés doucement dans
un milieu RPMI. Les LNMC récoltées ont été centrifugées et séparées en utilisant un gardien de
densité (Ficoll-Hypaque ; SIGMA) (Annexe 2). Les cellules mononucléées du sang périphérique
PBMC ont été isolées a partir du sang veineux hépariné dans des conditions sans endotoxine par
un gardien de densité (Ficoll-Hypaque ;SIGMA) (Annexe 2). Les cellules ont été
cryoconservées (Annexe 3) et stockées dans de l'azote liquide jusqu'a leur expédition par un
cryoshipper a Case Western Reserve University. Les cellules ont été par la suite décongelées
pour effectuer les études immunologiques (Annexe 4).

4.3.Etude phénotypique et fonctionnelle des cellules T

Les PBMC et LNMC (10° / tube) ont été stimulées avec un pool de 34 peptides chevauchants de
I'antigene Mth ESAT6 / CFP10 a 6,25 pg/ml par peptide (New England peptide, Gardner, MA),
lysat des cellules entiéres du Mtb CDC1551 (RVL) (BEI Resources) ou l'entérotoxine B
staphylococcique (SEB, 2 pg/ml, Sigma) pendant une nuit a 37 °C et 5 % de CO,. Les PBMC et
LNMC non stimulés ont servi de témoins négatifs. L'anti-CD28/CD49d (1lug /ml chacun,
eBioscience et Biolegend) a été ajouté a chaque tube pendant la stimulation et la brefeldine A (5
ug / ml, Sigma) a été ajoutée 2 heures plus tard. Apreés stimulation, les cellules ont été lavées avec
du PBS et marquées en surface avec de I'anti-CCR7-PE-Cy7 (BD Bioscience) pendant 15 min a
37 ° C, puis le marqueur de viabilité cellulaire (Invitrogen), 1’anti-CD14-BV570, I’anti-CD4-
APC / Cy7, I’anti-CD8-BV510 (tous Biolegend) et I’anti-CD45RA-PE / TR (Invitrogen) ont été
ajoutés et incubés a température ambiante pendant 25 min. Ensuite, les cellules ont été lavées,
perméabilisées (Kit Cytofix / Cytoperm, BD Pharmingen) selon les instructions du fabricant et
marquees pour l'expression intracellulaire avecl’anti-CD3-PerCP I’anti-IFNy-Alexa700, I’anti-
IL2-APC, I’anti-TNFa-Pacific Blue, I’anti-IL17-BV711 (tous Biolegend) et I’anti-MIP-10-FITC
(R&D). Les cellules ont ensuite été lavées, fixées dans 1% de paraformaldéhyde et 1 x 10°
événements totaux ont été collectés a partir de chaque échantillon sur un cytometre en flux LSR-
Il (BD) (Annexe 5). La réponse nette des cellules pour chaque cytokine ont été calculées en

soustrayant la réponse dans la condition sans antigéne (milieu uniquement) de la réponse a la
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simulation par l'antigene. L'analyse de tous les marqueurs fonctionnels exprimes apres
stimulation a été effectuée sur les cellules T CD4+ mémoire totale viables. Le phénotype
mémoire a été déterminé par I'expression CCR7 et CD45RA. Les cellules T naives étaient
CD45RA + / CCRT7 +, les cellules de mémoire centrale (CM) étaient CD45RA- / CCR7 +, les
cellules de mémoire effectrice (EM) étaient CD45RA- / CCR7- et les cellules effectrices (E)
étaient CD45RA +/ CCR7-.

Les diagrammes a point (dotplots) ont été analysés a l'aide du logiciel FlowJo (version 6.1.1;
Tree Star, Ashland, OR, USA). (Figure 10) Une analyse booléenne sur Flow Jo et SPICE
(NIAID, NIH, USA) a été utilisée pour évaluer la polyfonctionnalité des différentes sous-

populations lymphocytaires T.
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Figure 10: Représentation de la stratégie de fenétrage par de cytométrie en flux des

lymphocytes T mémoires produisant I’'IFNy, TNFa, IL 2, IL17 et MIP1-a au repos et apres

stimulation par ESAT6/CFP10.
Les lymphocytes sont d’abord identifiés selon la taille et la granulosité (A) puis les lymphocytes individualise (B) et
vivante (C) sont analysées. Les lymphocytes T CD3+ (D) sont divisés en T CD4+ et T CD8+ (E). Les lymphocytes
T CD4+ mémoires totaux (F) sont évalués pour I’expression de I'IFNy, TNFa, IL 2, IL17 et MIP1-a au repos et
apreés stimulation par ESAT6/CFP10.

4.4.Distribution des lymphocytes T activés et des Treg dans les LNMC et PBMC

Pour identifier les Treg et les cellules T activées, les PBMC et LNMC ont été marquées en
surface et incubés a température ambiante pendant 25 min avec le marqueur de viabilité
cellulaire (Invitrogen), I’anti-CD3-APC / Cy7, I’anti-CD4-PerCP, I’anti-CD8 -Alexa700, I’anti-
CD25-APC, I’anti- HLA-DR-FITC, I’ anti-CD38-PE / Cy7 (tous Biolegend) et ’anti-CD127-
BV6 50 (BD Bioscience), . Apres, les cellules ont été lavées, perméabilisées et marquées en

intracellulaires avec I’anti-FOXP3-PE (eBioscience). Un tube avec des isotypes appariés comme
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contrle négatif pour estimer les bruits de fond engendré par le marquage non specifique
(Annexe 6). 1 x 10° événements totaux ont été collectés & partir de chaque échantillon sur le
cytometre en flux LSR-11 (BD). Les diagrammes a point (dotplots) ont été analysées a l'aide du
logiciel FlowJo (version 6.1.1; Tree Star, Ashland, OR, USA). (Figure 11)
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Figure 11: Représentation de la stratégie de fenétrage par de cytométrie en flux des
lymphocytes T CD4+ activées et CD4+ régulatrices.

Les lymphocytes sont d’abord identifiés selon la taille et la granulosité (A) puis les lymphocytes individualise (B) et
vivante (C) sont analysées. Les lymphocytes T CD3+ (D) sont divisés en T CD4+ et T CD8+ (E). Les lymphocytes
T CDA4+ régulatrices CD25+ FOXP3+ CD127- (F) et les lymphocytes T CD4+ activités CD38+ HLA DR+ (G) sont
déterminés. Les tubes isotypes sont utilisés comme contrdle négatif pour estimer les bruits de fond engendré par le
marquage non spécifique.
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5. Analyses statistiques

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide de Graph Pad Prism version 5.00 pour Windows
(GraphPad Software, La Jolla, Californie) et du logiciel statistique pour les sciences sociales
(SPSS) (IBM). Les médianes, les moyennes, I'écart type, les intervalles de référence et les
intervalles de confiance a 95% ont été calculés pour chaque parametre. Un test t de Student a été
utilise pour évaluer les différences lors des analyses appareillées. Le test non paramétrique de
Kruskal — Wallis a été utilise pour déterminer les différences entre plusieurs groupes. La
corrélation de rang de Spearman a été utilisée pour évaluer les associations entre les paramétres.
La valeur p pour la comparaison du profil polyfonctionnel a été réalisée a I'aide du logiciel

SPICE. Toutes les valeurs p <0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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RESULTATS
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I. Valeurs de références des sous populations lymphocytaires chez la
population marocaine: I'influence de I'age, le sexe, I'origine ethnique et
les facteurs socio-économiques

Les résultats de cette partie on fait I'objet d'une publication dans le Journal of Immunoassay and
Immunochemistry

I.1. Les caractéristiques générales de la population

Un total de 145 volontaires sains a été inclus dans cette étude. Parmi eux, 64 étaient des hommes
(44,13 %) et 78 etaient des femmes (53,79 %). Leur age variait de 18 a 63 ans avec des tranches
d'age similaires pour les hommes et les femmes (de 19 a 63 ans pour les hommes et de 18 a 55
ans pour les femmes). La composition ethnique de notre cohorte était de 68 % d’arabes, 19 %
d’amazighs, 9 % de rifis et 4 % de sahraouis. Environ 90 % de nos bénévoles ont déclaré ne pas
fumer ni boire d'alcool. Concernant leur niveau d'enseignement, 19 % étaient analphabétes, 44 %
avaient regu un niveau coranique / primaire / secondaire et 37 % avaient atteint le niveau
universitaire. Dans I'ensemble, 52 % des volontaires avaient un RP faible et 48 % un RP moyen

/ élevé, respectivement inférieur et supérieur au salaire minimum SMIG.

1.2. Valeurs de références des sous population lymphocytaires chez la
population Marocaine

La valeur absolue des lymphocytes variait de 1678 a 1978 cellules / ul et le pourcentage de
cellules T totales (CD3 +) représentait 68,6 % a 71,9 % d'entre eux, soit 1147 a 1363 cellules / ul.
Les cellules T CD4 + variaient de 644 a 791 cellules / ul et les cellules T CD8 + de 414 a 510
cellules / pl, les cellules B (CD19 +) de 180 a 225 cellules / ul, les cellules NK (CD3-CD16 +
CD56 +) de 186 a 250 cellules / pl et NKT cellules (CD3 + CD16 + CD56 +) de 72 & 136 cellules
[ ul. Parmi les cellules T CD4 +, 15,9 % a 20,2 % avaient le phénotype naif CD45RA + (CD4 +
CD45RA +) et 58,4 % a 63,8 % le phénotype mémoire (CD4 + CD45RO0O +). Comparativement,
27,3 % a 33,6 % des cellules T CD8 + avaient le phénotype naif CD45RA + et 30,5 % a 36,1 %
le phénotype mémoire (CD8 + CD45R0O +). Concernant le statut d'activation, l'activation a été
mesurée sur I'expression de CD38 (34,2 % a 38,5 %); HLA DR (4,8 %-9,1 %) ou les deux (4 % a
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8,3 %) pour les lymphocytes T CD4 + et CD38 (24,5 % a 28,8 %); HLA DR (6,6 %-10,9 %) ou
les deux (5,2 % a 9,5 %) pour les cellules T CD8 +. Les cellules Treg (CD4 + CD25 High)
représentaient 11,4 % & 14 % des cellules T CD4 +. Les résultats sont présentés dans le Tableau
1.

Tableau 1: Valeurs de référence des sous populations lymphocytaires du sang périphérique

PARAMETERS Moyenne Médiane Ecart plages de Intervalles de
type Référence confiance a
Lymphocytes Cellules/ul 1828 1700 929 504,3-4262,5 1678-1978
Cellules B /Lymphocytes% 12,6 11,6 5,61 4,38-29 11,7-13,5
Cellules /Lll 202 173 140 34,8-506,3 180-225
Cellules NK /Lymphocytes% 11,5 10,7 6,9 1,5-28,5 10,4-12,6
Cellules /Ul 218 173 200 17,5-833,4 186-250
Cellules NKT /Lymphocytes% 51 3,9 6,6 0,2-14,9 4,8-6,2
Cellules /ul 104 55,8 200 1,9-391 72,2-136,8
Cellules T CD3+ /Lymphocytes 70,2 72,1 10,1 46,2-85,7 68,6-71,9
Cellules /ul 1255 1093 670 305,4-2633,8 1147-1363
Cellules T CD3+ /Lymphocytes% 39,4 39,1 9,1 22,18-58 38,0-40,9
CD4+ Cellules /ul 718 633 453 103,5-1545,1 644-791
Cellules T CD3+ /Lymphocytes% 25,7 25,3 7,3 12,3-40,5 24,6-26,9
CD8+ Cellules /ul 462 394 298 81-1019,9 414-510
CD4+CD45R0O+ / CD4+ % 61,1 62,2 16,5 31,5-92 58,4-63,8
Cellules /ul 465 450 207 143,9-939,2 431,8-498,7
/ CD8+% 33,3 33,9 17,3 5,5-70,3 30,5- 36,1
CD8+CD45RO+ Cellules /ul 157 148 97,6 32,9-359,5 141,8-173,3
CD4+CD45RA+ / CD4+ % 18,1 16,9 13,2 0-43,6 15,9-20,2
Cellules /ul 156 102 152,1 7,9-532,8 131,4-180,4
CD8+CD45RA+ / CD8+% 30,5 27,5 19,6 1-71,9 27,3-33,6
Cellules /ul 166 125 156 14-580,4 141,2-191,3
CD4+ HLA DR+ / CD4+ % 7 2 10,4 0-36,6 4,8-9,1
Cellules /ul 97 26 156 5-570 72,1-122,5
CD8 HLA DR+ / CD8+% 8,8 3,3 11,5 0-40,5 6,6-10,9
Cellules /H' 89 36 136 8,6-581,6 67,4-111,5
CD4+CD38+ / CD4+ % 36,3 37,6 12,5 11,5-61,9 34,2-38,5
Cellules /ul 347 298 223 59-957,2 311,6-383,7
CD8+CD38+ / CD8+% 26,6 24,7 11,6 8,3-51,3 24,5-28,8
Cellules /ul 253 213 190 34,2-781,5 223,0-284,3
CD4+ HLA DR+ / CD4+ % 6,2 2 9,5 0-26,7 4-8,3
CD38+ Cellules /ul 126 37 181 0-639,9 97,6-155,9
CD8+ HLA DR+ / CD8+% 7,7 3,9 9 0,4-35,6 5,2-9,5
CD38+ Cellules /ul 166 69 195 9,7-713,5 135,4-198,2
CD4+ CD25 High / CD4+ % 12,7 13,1 8,0 0,3-27,7 11,4-14,0
Cellules /U-' 107,2 95,3 81,1 2,9-293,2 87,5-126,9

* Les différentes sous populations lymphocytaires (pourcentages%) ont été fenétrées a I'aide de CD45 et le SSC pour
distinguer cette population des monocytes, des granulocytes et des débris cellulaires. Les valeurs absolues (Abs)
pour chaque sous populations ont été calculés en multipliant le pourcentage de cette sous populations par la valeur

absolue de la population mére spécifique /100.
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I.3. Impact de I'age sur les valeurs de référence

Pour étudier I'influence de I'dage des participants sur les sous populations lymphocytaires, nous
avons divisé les sujets de 1’é¢tude en classes d'age (10 ans chacune). Les valeurs de référence

liées a chaque classe d'age (pourcentages et valeurs absolues) sont indiquées dans le Tableau 2.

Les valeurs absolues et les pourcentages des lymphocytes T totaux et des sous-ensembles CD4 +
CD8 + n'étaient pas significativement différents entre les classes d'adge de 18 & 60 ans. En
revanche, la distribution des lymphocytes T naifs et mémoire évoluait avec I'dge. Une tendance a
la diminution des valeurs absolues des CD4 + naifs (r = -0,3309, p = 0,0026, Figure 12a) et des
cellules T CD8 + (r = -0,3660, p = 0,0017, Figure 12b) ont été observée avec l'augmentation de
I'age. A Tlinverse, nous avons détecté une tendance a la hausse avec le vieillissement en
pourcentages des cellules T mémoire CD4 + (r = 0,2763, p = 0,0059, Figure 12c) et CD8+ (r =
0,4795, p <0,0001, Figure 12d). De méme, la tendance inverse pour CD4 + CD38+ (r = —0,4290,
p = 0,0002, Figure 12¢) et CD8 + CD38 + (r = —0,2425, p = 0,0448, Figure 12f) a egalement été
montrée dans notre étude. Les nombres absolus de cellules Treg changent avec I'age et une
analyse de corrélation plus poussée a trouvé une corrélation négative par rapport aux valeurs
absolues (r = —0,4952, p = 0,0001, Figure 12g) et pourcentages (r = —0.2552, p = 0,044, Figure
12h). Les cellules B n'étaient pas affectées de maniére significative par I'age, ni en proportions ni
en valeurs absolues (Tableau 2). Les valeurs absolues de cellules NK ont changé de maniére
significative et ont montré une tendance a la baisse liée a I'dge (r = -0,1940, p = 0,0463, Figure
12i). En revanche, les valeurs absolues des NKT corrélé positivement avec I'age (r =0, 3531, p =
0,0004, Figure 12j).
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Tableau 2: Différences liées a I'age des sous-populations lymphocytaires du sang périphérique.

PARAMETERES 18-20 ans 21-30 ans 31-40 ans 41-50 ans 51-63 ans p
(Moyenne+SD) Value
N=8 N=39 N=40 N=41 N=17
Lymphocytes Cellules/ul 1308,4+113 2265,0£110 2058,2+181 1951,3+168 1642,7+108 0,0753
5,8 4,6 1,8 1,8 4,4

Cellules B /lymphocyte 10,3+2,9 12,4+4,8 13,246,9 12,845,1 12,546,3 0,8092
s%

Cellules /ul 119,2+87,3 271,1+190,6 235,9+235,9 225,1+239,6 173,8+115,3 0,0745

Cellules NK /lymphocyte 13,1#4,9 13,74¢7,9 10,2+4,9 10,8£5,0 8,916,8 0,1109
s%

Cellules /pl 166,3+175,5 364,9+294,1 180,790 167,5¢119,2 123,8+94,2 0,0056

Cellules NKT /lymphocyte 2,241,3 3,242,1 6,4+11,1 6,4+4,2 5,243 0,007
s%

Cellules /ul 30,4+30,8 86,5¢80,1 145,7363 118+109,7 75,5¢79,8 0,0371

Cellules T CD3 /lymphocyte 70,243,1 68,6+7,7 70,6+11,6 72,249,2 68,1+14,3 0,1635
s%

Cellules /ul 944,2+848,6 1539,7+746, 1504,4+144 1415,9+117 1018,0£537, 0,0635

0 2,8 2,7 2

Cellules T CD3+ /lymphocyte 34,9+6,3 38,67,6 38,6+10,3 40,59,1 42,6+9,5 0,2475
CD4+ s%

Cellules /ul 411,7+308,0 870,5+403,5 820,6£725,6 791,7£710,9 757,7£715,0 0,0543

Cellules T CD3+ /lymphocyte 25,6+9,9 24,5%5,9 26,17,5 27,27,2 24,0£8,3 0,5879
CD8+ s%

Cellules /ul 424,6£509,7 571,6+364,1 558,24612,1 507,8+361,9 357,64225,7 0,1178

CD4+CD45 RO+ / CD4+ % 50,6+11,5 52,7¢17,7 63£9,3 65£15,2 68+17,6 0,0196

Cellules /ul 280,6+274,0 507,0+157,7 487,5+228,8 477,3%233,0 369,1+143,4 0,2864

CD8+CD45 RO+ / CD8+ % 20,6+16,7 21,914 34,3:14,8 39,615,1 47,7+18,5 P<0,00

o1

Cellules /ul 176,5+1744 163,7+85,3 147,377,0 151,6+85,1 174,2+166,5 0,9672

CD4+CD45 RA+ / CD4+% 17,8+10,8 19,716 19,749,4 15,8+14,5 17,8+11,8 0,379

Cellules /ul 158,7+184,3 231,1+164,5 158,6+133,6 114,0£1473 94,9:80,30 0,0520

CD8+CDA45RA+ / CD8+ % 33,920,1 29,6+24,8 38,2+14,3 27,7+14,5 26,6183 0,1892

Cellules /ul 246,3+267,3 256,3+220,0 179,497,4 111,9¢116,9 92,6£52,0 0,0154

CD4+ HLA DR+ / CD4+% 10,7+18 8,1+10,6 5,3%9,2 8,3+12,5 6,4%7,6 0,2407

Cellules /pl 9,37,1 90,9+146,3 79,2+151,7 134,7+182,9 76,9+132,0 0,3096

CD8+ HLA DR+ / CD8+ % 12,5%16,1 8,6+11,3 7,7¢11,1 10,4+12,4 9,3%13,2 0,1256

Cellules /pl 18,6£12,8 77,0£111,3 62,4+77,7 118,7+177,2 96,3+153,5 0,5484

CD4+CD38+ / CD4+% 29,2+11,0 38,3+11,9 35,6t11,4 34,5¢13,1 35,7+14,7 0,6543

Cellules /ul 247,2+304,5 452,1%215,6 353,9+234,9 321,8+196,5 248,9+253,7 0,0518

CD8+CD38+ / CD8+ % 21,7¢12,4 29,4£10,3 27,8+12,7 23,2:8,9 25,4+13,8 0,1208

Cellules /ul 339,74396,1 361,7+205,2 206,8+194,6 242,2+153,6 175,7+165,6 0,0454

CD4+ / CD4+% 5,7+3,4 7,5%9,7 4,1%5,7 8,1+12,9 4+4,2 0,9681

HLADR+CD38+ Cellules /pl 20,7+2,8 96,2+168 98,8+127,6 185,3+224,5 94,6+158,2 0,3192

CD8+HLADR+CD / CD8+% 5,2+1,1 8,19,5 6,5%7,9 8,4+10,8 5,8+6,4 0,9371

38+ Cellules /ul 39,941,3 143,5166,1 143,3£176,1 228,1+231,4 109,0+162 0,1865

CD4+ CD25 High / CD4+% 13,216,4 15,4+7,9 14,1%7,9 9,418,1 6,616,6 0,1657

Cellules /ul 93,4+70,1 159,5¢77,1 102,6+80,7 62,3t62,0 65,5¢73,1 0,0045

* Les différentes sous populations lymphocytaires (pourcentages%) ont été fenétrées a I'aide de CD45 et le SSC pour
distinguer cette population des monocytes, des granulocytes et des débris cellulaires. Les valeurs absolues (Abs)
pour chaque sous populations ont été calculés en multipliant le pourcentage de cette sous populations par la valeur

absolue de la population mére spécifique / 100.
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Figure 12: Changements liés a I'4ge des sous populations lymphocytaires

(a) valeurs absolues des lymphocytes CD4 + CD45RA +, (b) valeurs absolues des lymphocytes CD8 + CD45RA +,
(c) des pourcentages des lymphocytes CD4 + CD45RO +, (d) pourcentage des lymphocytes CD8 + CD45R0O +, (e)
valeurs absolues des lymphocytes CD4 + CD38 +, (f) valeurs absolues des lymphocytes CD8 + CD38 +, (g)
pourcentage des lymphocytes CD4 + CD25High, (h) valeurs absolues des lymphocytes de CD4 + CD25high, (i)
valeurs absolues de cellules NK et (j) pourcentage de cellules NKT. Les corrélations entre deux variables ont été
effectuées en utilisant la corrélation de Spearman et la régression linéaire a été utilisée pour tracer le graphique.
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I.4. Impact du sexe sur les valeurs de référence

Les valeurs de référence spécifiques au sexe des sous populations lymphocytaires (pourcentages
et valeurs absolues) sont données dans le Tableau 3. Ces résultats révelent des différences
significatives liées au sexe dans la distribution des lymphocytes des sujets Marocains sains: le
pourcentage de cellules T CD3 + et de cellules T CD4+ était plus élevé chez les femmes que chez
les hommes (p = 0,0202 et p = 0,0104, respectivement). En revanche, les valeurs absolues des
cellules T CD8 +, des cellules B et NK ont éte significativement plus élevées chez les hommes
que chez les femmes (p = 0,047, p = 0,0161 et p = 0,0221, respectivement). Les sous-ensembles
de cellules T activées et Treg n'ont montré aucune différence liée au sexe. De méme, la
distribution des cellules T naives et mémoires n'a montré aucune différence liée sexe, la seule
exception étant une proportion plus élevée des valeurs absolues des cellules CD8+ CD45RA+

chez les hommes par rapport aux femmes (p = 0,0092).
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Tableau 3: Différences liées au sexe des sous-populations lymphocytaires du sang périphérique.

PARAMETERES Homme Femme p Value
(MoyennexSD) N=67 N=78

Lymphocytes Cellules/pl 2014,1+933,2 1962,8+1816,5 0,1108
Cellules B /lymphocytes % 13,616,0 11,945,1 0,2026
Cellules /pl 249,6+£165,9 210,3£235,7 0,0161

Cellules NK /lymphocytes % 12,647,6 10,516,2 0,1066
Cellules /pl 288,2+251,8 191,0+£170,3 0,0221

Cellules NKT /lymphocytes % 3,9+2,5 6,2+8,5 0,0522
Cellules /ul 76,4166 147,7+266,1 0,5062

Cellules T CD3+ /lymphocytes % 68,9+8,4 71,4+11,34 0,0202
Cellules /ul 1383,0+628,6 1401,2+1339,0 0,1787

Cellules T CD3+ CD4+ /lymphocytes % 37,7£7,9 41,0,19,8 0,0104
Cellules /ul 745,9+311,7 832,7+809,2 0,307

Cellules T CD3+ CD8+ /lymphocytes % 26,5018,2 25,0,+6,2 0,5847
Cellules /ul 538,9+325,1 491,2+519,3 0,047

CD4+CD45RO+ / CD3+% 60,3%£15,8 61,8+17,2 0,4228
Cellules /ul 459,1+138,9 470,1+£249,9 0,8719

CD8+CD45RO+ / CD3+% 30,5£15,8 36x17,4 0,1458
Cellules /ul 169,7+92,6 148,6+101,3 0,3309

CD4+CD45RA+ / CD3+% 20,3116 15,949,4 0,2523
Cellules /ul 196,6+188,0 123,8+108,1 0,1894

CD8+CD45RA+ /CD3+ % 33,6+35,4 27,5t16,6 0,1951
Cellules /ul 235,9+202,1 114,8+79,4 0,0092

CD4+ HLA+ /CD3+ % 8,7+12,3 5,48,1 0,5888
Cellules /ul 104,6+182,6 90,8+131,5 0,5489

CD8+ HLA+ / CD3+ % 10,2+12,7 7,5+10,3 0,9588
Cellules /ul 92,4+164,2 86,8+109,9 0,1261

CD4+ CD38+ / CD3+ % 34,8113,3 37,7t11,6 0,2995
Cellules /pl 367,31199,4 330,6+244,2 0,1696

CD8+ CD38+ / CD3+% 25,6112,1 27,6111 0,2674
Cellules /ul 272,0£202,2 237,6+180,2 0,5271

CD4+ HLA DR+CD38+ / CD3+% 7,9111,9 4,5+6,312,4 0,4453
Cellules /ul 145,4+217,1 110,1+142,4 0,995

CD8+ HLADR+CD38+ / CD3+ % 8,249,5 6,618,6 0,9937
Cellules /pl 185,8+232,9 149,6%155,2 0,4358

CD4+ CD25 High / CD4+ % 13,248,5 12,3+7,7 0,6124
Cellules /ul 112,8+92,3 101,5+69,2 0,9124

* Les différentes sous populations lymphocytaires (pourcentages%) ont été fenétrées a I'aide de CD45 et le SSC pour
distinguer cette population des monocytes, des granulocytes et des débris cellulaires. Les valeurs absolues (Abs)
pour chaque sous populations ont été calculés en multipliant le pourcentage de cette sous populations par la valeur

absolue de la population mére spécifique / 100.
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II. Les caractéristiques immunphénotypiques des lymphocytes du sang
périphérique, dans les différentes formes de la TB active chez la
population des adultes marocains

I1.1. Caractéristiques démographiques et bactériologiques de Ila
population de I'étude.

Les caractéristiques démographiques et bactériologiques des patients TB, EXPO et CS sont

présentées dans le Tableau 4.

Un total de 183 patients TB a été inclus dans cette étude. Le groupe de patients TB a été divisé en
trois sous-groupes: TBP (72,43 %), TBEP (17,84 %) et TBEG (9,73 %). Cent et un (101) CS
ayant un test IDR- (<10 mm) et 43 EXPO ayant un test IDR+ (>10mm) appariés selon 1'dge et le
sexe ont eté selectionnés. Les patients TB d'un a&ge moyen de 31,6 ans étaient principalement des
hommes (71,58 %). L'dage moyen de la population CS et EXPO était de 32,87 ans et 34,5 ans
respectivement. Les hommes représentés 70,30 % et 69,77 % parmi les CS et EXPO
respectivement. En termes d'age et de sexe, il n'y avait pas de différence significative entre les
groupes. Les patients tuberculeux ont été divisés en fonction de la charge bacillaire estimée par le
test de bacilloscopie sur frottis d'expectoration: 1+ (10 a 99 bacilles acido-alcolo-résistants
(BAAR) pour 100 champs); 2+ (1 a 10 (BAAR) par champ dans 50 champs), ou 3+ (< >10
(BAAR) par champ dans 20 champs. La majorité des patients TBP (n = 121) présentaient une
charge bacillaire positive dont 29,93 % classés dans le groupe 1+, 47,93 % classés dans le groupe
2+ et 23,14 % classés dans le groupe 3+. Chez les patients TBEP et TBEG le frottis
d'expectoration est revenu négatif pour tous les patients. La culture et 1’examen
anatomopathologique ont confirmé le diagnostic TB dans ces groupes pour 80 % et 100 % des
cas respectivement. La majorité des sujets d’études étaient vaccinés par le BCG (98 %). Le test
d'IDR était positif chez 71,64 % des patients TBP, 63,27 % des patients TBEP et 83 % des
TBEG. Les résultats des tests d’IDR des patients TB allaient de 0 mm a 30 mm avec une
moyenne de (12,27 £ 6,01) mm. Cette réponse moyenne était plus faible chez les patients TBEP
par rapport aux patients TBP et TBEG, mais aucune différence n’a été observée entre les trois

sous-groupes TB.
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Tableau 4: Caractéristiques des sujets d’études

Controle Sains Patients tuberculeux
sains eXposés
Total TBP TBEP TBEG
(n=101)  (n=43) TB (n=134)  (n=33)  (n=18)
(n=185)

Age 32,87 34,5 31,57 31,64 31,39 29,78
moyen (18-55) (20- 63) (17-65) (20-65) (18-52) (17-60)
(min-
max)

Sexe 71/30 30/13 131/50 103/31 23/10 5/13
(H/F)

IDR 3,01+ 15,3 3+ 12,27 + 12,67 + 11,27 + 13,07 £
(mm) 2,38 4,43 6,01 5,9 6,01 3,01

(moy+sd)
Charge
bacillaire
1+ NA NA 35 35 0 0
(19,13%)  (29,93%)
2+ NA NA 58 58 0 0
(31.69%) (47,93%)
3+ NA NA 28 28 0 0

(15,30%)  (23,14%)

*TB : patients tuberculeux ; TBP : TB pulmonaire ; TBEP : TB pleural ; TBEG : TB ganglionnaire; IDR: intradermo-réaction;
moy: moyenne; sd: écart type. Les patients tuberculeux ont été divisés en fonction de la charge bacillaire: 1+ (10 & 99 bacilles
acido-alcolo-résistants (BAAR) pour 100 champs); 2+ (1 a 10 (BAAR) par champ dans 50 champs), ou 3+ (> 10 (BAAR) par

champ dans 20 champs.NA:non appliquée

I1.2. Altération de I’homéostasie des lymphocytes dans le sang
périphérique chez les patients atteints de TB active

Le profil des lymphocytes circulants dans le sang périphérique des patients atteints de différentes
formes de TB a été évalué. La Figure 13 montre les résultats phénotypiques ex vivo sous forme
de pourcentages (Figure 13a), ainsi que les valeurs absolues (Figure 13b) des lymphocytes T
CD3+, T CD4+, T CD8+, B, NK et NKT du sang périphérique des groupes CS, EXPO et TB. En
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ce qui concerne le pourcentage des lymphocytes T CD3+ (P=0,4503), T CD4+ (P=0,3078), T
CD8+ (P=0,9877), aucune différence n'a éte observée entre les 3 groupes. D'autre part, on a noté
une diminution significative des valeurs absolues des lymphocytes T CD3+ (P=0,0093), des
lymphocytes T CD4 + (P= 0,0062) ainsi que des lymphocytes T CD8+ (P= 0,0494) chez les
patients TB par rapport aux CS. Cette diminution a été aussi trouvée chez les patients EXPO par
rapport aux CS pour les valeurs absolues des lymphocytes T CD4+ (P= 0,0499) et CD8+ (P=
0,0387). L'analyse des données a démontré qu'il y avait une diminution significative des
pourcentages et des valeurs absolues des lymphocytes B CD19 + chez les patients TB et EXPO
par rapport au CO. Bien qu'aucune différence n‘ait été observée dans les valeurs absolues des
lymphocytes NK entre les 3 groupes (P= 0,2981), les patients tuberculeux présentaient une
augmentation des pourcentages par rapport aux EXPO (P= 0,0351). Aucune différence n'a été
observée entre les 3 groupes pour les pourcentages (P= 0,1672) et les valeurs absolues (P=
0,2126) des lymphocytes NKT.

Pour illustrer les altérations des sous populations lymphocytaires spécifique aux différents formes
de TB, on a comparé ces sous populations entre les sous-groupes des patient TB (Figure 14).
Aucune différence significative n'a été observée entre les 3 sous-groupes pour les pourcentages et
les valeurs absolues des lymphocytes T CD3+, des lymphocytes T CD4+ et CD8+ et des
lymphocytes NKT (Figure 14a et Figure 14b). Les pourcentages de lymphocytes B chez les
patients TBEG étaient moins élevés que chez les patients TBP (P=0,0051). De plus, les
pourcentages des lymphocytes NK étaient plus élevés chez les patients TBP (P= 0,0299) et TBEP
(P=0,0495) que chez les patients TBEG (Figure 14a).

La charge bacillaire dans le frottis d'expectoration des patients TBP a été utilisée pour classer les
patients TB en patients ayant une charge bacillaire faible (1+), moyenne (2+) ou élevée (3+). La
charge bacillaire n’a montré aucune différence significative pour toutes les sous populations

lymphocytaires (données non affichées).
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Figure 13: Comparaison des pourcentage (A) et valeurs absolues (B) des lymphocytes T CD3+,
T CD4+, T CD8+, B, NK et NKT du sang périphérique des groupes des contrdles

sains (CS)(n=101), des sujets sains exposes (EXPO )(n=43) et des patients atteints de TB
active TB (n=185), obtenus par cytométrie en flux.

Les résultats sont représentés dans des graphiques en boftes & moustaches, avec une médiane et une plage
interquartile. Les données ont été analysées a l'aide du test de Mann-Whitney. Les différences sont considérées
significatives lorsque p < 0,05.
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Figure 14: comparaison des pourcentages (A) et valeurs absolues (B) des lymphocytes T CD3+,
T CD4+, T CD8+, B, NK et NKT du sang périphérique des groupes de patients atteints de TB
pulmonaire (TBP) (n=134) et de patients atteints de TB pleural (TBEP) (n=33) et de patients
atteints de TB ganglionnaire (TBEP )(n=18) obtenus par cytométrie en flux.

Les résultats sont représentés en boftes a moustaches, avec une médiane et une plage interquartile. Les données sont
analysées a I'aide du test de Mann-Whitney. Les différences sont considérées significatives lorsque p < 0,05.
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I1.3. Analyse phénotypique des états mémoires et marqueurs
d’activation des cellules T CD4+ et T CD8 + dans le sang périphérique chez
les patients tuberculeux

Nous avons compare les lymphocytes T naifs exprimant le CD45RA et mémoires exprimant le
CD45RO entre les groupes CS, EXPO et TB. L’analyse statistique a révélé des différences
significatives concernant la distribution des lymphocytes T CD4+ naifs (CD45RA+) (P<0,0001)
et CD4+ mémoires (CD45R0O+) (P=0,0004) entre les 3 groupes (Figure 15a). Les patients TB
avaient les pourcentages les plus élevés en lymphocytes T CD4+ naifs. Par contre les
lymphocytes T CD4+ mémoires étaient plus éleves chez les EXPO. Les pourcentages des
lymphocytes T CD8+ mémoires (CD45R0O+) différaient aussi entre les 3 groupes (P=0,0219)
(Figure 15a). L’analyse en paire a montré que les pourcentages des lymphocytes T
CD8+CD45R0+ etaient significativement élevés dans le groupe des EXPO en comparaison avec
les patients TB. En revanche, aucune différence significative entres les 3 groupes n’a été
observée pour les lymphocytes T CD8 naifs (CD8+CD45RA+).

L’analyses des phénotypes naifs/mémoires entres les sous-groupes des patients TB a montré que
les pourcentages des lymphocytes CD4+CD45RO+ étaient significativement plus élevés chez les
patients TBEG en comparaison aux patients TBP et TBEP, mais aucune différence n’a été notée

pour les lymphocytes T CD4+CD45RA+, CD8+CD45RA+ et CD8+CD45R0O+ (Figure 15b).

Le pourcentage des lymphocytes T CD4+CD45R0O+ diminuait a mesure que la charge bacillaire
augmentait chez les patients tuberculeux. Une différence significative a été notée entre les

patients ayant un score 1+ et 3+ (P=0,0395) (données non affichées).
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Nous avons ensuite étudié le pourcentage de lymphocytes T CD4+ et de lymphocytes T CD8+
exprimant les marqueurs d'activation cellulaire HLA-DR et CD38 dans les groupes CS, EXPO et
TB. Des différences statistiquement significatives ont été observées entre les 3 groupes pour les
pourcentages des lymphocytes CD4+ CD38+ HLA-DR+ (P=0,0162), CD4+ CD38+ (P<0.0001),
CD8+ CD38+ HLA-DR+ (P=0,0211) et CD8+ CD38+ (P<0.0001). En comparaison aux groupes
des CS et EXPO, les pourcentages des lymphocytes CD4+ CD38+ HLA-DR+, CD4+ CD38+,
CD8+ CD38+ HLA-DR+ et CD8+ CD38+ étaient plus élevée chez les patients TB. (Figure 16a).

L'analyse de ces sous populations parmi les trois groupes TB a montré une augmentation
significatif des pourcentages des lymphocytes CD4+ CD38+ HLA-DR+, CD4+ CD38+, CD8+
CD38+ chez les patients TBEP en comparaison aux patients TBP et TBEG (Figure 16b).

Aucune différence significative n’a été trouvée par rapport a la charge bacillaire pour les statuts

d’activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ (données non affichées).
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Figure 15: Analyse phénotypique des états mémoires des cellules T CD4+ et T CD8 + dans le
sang périphérique chez les patients tuberculeux.

(A) comparaison des pourcentage des lymphocytes T CD4+CD45RA+, CD4+CD45R0+, T CD8+CD45RA+ et
CD8+CD45R0O+ entre les groupes de contrdles sains (CS) (n=101), de sains exposés (EXPO) (n=43) et de patients
atteints de TB active (TB) (n=185) (B) comparaison des pourcentage des lymphocytes T +CD45RA+,
CD4+CD45R0+, CD8+CD45RA+ et CD8+CD45R0O+ entre les groupes de patients atteints de TB
pulmonaire (TBP) (n=134) et de patients atteints de TB pleural (TBEP) (n=33) et de patients atteints de TB
ganglionnaire (TBEG) (n=18). Les résultats sont représentés en boites & moustaches, avec une médiane et une plage
interquartile. Les données sont analysées a I'aide du test de Mann-Whitney. Les différences sont considérées
significatives lorsque p < 0,05.
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Figure 16: Analyse phénotypique des cellules T CD4+ et T CD8 + activés dans le sang
périphérique chez les patients tuberculeux.

(A) comparaison des pourcentage des lymphocytes T CD4+ HLA DR+, CD4+ CD38+ HLA-DR+, CD4+ CD38+,

CD8+ HLA-DR+, CD8+ CD38+ HLA-DR+ et CD8+ CD38+ entre les groupes de contréles sains (CS)(n=101), de

sujet exposeés a l'infection (EXPO) (n=43) et de patients atteints de TB active (TB) (n=185) (B) comparaison des
pourcentages des lymphocytes T CD4+ HLA DR+, CD4+ CD38+ HLA-DR+, CD4+ CD38+, CD8+ HLA-DR+,

CD8+ CD38+ HLA-DR+ et CD8+ CD38+ entre les groupes de patients atteints de TB pulmonaire (TBP) (n=134),

de TB pleurale ( TBEP) (n=33) et de TB ganglionnaire (TBEG) (n=18). Les résultats sont représentés en boftes a
moustaches, avec une médiane et une plage interquartile. Les données sont analysées a I'aide du test de Mann-
Whitney. Les différences sont considérées significatives lorsque p < 0,05.
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III. Activation immunitaire et lymphocytes T régulateurs dans les
ganglions lymphatiques

Les résultats de cette partie on fait I'objet d'une publication dans le journal BMC
Immunology

I11.1. Profil phénotypique et cytokine des cellules T CD4 + dans la LNMC et
PBMC

Nous avons d'abord comparé les phénotypes mémoires de sous-populations de lymphocytes T
dans LNMC et PBMC. Les LNMC ont été significativement enrichis en cellules T CD4 + [80,7
5,6 % contre 68,0 £ 6,6 % (p = 0,0015)] (Figure 17a). Les lymphocytes T CD8 + étaient par
contre plus faiblement représentés dans LNMC par rapport aux PBMC [17,6 + 5,8 % vs 27,4 +
11,7 % (p = 0,0055)] (Figure 17b). Les sous-populations mémoires des cellules T CD4 + ont été
définis selon l'expression du CD45RA et CCR7 et seulement le sous type effecteur a été

Iégerement augmenté dans LNMC par rapport a PBMC (p = 0,0002) (Figure 19).
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Figure 17: Distribution des sous-populations cellulaires T CD4+ (A) et CD8 + (B) .parmi les
cellules T CD3 + dans le sang périphérique et dans le ganglion lymphatique chez les patients
atteints de TB ganglionnaire.

Les moyennes de 18 sujets sont affichées et des barres d'erreur représentent les écarts types.
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Figure 18: Distribution des phénotypes mémoire des sous-populations cellulaires T CD4 + des
parmi les cellules T CD3 + dans le sang périphérique et dans le ganglion lymphatique chez les
patients atteints de TB ganglionnaire.

Les moyennes de 18 sujets sont affichées et les barres d'erreur représentent les écarts types. CM: central mémoire,
EM: effecteur mémoire, LD: cellules mémoire différenciées tardives, N: naif.
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Les profils fonctionnels des lymphocytes T en réponse aux antigenes Mtb ont été comparés entre
LNMC et PBMC. La production nitra-cytoplasmique d'IFNy, d'IL2, de TNFa, de IL17 et de
MIP-la par les cellules T CD4 + dans les PBMC et LNMC en réponse a Mtb RVL n'était pas
différente entre LNMC et PBMC (Figure 19a). De méme, ces productions cytokiniques des

lymphocytes T CD4 + en réponse aux peptides ESAT6 / CFP10 n'étaient pas différentes entre
LNMC et PBMC (Figure 19b).
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Figure 19: Production intra-cytoplasmique des cytokines par cellules T CD4 + mémoire viables

apreés stimulation avec le RVL(A) et ESAT6 / CFP10 (B).
Les résultats de 11 sujets sont présentés.
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Aucune différence significative n'a été observée dans la polyfonctionnalité des cellules T CD4+
mémoires totale dans LNMC par rapport aux PBMC pour les mémes stimuli (Figure 20) (les trois
rangees avec comparaison cote a c6te). La polyfonctionnalité des cellules T CD4 + mémoire
totale en réponse aux peptides ESAT6 / CFP10 et au lysat de Mtb était significativement
differente de celle en réponse au SEB a la fois dans les PBMC et la LNMC, indiquant une
difféerence dans les cellules spécifiques au Mtb en tant que groupe de clones (Figure 20, 4
premiers pies en comparaison des 2 en bas), mais aucune différence n'a été trouvée dans la
polyfonctionnalité en réponse aux antigenes spécifiques de Mtb, peptides ESAT6 / CFP10 et

RVL (Figure 20, comparaison des deux premiers et deux du milieu).
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Figure 20: Composition polyfonctionnelle de cellules T CD4 + mémoire totale aprés stimulation
avec le RVL, ESAT6 / CFP10 et SEB.

Les résultats de 11 sujets sont présentés. L’analyse a été faite sur des cellules T CD4 + mémoire viables. Les
graphiques secteurs illustrent le profil polyfonctionnel moyen des cellules répondantes pour chaque stimulus
spécifique de tous les sujets. Toutes les combinaisons possibles de réponses sont représentées par les arcs avec une
Iégende de couleur d'arc & secteurs sur la figure
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I11.2. Distribution des lymphocytes T activés et des Treg dans les LNMC et
PBMC

Nous avons mesuré la fréquence des lymphocytes T CD4 + conventionnels activés et des Treg
dans les LNMC et les PBMC. L'activation était basée sur I'expression de HLA-DR et CD38. Les
Treg ont été identifiés comme CD4+, CD25+, FoxP3+ et CD127dim. Une proportion accrue de
lymphocytes T CD4 + HLA-DR+ CD38+ actives (p <0,0001) et de Treg CD4+ CD25+ FoxP3+
CD127dim (p = 0,0089) dans LNMC par rapport aux PBMC a été observee (Figure 21).
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Figure 21:Distribution des fréquences des cellules T CD4 + HLA-DR + CD38 + activées (A) et
FoxP3+ CD25+ CD127- régulatrices (B) dans LNMC et PBMC
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Une corrélation positive entre la fréquence des lymphocytes T CD4+ activés totaux et les Treg a
été observée dans LNMC (r = 0,676, p = 0,008) et PBMC (r = 0,549, p = 0,018) (Figure 22).
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Figure 22: Corrélation des fréquences ex vivo des Treg avec les fréquences ex vivo des cellules
activées par CD4 + dans les PBMC (A) et LNMC (B)

Nous avons comparé, parmi les Treg dans LNMC, la proportion de cellules exprimant des
marqueurs d'activation. Plus de 90% des cellules CD25+ FoxP3+ CD127dim exprimaient HLA-
DR et / ou CD38. En outre, la sous-population prédominante de Treg dans les LNMC et les
PBMC était celle exprimant HLA-DR et CD38 simultanément (Figure 23).
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Figure 23: Distribution des marqueurs d'activation parmi les Treg CD4 + CD25 + FoxP3 +
CD127dim dans les PBMC et LNMC

I11.3. Corrélation de Treg avec la production de cytokines induite par les
antigénes Mtb.

Nous avons déterminé la corrélation entre les proportions des Treg et des cellules T CD4+
produisant des cytokines apres I'activation avec les antigénes Mtb pendant la nuit dans le LNMC
et PBMC. Une corrélation positive entre la proportion de Treg et la production des cytokines Thl
(IL2 et IFNy) et le MIP-1a a été observée apreés stimulation par I'antigéne de lysat Mth chez les
LNMC mais pas chez les PBMC (Tableau 5). D'autre part, une corrélation similaire a été trouvée
apres stimulation par les peptides Mtb ESAT6 / CFP10 alors qu'aucune corrélation n'a été trouvée

apres stimulation du mitogene SEB (données non présentées).
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Tableau 5: Corrélation des fréquences des Treg avec les fréquences des lymphocytes T CD4+
exprimant IFNy, IL2, TNFa, IL17 et MIPla suite a une stimulation ex-vivo par les antigenes
RVL dans les PBMC et LNMC.

Treg
PBMC LNMC
r p r p
IFN-y -0,19 0,60 0,66 0,04
IL2 -0,04 0,90 0,71 0,02
TNF-a -0,02 0,96 0,48 0,16
IL17 -0,23 0,52 0,45 0,12
MIP-1a -0,04 0,91 0,95 <0,001
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DISCUSSIONS
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I. Valeurs de références des sous populations lymphocytaires chez la
population marocaine: I'influence de 1'age, le sexe, I'origine ethnique et
les facteurs socio-économiques.

Une interprétation correcte des troubles immunologiques et pathologiques passe par une
détermination de ce qu'est un état immunitaire normal. Le denombrement des sous populations
lymphocytaires, par cytométrie en flux, est une technique sensible devenue un outil clé dans
I'évaluation de I'état immunologique. Il est donc important d'utiliser cette approche pour

I'établissement de valeurs de référence chez des adultes normaux en bonne santé.

Les sous populations lymphocytaires peuvent étre affectées par diffeérents facteurs intrinseques
de I'n6te ainsi que par des facteurs environnementaux. Cela implique la nécessité d'établir des
valeurs de référence normales locales et spécifiques pour chacune des sous populations
lymphocytaires (C. K. W. Cheng et al., 2004; Choong et al., 1995; Garcia-Dabrio et al., 2012;
Huenecke et al., 2008; Pera et al., 2015; Pérez-de-Heredia et al., 2015). Trées peu de données sont
disponibles pour les valeurs de référence de la population nord-africaine en général (Feki et al.,
1998; Touil et al., 2012). Ces études se sont limitées a 1’établissement des valeurs de référence
pour les populations lymphocytaires comprenant les cellules T (sous-ensembles CD4 et CD8), les
cellules B et les cellules NK. A notre connaissance, il n'existe qu'une seule étude marocaine
publiée dans ce sens (Touil et al., 2012) et qui présente de nombreuses limites et ne peut étre
représentative de la population marocaine. En effet, Dans cette étude seule Il'approche taille
versus structure a été utilisée pour identifier la population de lymphocytes et un panel d'anticorps
monoclonaux relativement limité a été utilisé. De plus, le sexe et I'dge n'ont pas été pris en
compte puisque 90 % de la population étudiée étaient des hommes de moins de 49 ans. Ainsi,
I'objectif de la présente étude était de réévaluer les valeurs de référence marocaine des
lymphocytes et d'inclure des valeurs pour des sous-populations lymphocytaires supplémentaires
concernées par la maturation et 1’activation. De plus, nous avons également évalue l'influence du
sexe, de I'dge, de l'origine ethnique et des facteurs environnementaux sur ces valeurs de

références.

A T'instar des travaux publiés précédemment (voir Tableau 4), nos résultats ont également montré
des différences dans les valeurs de référence avec les autres séries. En fait, ces différences sont

observées entre pays d'un méme continent et méme entre population de méme race (caucasienne,

SAHMOUDI K. Thése de Doctorat 85



Tuberculose, Lymphocytes, Réponses Th1/Th17, Treg, ganglions lymphatiques

asiatique, arabe ou noir). Seules quelques similitudes ponctuelles concernant certains parametres
dans certaines populations ont été observées. Cela indique la nécessité de prendre en compte les
variations géographiques lors de l'utilisation des valeurs de référence des lymphocytes (Al-Jabri
et al., 2008; Bosire et al., 2013; Jentsch-Ullrich et al., 2005; Naluyima et al., 2016; Qin et al.,
2016; Santagostino et al., 1999; Torres et al., 2013; Valiathan et al., 2014; Yaman et al., 2005).
Ces écarts sont probablement dus a des différences de paramétres biologiques (sexe, age et
origine ethnique) (Chng et al., 2004), de facteurs liés au mode de vie (consommation d‘alcool,
tabagisme, régime alimentaire, exercice et niveaux de stress)(Garcia-Dabrio et al., 2012; Tollerud
et al., 1989) et a des facteurs environnementaux (exposition aux maladies infectieuses) (Ben-
smith et al., 2008; Sutherland et al., 2011; Weiss et al., 2009). De plus, les techniques employées

pour mesurer les valeurs des parameétres peuvent également affecter les résultats.

Tableau 6: Comparaison des sous-ensembles de lymphocytes de la présente étude avec d'autres
études

e[t £057 | O €O P3O | o C010conEn Cot50
population M H H W H
Etude 145 1393 793 513 1.54 233 227
Maroc actuelle
v Maghreb 2012 242 1431 871 637 137 211 59
(=2
'E Tunisie 1998 52 1345 799 470
Uganda 2016 663 1615 945 586 1.8 329 133
Subtropicale
Kenya 2013 315 1655 920 646 1.57
Moyen-
. Oman 2008 118 1701 1005 638 - 308 348
Orient
Q2
2 Asi
< fsie Turquie 2005 220 1680 1095 669 1.68 164 254
occidentale
Asie de I'Est| Chine 2016 1068 1387 694 589 1.32 403 216
Allemagne 2005 100 1320 870 460 1.9 280 220
Europe
Italie 1999 965 1532 940 551 1.71 278 230
Floride 2014 50 1620 1003 590 1.8 214 256
Amérique
Brésil 2013 641 1585 931 541

Dans notre étude, les valeurs des sous populations lymphocytaires, a I'exception des cellules B,
sont inférieures a celles rapportées par Touil et al. en 2012. Ces différences pourraient é&tre dues a

un facteur lié au sexe / age de la population étudiée (90 % de la population étudiée étaient de
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jeunes hommes) ou liées a la méthode de mesure utilisee. Par ailleurs, nous notons une similitude
particuliére entre nos résultats et ceux rapportes au sein de la population tunisienne (Feki et al.,
1998). En fait, ces deux populations maghrébines partagent les mémes aspects géographiques,

ethniques, économiques et culturels.

A l'4ge adulte, le processus naturel de vieillissement s'accompagne d'une détérioration du
systeme immunologique a la fois inné et adaptatif (Weiskopf et al., 2009). Ces altérations
fonctionnelles sont alors associees a une plus grande sensibilité aux infections (Weiskopf et al.,
2009), a une altération de réponse immunitaire médiée par les anticorps au vaccin (Aspinall et
al., 2007; Nikolich-zugich, 2008) et a un risque accru de développer un cancer auto-immun et
malin (Fulop et al., 2010; Prelog, 2005). Le thymus est un organe central du systeme immunitaire
des lymphocytes T, qui subit une involution liée a I'dge. L'involution thymique est directement
corrélée a la déclinaison de la thymopoiese qui précéde l'immuno-incompétence liée aux
lymphocytes T a un &ge avancé (Goronzy & Weyand, 2013; Gui et al., 2012). Des résultats
controversés sur l'impact de I'age sur les lymphocytes T ont été observés. Certaines études ont
montré que le nombre de cellules CD4+ augmentait tandis que le nombre de CD8+ diminuait
avec l'age chez les adultes (Tollerud et al., 1990). Il n'en reste pas moins que d'autres études
montrent des résultats contradictoires. En effet, tandis que les unes indiquent que les nombres de
CD4+ et CD8+ peuvent augmenter (Chang et al., 2004; Lee et al., 1996), d'autres montrent une
diminution (Jentsch-Ullrich et al., 2005; Yang et al., 2009) ou méme pas de changement avec
I'dage (Kverneland et al., 2016).

Nos résultats ne montrent aucune modification quantitative significative des lymphocytes T
totaux avec I'adge. Cependant, nous avons observé une diminution liée a I'age des cellules T CD4+
et CD8+ naives et une augmentation des cellules T CD4+ et CD8+ mémoires. Ces résultats
s'apparentent a de nombreuses autres études, qui ont rapporté que ces cellules T CD8+ mémoires
sont principalement des cellules T mémoires effectrices et des cellules T mémoires effectrices
différentiées tardives, tandis que les cellules T CD4+ mémoires sont des cellules T mémoires
centrales ( Koch et al., 2008; Lipp et al., 1999; Saule et al., 2006). Ce shift entraine une
restriction du répertoire des récepteurs des lymphocytes T et conduit a une altération des
fonctions des lymphocytes T (Goronzy et al., 2007; Tollerud et al., 1990). De plus, des tendances
a la baisse significatives de CD4+ CD38+ et CD8+ CD38+ avec le vieillissement ont été notées

dans notre analyse, conformément au rapport précédent (Melzer et al., 2015; Qin et al., 2016).
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Une expression élevée de CD38 est considéréee comme un marqueur de mauvaise réponse au
traitement et de mauvais pronostic dans la malignité. Cependant, les connaissances sur le
mécanisme des changements liés a I'dge des marqueurs d'activation des cellules T, CD38 et
HLA-DR, sont encore tres limitées.

Contrairement aux études précédentes qui ont montré des évolutions du nombres des cellules
Treg a la fois croissants et stables avec I'dge (Kverneland et al., 2016; Qin et al., 2016), nous
avons trouvé des nombres de Treg décroissants. Dans ce sens, des études ont montré que les
cellules Treg subissent une différenciation en fonction de I'age vers le phénotype memoire
CD45RA+ qui ne s'accompagne pas d'une diminution de leur capacité de suppression
(Kverneland et al., 2016; Santner-Nanan et al., 2008).

Le changement lié a I'age de la fréquence phénotypique et l'activité des cellules NK a été traité
dans plusieurs études avec des résultats de pourcentage et de valeur absolue qui se maintiennent
(Kverneland et al., 2016; Qin et al., 2016) ou augmentent (Lee et al., 1996; Solana & Mariani,
2000; Yang et al., 2009) chez les personnes agées. Dans notre population d’étude, nous avons
noté une diminution liee a I'dge du nombre de cellules NK. Un remodelage de sous-ensembles de
cellules NK caractérisé par une diminution du pourcentage de cellules NK CD56bright plus
immatures et une augmentation des cellules NK CD56dim a été décrit (Solana et al., 2014). Une
augmentation significative des cellules coexprimant les marqueurs des cellules CD3 et NK a été
montrée au cours du vieillissement (Solana & Mariani, 2000). De méme, notre étude a révelé

une augmentation significative en fonction de I'adge des cellules NKT.

En ce qui concerne les différences liées a I'age des cellules B, nos données n‘ont montré aucune
différence significative entre les groupes d'age. Ceci est conforme a toutes les autres études liées
a l'age réalisées sur d'autres populations (Kverneland et al., 2016; Qin et al., 2016). Bien que la
numeération des lymphocytes B n'est pas significativement modifiée au cours de la vie adulte, la
diversité des lymphocytes B peut considérablement s'effondrer chez les personnes agées et
augmenter la fragilité immunitaire (Gibson et al., 2009). En fait, on sait que la qualité de la
réponse anticorps change avec I'age, avec une diminution des anticorps efficaces et spécifiques
en faveur de la production d'anticorps non spécifiques (Howard et al., 2006). Cette réduction de
la diversité des lymphocytes B est probablement due & une production plus faible de nouvelles
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cellules B de la moelle osseuse en raison des changements liés a I'dge dans le nombre et la

fonction des cellules souches hématopoiétiques.

En concordance avec les observations dans d'autres populations (Kverneland et al., 2016;
Naluyima et al., 2016; Qin et al., 2016; Yaman et al., 2005), le sexe n'a pas e€té démontré comme
ayant un role important dans la composition du sous populations lymphocytaires dans notre
population d'étude. Un pourcentage plus élevé de cellules T CD3+ et CD4+ a été observé chez
les femmes tandis que les nombres de cellules CD8 + (en particulier CD8 + CD45RA), B et NK
étaient plus élevés chez les hommes. Il a été suggéré que les hormones sexuelles pourraient étre
une explication des différences observées entre les sexes. En effet, il a été démontré que les
hormones sexuelles modulent la fonction immunitaire a différents niveaux. Les lymphocytes
circulants ont des récepteurs pour les androgeénes et les cestrogenes (OLSEN et al., 1998;

Verthelyi, 2001).

Ces cellules immunitaires sont également influencées par le niveau d’hygiéne des individus. Les
facteurs majeurs ayant un impact sur ce niveau d’hygiéne sont le statut économique et le niveau
de conscience de I’individu. Dans cette optique, nous avons vérifié l'influence du RP sur les
valeurs de références des sous populations lymphocytaires. Nous n'avons observé aucune
difféerence entre les personnes a faible RP et celles a RP moyen et élevé (données non
présentées). Nous avons également évalué l'influence des niveaux d'enseignement de notre
population d’étude sur les valeurs de références des sous populations lymphocytaires, mais
n'avons noté aucune différence de maniére globale ni entre les hommes et les femmes (données
non présentées). Nous n‘avons pas été en mesure d'évaluer l'influence du tabagisme et de la
consommation d'alcool puisque 90 % de notre population d'étude a déclaré étre non-fumeurs et

non consommateurs d'alcool.

La variation immunogénétique lié a I'ethnicité a montré une influence significative sur les sous
populations lymphocytaires (Howard et al., 1996; Lee et al., 1996). La population Marocaine est
trés hétérogene et est contient historiqguement des grands groupes plus au moins mixés entre eux:
les Arabes et les Amazigh, Rifi et Sahraoui. Dans cette étude, nous avons recruté des sujets de
differentes régions géographiques du Maroc afin de garantir que tous les groupes ethniques de la
population marocaine soient inclus dans I'étude. Notre analyse n'a montré aucune différence dans

les valeurs de références des lymphocytes par rapport a l'origine ethnique (données non
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présentées). Les sujets de notre étude étant recrutés dans les grandes villes marocaines, la pureté
de leur caractere génétique a certainement été perdue par le brassage ethnique dans ces centres

urbains.

II. Les profils immunphénotypiques des lymphocytes du sang
périphérique dans les différentes formes de TB active chez les adultes
marocains

Avec le tiers de la population mondiale infecté par le Mtb, seulement 5 % a 10 % de ces sujets
développent une TB active au cours de leur vie (OMS, 2019). Les formes cliniques de cette
maladie sont aussi diverses avec des degrés de séverité variables et refletent la résultante de
I'interaction entre le bacille et le mécanisme de défense de I'n6te. Dans cette interaction la qualité
de la défense de I'hdte joue un rble déterminant (Dheda et al., 2010; Flynn & Chan, 2001;
Mogues et al., 2001; Sia & Rengarajan, 2019). Malgré I'importance cruciale des lymphocytes
dans I'immunité antituberculeuse, trés peu d’études ont étudié les variations des pourcentages et
les valeurs absolues de ces sous-populations dans le sang périphérique au cours de la tuberculose.
Ces quelques études ont obtenu des résultats incohérents. De plus, la majorité de ces études se
sont limitées a explorer les sous populations lymphocytaires chez des patients atteints d’'une TB
pulmonaire ou se sont focalisées sur les sous populations T, B et NK. Dans ce contexte, le but de
notre étude est de déterminer les pourcentages et les valeurs absolues des sous-populations des
lymphocytes T CD3+; CD3+ CD4+ et CD3+ CD8+, des lymphocytes B CD3-CD19+, des
lymphocytes NK CD3-CD16/56 + et des lymphocytes NKT CD3+CD16/56+ chez les patients
présentant différentes manifestations cliniques de la TB, et de comparer ces données avec des
groupes témoins sains et exposées. L'immunophénotypage a été élargi pour déterminer I'état
d'activation et le phénotype naif / mémoire des lymphocytes T CD4 + et T CD8 +. Enfin, nous
avons comparé ces parameétres entre les différentes formes cliniques de TB. Nous avons aussi
exploré¢ I’association des différents sous populations a la charge bacillaire dans les frottis

d'expectoration des patients TBP.

Le groupe TB dans notre étude a été composée de patients atteints d’une TBP (72,43 %) comme
la forme classique de la TB, de patients atteints d’une TBEG (9,73 %) comme forme la plus

répondue et la moins sévere de la TB extra-pulmonaire, et de patients atteints d’une TBEP (17,84
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%) comme forme sévere de cette maladie. L'analyse directe des lymphocytes circulants a révélé
que la TB provoquait des altérations majeures de la distribution périphérique des sous-
populations des cellules lymphocytaires. Ces résultats suggérent une relative lymphopénie chez
les patients TB, avec une altération plus grave des lymphocytes B comparée aux lymphocytes T.
Cette lymphopénie a été trouvée dans des rapports précédents comme étant transitoire et qui
revient a 1’état normal apres traitement (Deveci et al., 2006; Rodrigues et al., 2002; Sei et al.,
2006)

Les lymphocytes T et ses sous-populations T CD4 + et T CD8+, sont essentiels pour I'immunité
contre l'infection a Mth. Les lymphocytes T CD4 + semblent jouer leur réle contre I'infection
tuberculeuse en partie par la production des cytokines (IFN-y, TNFa) qui régissent les réponses
immunitaires a médiation cellulaire et également par I'activation du macrophage infecté par Mtb
qui tue ensuite les bacilles (Boom et al., 2003; Pollock et al., 2013). Les lymphocytes T
cytotoxiques CD8 + sont une source importante d'IFN-y et peuvent également tuer des bactéries
via des mécanismes cytotoxiques médiés par des granules cytotoxiques (Rozot et al., 2013; Silva
et al., 2014). Des résultats controversés ont été reportées concernant la répartition des
lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans le sang périphérique chez les patients tuberculeux. Dans
certaines études, des proportions inchangées des lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans le sang
périphérique des patients tuberculeux par rapport aux témoins ont été décrits (Elkholy et al.,
2018; Hernandez et al., 2010). Cependant, d’autres études ont montré que les pourcentages des
lymphocytes T CD4+ étaient diminués tandis que les pourcentages des lymphocytes T CD8+
étaient inchangés par rapport aux témoins (Carvalho et al., 2002; Deveci et al., 2006). En
revanche, des rapports font état de proportions réduites de lymphocytes T CD4 + tandis que les
lymphocytes T CD8 + sont augmentés (Singhal et al., 1989; Ye et al., 2009). D’autres chercheurs
ont observé une réduction des lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Guglielmetti et al., 2013; Jing et
al., 2012; Rodrigues et al., 2002). De méme, une décroissance des valeurs absolues des
lymphocytes T CD3+, CD4+ et CD8+, mais pas des pourcentages de ces cellules, a été observée
chez nos patients TB par rapport aux CS. Cette diminution peut refléter I'immunodéficience
observée chez les patients tuberculeux, ce qui expliquerait dailleurs la perte de la
réponse d'hypersensibilité retardée spécifique dans les cas sévéres (Bhatnagar et al., 1977), les
modifications du profil de production de cytokines et la diminution de la capacité de prolifération

des lymphocytes (Rojas et al., 1999). Cette décroissance a été aussi observée dans le groupe
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EXPO par rapport aux CS, ce qui suggere que l'infection par Mtb en elle-méme peut exercer un
impact significatif sur la réponse immunitaire, entrainant des changements dans le nombre de
lymphocytes T périphériques. Ce phénoméne peut étre le résultat d’une migration des
lymphocytes T vers les sites d’infection (Brighenti & Andersson, 2012). En fait, des nombre plus
élevé de lymphocytes T CD4+ et CD8+ a été décrit dans le BAL (Gerosa et al., 1999), les
ganglions lymphatiques (Sahmoudi et al., 2018) et le liquide pleural (El Fenniri et al., 2011a; Li
et al., 2012) des patients tuberculeux par rapport au sang périphérique. L’augmentation du
niveau d'apoptose ou 1’altération de la fonction du thymus peuvent étre aussi des explications a ce
phénomene (Das et al., 1999; Ozeki et al., 1997). Certains chercheurs ont suggéré que ces
altérations des lymphocytes T sont liees a la gravité de la TB (Hermida et al., 2006; Morais-
papini et al., 2017). Jing et al ont trouvé que les cas de TB extra-pulmonaire ont des pourcentages
significativement plus faibles de lymphocytes T CD4+ que les patients atteints d'une TBP (Jing et
al., 2012). En plus, Davoudi et al ont trouvé que les patients atteints d’'une TB méningite /
milliaire, formes tres sévere de la TB, avaient les valeurs absolues les plus bas des lymphocytes
CD4+ et CD8+ en comparaison avec les autres formes de TB y compris pulmonaire et adénite
(Davoudi et al., 2008). Dans la présente étude aucune différence significative n’a été observée
entre les différentes formes cliniques de la TB. Ensuite, nous avons examiné si la charge
bacillaire dans les frottis d'expectoration de patients tuberculeux était corrélée avec les sous

populations des lymphocytes T mais aucune association n’a été trouvée.

Pour explorer le phénotype de la déplétion des lymphocytes T, les sous-populations naives et
mémoires des lymphocytes T CD4+ et CD8+ ont été analysées. On a observé une diminution
significative des pourcentages des lymphocytes T CD4+ et CD8+ mémoires exprimant le CD45
RO chez les patients TB. Ces résultats concorde avec d’autres études qui ont trouvé que les
patients TBP avaient une fréquence réduite de cellules T CD4+ CD45RO+ CD27+ (centrale
mémoire) et une fréquence accrue de cellules T CD4+ CD45RO- CD27+ (précoce / naif) en
comparaison avec les CS et EXPO (Estévez et al., 2020; Marin et al., 2012; Wang et al., 2010).
Dans notre étude, les fréquences des lymphocytes CD4+CD45 RO+ ont été encore plus faibles
chez les patients TBP et TBEP en comparaison avec les TBEG. Cela suggére une corrélation
inverse entre les taux circulants de cellules T mémoires et la gravité de la maladie. En plus, cette
diminution a ét¢ associée a une augmentation de la charge bacillaire. L’exposition continue aux

antigenes Mtb pendant l'infection pourrait étre la cause des niveaux circulants les plus faibles de
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cellules T mémoires chez les patient TB. Cette exposition pourrait favoriser lauto-
renouvellement des cellules mémoires centrales, produisant ainsi des cellules effectrices qui
pourraient migrer vers le site de l'infection (Lanzavecchia & Sallusto, 2005; Shin & Wherry,
2007).

Dans notre étude, nous avons également mesuré le degré d'activation immunitaire généralisé chez
les sujets de I'étude en mesurant I'expression des marqueurs d'activation HLA DR et CD38 sur
les lymphocytes T CD4+ et CD8+. Nous avons constaté une augmentation des lymphocytes T
CD4+ HLA DR+ CD38+, CD8+ HLA DR+ CD38+, CD4+ HLA DR- CD38+, CD8+ HLA DR-
CD38+ chez les patients TB par rapport aux EXP et CS. Ces réesultats sont en accord avec
plusieurs études antérieures qui ont rapporté une activation accrue des lymphocytes T CD4 et
CD8 dans la TB active et TBL (Barcelos et al., 2006; Guglielmetti et al., 2013; Hermida et al.,
2006; Rodrigues et al., 2002; Wergeland et al., 2011). Ceci dit, bien que les nombres absolus des
lymphocytes T CD4 et CD8 aient été réduits, ils étaient a un niveau d'activité cellulaire plus
élevé. Cependant ces études auraient traité soit uniquement les personnes atteintes de TBP, soit
un mixte de formes cliniques de la TB comme une seule entité. L’originalité de notre étude est
que nous avons caractérisé I'activation immunitaire dans trois formes distinctes de la TB qui
représentent un spectre de sévérité de la maladie. Nous avons constaté que les lymphocytes T
CD4 et, dans une moindre mesure, les lymphocytes T CD8 étaient plus activés chez le groupe
TBEP en comparaison aux groups TBP et TBEG. L’exposition a des charges trés élevées de Mtb
peut expliquer le niveau plus élevé d’activation chez les patient TBEP. Cependant nous n’avons

observé aucune association des marqueurs d’activation avec la charge bacillaire.

Contrairement a ce qui est connu sur l'importance des lymphocytes T dans la défense de I'hote
contre le Mtb, il reste beaucoup a clarifier sur le réle des lymphocytes B lors de la TB. Dans
certaines études, une augmentation du pourcentage des lymphocytes B CD19 + circulants chez
les patients atteints de TB a été trouvée (Jing et al., 2012; Li et al., 2012; Ye et al., 2009).
Cependant, d'autres études ont montré une diminution du nombre des lymphocytes B chez les
patients atteints de TBP (Elkholy et al., 2018; Hernandez et al., 2010; Morais-papini et al.,
2017). Similairement a ces derniers nous avons trouvé une diminution des pourcentages et
valeurs absolues des lymphocytes B CD19+ chez nos patients tuberculeux. Cette diminution
peut étre expliquée par une consommation des lymphocytes B dans le granulome plutét que dans

la circulation. On a aussi noté une plus profonde diminution chez les patients TBP que chez les
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TBEG. Sur la méme ligne, d’autres études suggérent qu’une réduction des sous-populations de
cellules B CD19+ CD5+ pourrait étre liée a la gravité de la maladie (Guglielmetti et al., 2013;
Morais-papini et al., 2017). Cependant, aprés le traitement, ces cellules augmentent de maniere
significative (Barcelos et al., 2006) avec une augmentation significative des niveaux d'anticorps
de classe IgG apres la guérison (Al Majid & Abba, 2008). La diminution des lymphocytes B peut

altérer la protection du compartiment immunitaire humoral contre la TB.

Les cellules NK jouent un réle important dans la lutte initiale contre certains pathogenes
intracellulaires obligatoires dont le Mtb (Junqueira-kipnis et al., 2003). Elles sont capables
d'exercer leur effet avant que I'immunité médiée par les cellules T n'entre en jeu. Les cellules NK
activées ont été trouvées dans la rate et le foie chez des patients atteints de TB (Ortaldo et al.,
2004). Certaines études suggérent un pourcentage significativement plus faible de cellules NK
chez les patients par rapport aux témoins (Jing et al., 2012; Morais-papini et al., 2017). Alors que
d’autres chercheurs rapportent que les pourcentages de ces cellules sont augmentés chez les
patients TB (Barcelos et al., 2006; Deveci et al.,, 2006). Dans notre série d’études une
augmentation significative a été notée chez les patients TB par rapport aux EXPO et chez les
patients TBP et TBEP par rapport aux patients TBEG. Les cellules NK peuvent donc étre de bons
marqueurs de différenciation entre la TB active et latente ainsi qu’un indice de la sévérité de la
maladie. En réponse a une infection par Mtb, une expansion des cellules NK et de leurs activités
dans le poumon a été rapportée, mais malgré l'activité accrue de ces cellules, la charge
bactérienne dans les poumons des patients TB est restée inchangée (Pandey et al., 2019). De
méme dans notre étude aucune association entre la charge bacillaire et les proportions des

cellules NK n’a été trouvée.

Chez I'homme, les cellules NKT ont été décrites comme un autre sous-ensemble pertinent de
lymphocytes T régulateurs, censés jouer des roles innés (Godfrey et al., 2000), antitumoraux
(Vliet et al., 2004) et régulateurs (Hammond & A, 2003). Dans cette étude, aucune différence n’a
été notee dans les pourcentages et les valeurs absolues des lymphocytes NKT entre les différents
groupes étudiés. Dans d’autres études, un pourcentage élevé de cellules NKT a été détecté chez
les patients TB (Ortaldo et al., 2004; Pandey et al., 2019). Cependant, apres le traitement le
pourcentage a été significativement reduit (Barcelos et al., 2006), probablement en raison de

I'absence de bacille aprés la guérison, ce qui favorise une diminution de [’activation et
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I’expansion de ce phénotype cellulaire. Cependant, dans notre étude aucune association entre la

charge bacillaire et les proportions des cellules NKT n’a été trouvée.

II.Activation immunitaire et lymphocytes T régulateurs dans les ganglions
lymphatiques

L’issue de la réponse immunitaire au Mtb résulte de l'implication simultanée de mécanismes
d'activation et de régulation (De Almeida et al., 2012; Hougardy et al., 2007). La nature de la
relation entre les lymphocytes T conventionnels et les Treg au cours d'une TB active n'est
toujours pas claire bien que cette interaction ait été étudiée dans différentes formes de TB (De
Almeida et al., 2012; Wergeland et al., 2011). Une expression accrue des marqueurs d'activation
sur les cellules T (Baecher-Allan et al., 2001, 2005) et des taux plus élevés de Treg (Guyot-Revol
et al., 2006; Hougardy et al., 2007) ont été decrits dans le sang périphérique de patients atteints
de TB. Néanmoins, les réponses immunitaires locales peuvent différer de celles du sang
périphérique et I'exploration de cette interaction sur le site de l'infection active peuvent donner
des indices importants sur leur implication dans la protection ou la pathogenése (Diedrich et al.,
2016; Nemeth et al., 2012). La présente étude visait a évaluer les relations entre les Treg et les
lymphocytes T CD4 + conventionnels dans les ganglions lymphatiques et le sang périphérique au
cours de la TBEG.

Nous avons noté une proportion plus élevée de cellules T CD4+ dans LNMC par rapport aux
PBMC. Ceci est en accord avec les études précédentes rapportant une augmentation de la
proportion de lymphocytes T CD4 + dans le sang des patients tuberculeux par rapport aux
témoins non infectés et un nombre beaucoup plus élevé de lymphocytes T CD4+ au site de
Iinfection Nemeth et al., 2012; T. Wang et al., 2011). Sauf pour une élévation modeste des
cellules effectrices dans LNMC, aucune différence n'a été remarquée dans la fréquence relative
des sous-ensembles de cellules T CD4+ mémoire entre PBMC et LNMC. D'autres ont montré
que les cellules T CD4+ spécifiques de Mtb dans les fluides bronchoalvéolaires et pleuraux sont
principalement du phénotype mémoire ( Chiacchio et al., 2011; El Fenniri et al., 2011). Dans les

LNMC, nous constatons que jusqu'a 40 % des cellules T CD4+ étaient naives.

Les cellules T Thl et Th17 spécifiques au Mtb contribuent a la défense contre une infection
progressive a Mtb. En particulier, la TBEG était caractérisée par des fréquences élevées de
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cellules Thl et Th17 dans le sang périphérique (Kumar et al., 2013). Lorsque nous avons mesuré
la production intracellulaire de cytokines Thl (IFNy, IL2 et TNFa), IL17 et MIP-1a, nous avons
été surpris de ne pas trouver d'augmentation des fréquences des cellules spécifiques a Mtb
produisant des cytokines dans LNMC par rapport au PBMC. Les LNMC ont été générées a partir
d'un grand bloc de tissu ganglionnaire excisé qui comprenait des zones granulomateuses et non
granulomateuses qui pourraient avoir affecter notre capacité a détecter des fréquences plus

élevées de cellules spécifiques de Mth dans LNMC que PBMC.

Les lymphocytes T polyfonctionnels sont corrélés a la protection dans certaines (Day et al., 2011;
Harari et al., 2011; Marin et al., 2013) et a I'activité de la maladie dans d'autres (Caccamo et al.,
2010; Sutherland et al., 2009). Dans notre cas, aucune différence n'a été observée dans la
proportion et les qualités polyfonctionnelles des cellules T CD4+ spécifiques a Mtb entre LNMC
et PBMC. La comparaison de la polyfonctionnalité dans les cellules T CD4+ répondant a
I'antigene Mtb a montré une différence significative avec SEB provoquant une réponse plus
dominée par le TNFa. Cela confirme que les réponses spécifiques de Mth étaient différentes de

celles du pool de cellules T CD4+ mémoires totaux.

Pour analyser l'interaction entre les cellules T CD4+ activées conventionnelles et les Treg dans le
ganglion lymphatique pendant la TB active, nous avons mesuré la fréquence des cellules T CD4+
exprimant CD38 et HLA-DR. Ces marqueurs d'activation immunitaire ont été decrits comme
substantiellement élevés chez les sujets atteints de TB active (Adekambi et al., 2015). Les
cellules T CD4+ étaient plus activées dans les ganglions lymphatiques que dans le sang. La
proportion accrue de cellules T activées dans la LNMC refléte probablement une plus grande
exposition aux antigenes Mtb. L'accumulation sélective est probablement le résultat a la fois du
recrutement actif et de lI'expansion locale des cellules T au site de réplication du Mtb (J. Nemeth
et al., 2009; Wilkinson et al., 2005).

Les Treg ont été identifiés en sélectionnant des cellules CD4+ avec une haute expression du
CD25, une expression de faible niveau de CD127 et une expression de FoxP3. Les Tregs ont
également augmenté dans LNMC en réponse a une activation immunitaire locale, certainement
pour contréler les dommages induits par le systtme immunitaire (Hertoghe et al., 2000; Nemeth
et al., 2009; Ribeiro-Rodrigues et al., 2006). Conformément a une étude précédente (Wergeland

et al., 2011), nos données révélent une corrélation positive entre les cellules Treg et CD4+
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activées au sein des PBMC mais cette corrélation était plus forte pour les LNMC. Les Treg co-
exprimant les marqueurs HLA-DR et CD38 étaient fréquents dans le LNMC et les PBMC. On
pense que les Treg exprimant le CMH Il ex-vivo sont un sous-ensemble distinct des Treg
fonctionnellement matures impliqués dans la suppression in-vitro dépendante du contact
(Baecher-Allan et al., 2006). Une correélation positive entre la proportion de Treg et la fréquence
des cellules T CD4 + mémoires spécifiqgues a Mtb exprimant chaque fonction Thl mesurée
individuellement a été observée dans LNMC mais pas dans les PBMC. La prédominance des
Treg actives dans les LNMC et la corrélation des Treg avec les cellules T CD4+ activées et les
cellules T CD4+ exprimant les cytokines Thl suggérent une activité régulatrice spécifique et
renforcée dans le ganglion lymphatique. Une autre hypothése suggére que les Treg se
développent simplement sur des sites tissulaires, mais pas nécessairement a des fins
d'immunorégulation. L'absence d'une proportion plus élevée attendue des cellules T CD4+
produisant les cytokines Thl dans LNMC par rapport aux PBMC soutient I'nypothése que la
corrélation Treg / CD4 refléterait une rétroaction négative contre la production excessive de
cytokines Thl en augmentant les Treg suppressifs. Des données récentes suggerent que I'lFNy
augmente la fonction suppressive de Treg pour le contr6le des réponses Thl (Baecher-Allan et
al., 2006; Hall et al., 2012).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’avénement de la biologie moléculaire et de l'immunologie moderne a permis des progres
remarquables dans notre compréhension de la réponse immunitaire. Cependant, les mécanismes
immunitaires exacts qui régissent I'immunité protectrice contre le Mtb chez I'homme restent
inconnus. La poursuite des efforts de recherche concertée et l'application des technologies
modernes sont susceptibles d'améliorer notre compréhension de I'immunopathogenése de la TB.
Plus nous en apprenons sur la pathogenése de la maladie, plus vite nous pouvons progresser vers
le succes dans la bataille contre ce pathogéne. Cette étude s’inscrit dans la perspective de
souligner l'importance de l'immunité cellulaire, spécialement au niveau du site d’infection au

cours de la TB active.

Au terme de cette thése, nous avons, tout d’abord, établi les valeurs de référence pour les sous
populations lymphocytaires dans la population adulte marocaine. De plus, nous avons analysé
Iinfluence du sexe, de I'age, l'origine ethnique et des facteurs environnementaux sur les sous
populations lymphocytaires. Le pourcentage et le nombre absolu des sous populations
lymphocytaires ont été déterminés par cytométrie en flux a 4 couleurs dans une étude de
population de 145 adultes marocains volontaires sains. L'analyse a montré des changements
significatifs en fonction de I'age. L'age était associé a une diminution des lymphocytes T CD4+ et
CD8+ naifs et a une augmentation des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ mémoires. Les
lymphocytes T CD4+ CD38+ et CD8+ CD38+ activés, les Treg ainsi que les cellules NK ont
montré des altérations dépendantes de I'dge. En revanche, les cellules B sont restées inchangées.
Un pourcentage plus élevé de lymphocytes T CD3+ et CD4+ a été observé chez les femmes
tandis que le nombre de cellules CD8+, B et NK était plus élevé chez les hommes. L'ethnicité, les
niveaux d'instruction et le revenu personnel ne semblent pas influencer les valeurs de référence
des sous populations lymphocytaires. Ces resultats peuvent étre appliqués a tous les pays
d'Afrique du Nord compte tenu de leurs similitudes géographiques, ethniques, économiques et
culturelles. Nos résultats soulignent I'importance de prendre en compte ces facteurs lors de la

prise de décisions médicales cliniques.
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Nous avons ensuite étudié les variations dans les concentrations et les proportions respectives des
différentes sous populations lymphocytaires dans le sang périphérique au cours de la TB active
chez 183 patient TB. Nous avons comparé ces parametres avec des CS, EXPO et entre les
différentes manifestations de la TB. En plus, nous avons exploré 1’association de ces parametres
avec la charge bacillaire dans les frottis d'expectoration. Nous avons démontré qu'il y avait des
changements dans la distribution des lymphocytes chez les adultes souffrant de TB par rapport
aux témoins. On a noté une diminution significative des valeurs absolues des lymphocytes T
CD3+, des lymphocytes T CD4 + ainsi que des lymphocytes T CD8+ chez les patients TB par
rapport aux CS. L'analyse des données a démontré qu'il y avait une diminution significative des
pourcentages et des valeurs absolues des lymphocytes B CD19 + chez les patients TB et EXPO
par rapport au CS et une augmentation des pourcentages des lymphocytes NK chez les patients
TB par rapport aux EXPO. Les patients TB avaient les pourcentages les plus élevés en
lymphocytes T CD4+ naifs. Par contre les lymphocytes T CD4+ mémoires et T CD8+ mémoires
étaient plus élevés chez les EXPO. En comparaison aux groupes des CS et EXPO, les
pourcentages des lymphocytes CD4+ CD38+ HLA-DR+, CD4+ CD38+, CD8+ CD38+ HLA-
DR+ et CD8+ CD38+ étaient plus élevée chez les patients TB. Ces changements sont plus
évidents chez les patients atteints de formes plus sévéres de la TB. En effet, Les pourcentages de
lymphocytes B chez les patients TBEG étaient moins élevés que chez les patients TBP. De plus,
les pourcentages des lymphocytes NK étaient plus élevés chez les patients TBP et TBEP que
chez les patients TBEG. Les pourcentages des lymphocytes CD4+CD45RO+ étaient
significativement plus élevés chez les patients TBEG en comparaison aux patients TBP et TBEP
Une augmentation significative des pourcentages des lymphocytes CD4+ CD38+ HLA-DR+,
CD4+ CD38+, CD8+ CD38+ chez les patients TBEP en comparaison aux patients TBP et TBEG
a été aussi notée. La charge bacillaire n’a montré aucune différence significative pour toutes les
sous populations lymphocytaires et les statuts d’activation. Par contre, Le pourcentage des
lymphocytes T CD4+CD45R0O+ diminuait a mesure que la charge bacillaire augmentait chez les
patients tuberculeux. Une différence significative a été notée entre les patients ayant un score 1+
et 3+. Une évaluation des mécanismes conduisant a ces changements est nécessaire afin de
comprendre la pathogenése de la maladie. De plus, tous ces parametres étudiés semblent avoir le

potentiel d'étre de bons indicateurs pronostiques, non invasifs pour les patients atteints de TB.
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Enfin, cette étude rapporte des résultats originaux importants concernant les réponses
immunitaires locales dans la TB ganglionnaire active. Nous n‘avons trouvé aucune différence de
production de Thl, Th17 ou MIP-1a par les lymphocytes T CD4 + spécifiques de Mtb dans la
LNMC par rapport aux PBMC. Les Treg étaient positivement corrélés avec les cellules T CD4+
spécifiques de Mtb exprimant les cytokines Thl dans LNMC mais pas dans les PBMC. Les Treg
HLA-DR+ CD38+ activés étaient plus abondants, suggérant une modulation par les Treg des
réponses immunitaires dans la LNMC. Nous suggérons que l'augmentation des Treg au site
ganglionnaire de I'infection active a Mtb régule la réponse immunitaire. Reste a déterminer si cela

est avantageux ou non pour I'héte.

Bien que présentant certaines limites, cette these a le mérite d’ouvrir de nombreux champs
d’investigation futurs. Tout d’abord, le groupe TB dans notre étude comporte seulement les
patients TBP, TBEP et TBEG. Ils seraient préférables d’ajouter d’autres formes de la TB comme
la TB méningites qui constitue la forme la plus sévere de la TB. Deuxiemement, la non-
disponibilité d'échantillons des mémes sujets de I'étude effectuée, avant et a la fin du processus
pathologique ne nous a pas permis de déterminer si les changements des sous populations
lymphocytaires étaient une cause ou un effet de I'infection TB. Au cours de cette these, 1’étude
de la réponse immunitaire au niveau du site d’infection chez les patients TBEG n’a pas été
comparée a la réponse immune au cours d’autres adénopathies comme 1’adénopathie cancéreuse ;
une telle étude permettra de définir la spécificité de la réponse anti TB. Enfin, on a pu
déterminer la proportion ex vivo des Treg au niveau des LNMC. Une autre étude sur les Treg
spécifiques au Mtb ainsi que leur fonction au niveau du site d’infection est nécessaire. Celle ci

permettra de déterminer leur réle précis dans la pathogenese de la TB.
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Annexe 1 : Fiches d’exploitations des patients
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’ Fiche d’exploitation pour les sujets contréles sains non exposés

| N° de recrutement : | Collez ici un exemplaire de [ ’'étiquette autocollante |

I date de recrutement : lj ] il l m I m [ a I a [

1- Critéres d’inclusion
O Age >18ans
O Volontaire cliniquement sain.

O Consentement éclairé

2- Critéres d’exclusion
O Sujet en contacte étroit avec un cas de tuberculose active.
O Sujet atteint d’une maladie connue.
O Sujet ayant été sous corticothérapie dans le courant des 3 derniers mois.
O Sujet ayant effectué un test IDR dans le courant des 5 derniéres années

O Antécédent familial de tuberculose

3- Identité

NOWE rasemsvmumrsrascas PESHOMS wvivevvmanmmssnmenemssavases
AFE  Bossnaamaispsag Sexe: O M OF
AALESSET covnvimnmsnssivmmmaniien

Tel:oveinnn.

N° Centre de Transfusion : Coller ici la série d identification du donneur fournie par le CRTS

4- Origine ethnique
O Arabe
O Rifi

O Soussi
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O Amazigh
[OJ Sahraoui
Bl AUE S (Préciser)snanmmmmmmmmayas

O Mixte : (Préciser) €N .ouvevvvennennnnnn. [ TR
5- Antécédents
5.1- Vaccination au BCG:

O non
O oui
Justification : (0 Cicatrice vaccinale
O Présence d’un document
5.2- Consanguinité des parents : [ non O oui
5.3- Autre maladie chronique dans la famille : [J non
O BMi 8 Précisen)essmsmmnsmnsissmmies

5.4- Antécédent Carcéral O non O oui

6- Comportement :
6.1- Statut socio économique
6.1.1- Lieu de résidence,
6.1.1.1- Commune :

O Urbain
[0 Suburbain
O Rural

O Carcéral
6.1.1.2- Habitation :

O Formel
O Informel : O en dur [0 Baraque

O Nombre de chambre par habitation

6.1.2- Salarié : [ Oui : O <SMIG O =SMIG 0O >SMIG

O Non : Revenu journalier en moyen : (préciser)... ... ... Dh.

6.2- Niveau d’instruction : [J Illettré
O Lettré O Coranique

[ Primaire
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[ Secondaire

[ Universitaire
6.3- Connaissances relatives a la tuberculose :

Avez-vous connaissance de la maladie Tuberculose ? O Oui O Non
Avez-vous connaissance de son mode de transmission ? O Oui O Non
Avez-vous connaissance des symptomes de la tuberculose ? J Oui [0 Non
Moyen d’information sur la Tuberculose : O L’école

O Les medias

O Les affiches publicitaires

O Les professionnels de santé

6.4- Prise de drogues
6.4.1- Tabagisme : O Non
O Oui [0 Rarement O Fréquemment

6.4.2- Prise d’alcool : ] Non

O Oui O Rarement 0O Fréquemment
6.4.3- L1 Autres drogues : (Préciser)... ... ... OO0 Rarement O Fréquemment
6.5- Accessibilité de I’offre de soins O Accessible O Non accessible

7- Test d’intradermoréaction (IDR) (4 effectuer impérativement apres le prélévement sanguin
destiné a l’étude):

Date de réalisation : ...... s s
Date de la lecture : ...... [oon.. [oviiinn
Résultat : O Négatif
[0 Positif : Diametre : (Preciser)eessenaeens (mm)

Signature et cachet du médecin
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’ Fiche d’exploitation pour les sujets controéles sains exposés ‘

‘ Code d’identification I Collez ici un exemplaire de I’étiquette autocollante ‘

| date de recrutement : |j|j|m|mla|a[

Information concernant le cas index
N° LAT: (PFECISEE) onisasioiwomssmmnssnnmpnanaraeizass

[ Si cas index est recruté dans cette étude :

O Etude cas témoins O Etude familiale
N° de recrutement (Préciser) ... ... covver cerve v
Date de recrutement : ..../.../...

1- Criteéres d’inclusion
O Age >18 ans

O Sujet cliniquement sains en contact étroit avec, au moins, un cas de tuberculose
pulmonaire active.

O Si étude cas témoins ; Sujet ayant un contact étroit avec un cas de tuberculose
pulmonaire active a bacilloscopie positive.

O Si étude familiale : Sujet ascendant ou descendant direct, ou frére ou sceur d’un
cas index de tuberculose active recruté dans cette étude

[OJ Consentement éclairé

2- Criteéres d’exclusion :
O Sujet atteint d’une maladie connue.
O Sujet ayant été sous corticothérapie dans le courant des 3 derniers mois.

O Sujet ayant effectué un test IDR dans le courant des 5 derniéres années

3- Identité

Date de prélévement / recrutement : ...... s Lovssnes

()1 1 S RBR————— PLEnomis cvmassssassmmmsaresss
AR S wsisamisessssnenesises i Sexe : oM OF
AATESSE corsmenvwmmimeanssmsmsssess

Tel: oot e

4- Contexte d’exposition au cas de TB index :
4.1- Si contexte familial,
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4.1.1- La relation avec le cas index :
O Grand-pere O Grand-mere O Pere O Mere
O Fils O Fille O Petit fils [ Petite fille
[0 Freére O soeur O Conjoint(e)

D Autre : (Préciser)iivcosiinvatvs s
4.1.2- Lieu de contact

O Partage la méme chambre
O Partage la méme maison

O Nombre de personnes partageant ce lieu
4.1.3- Lieu de résidence,
4.1.3.1- Commune :

O Urbain

O Suburbain
O Rural

O Carcéral

4.1.3.2- Habitation :
O Formel
O Informel : O en dur [0 Baraque

O Nombre de chambre par habitation
4.2- Si contact scolaire :
4.2.1- Commune de I’établissement scolaire :

O Urbain
[J Suburbain
[ Rural

4.2.2- Espace partagé avec le cas index

O Partage la méme table

O Partage la méme salle

0 Nombre de personnes partageant ce lieu
4.3- Si contact professionnel :

4.3.1-Entreprise : O Etatique
O Grande
O Moyenne
O Petite

O Professionnel de santé

4.3.2- La dimension approximative de ’espace partagé avec le cas index : (Préciser)
4.4- Estimation temporelle d’exposition :
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O<2h/jour [ entre 2h et 6h/jours O6h et 12h /jour

5. Origine ethnique
O Arabe
O Rifi
O Soussi
O Amazighi
O Sahraoui
O Autre : Préciser)..oeveecenvesne e

O Mixte : (Préciser)€NtI€ .......coovvvennn... < S

6. Antécédents
6.1- Vaccination au BCG:

[ non
O oui
Justification : 0 Cicatrice vaccinale

O Présence d’un document

6.2- Consanguinité des parents : ] non O oui

6.3- Autre maladie chronique dans la famille : [ non

O oui o (PrECISOE).s o scugirsworowsivoninavs

6.4- Antécédents Carcéral O non O oui

7- Comportement :
7.1- Niveau d’instruction : [J Illettré
O Lettré O Coranique
O Primaire
O Secondaire

O Universitaire
7.2- Connaissances relatives a la tuberculose :

Avez-vous connaissance de la maladie Tuberculose ? O Oui 0O Non
Avez-vous connaissance de son mode de transmission ? 0 Oui 0O Non
Avez-vous connaissance des symptomes de la tuberculose ? J Oui [0 Non
Moyen d’information sur la Tuberculose : O L’école

[ Les medias
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O Les affiches publicitaires
O Les professionnels de santé
7.3- Salarié¢ : O Oui : O <SMIG 0O =SMIG O >SMIG

[0 Non : Revenu journalier en moyen : (Préciser)... ... ... Dh.

7.4- Prise de drogues
7.4.1- Tabagisme : [ Non
O Oui O Rarement O Fréquemment

7.4.2- Prise d’alcool : [0 Non

O Oui O Rarement O Fréquemment
7.4.3- O Autres drogues : (préciser... ... ... O Rarement [ Fréquemment
7.5- Accessibilité a ’offre de soins : O Accessible O Non accessible

8- Test d’intradermoréaction (IDR) (a effectuer impérativement apres le préléevement):

Date de réalisation : ...... y — —

Date de la lecture : ...... VA [eveinnn

Résultat : [0 Négatif

[0 Positif : Diameétre : (Préciser)sasesees (mm)
9- Imagerie

O RX photo

O RX Thorax

Image O Normale

OAnormale :(Préciser)... oo uuvnevvnnnnn.

Signature et cachet du médecin
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Fiche d’exploitation pour les patients tuberculeux

| Code d’identification | |

| date de recrutement : | oot/ 2010 |

1- Type de ’étude : [0 Cas témoins
O Familiale

2- Critéres d’inclusion
0O Age>18 ans
O Nouveau cas de tuberculose pulmonaire ou pleurale
O Consentement éclairé

O Si cas familial ; ceexistence d’au moins deux cas documentés de tuberculose dont I'un
est un parent et 'autre un déscendant direct

3- Critéres d’exclusion

O Patients atteint d’une maladie chronique autre que la tuberculose.
O Sujet ayant été sous corticothérapie dans le courant des 3 derniers mois.
O Sujet ayant effectué un test IDR dans le courant des 5 derniéres années

[0 Patients étant déja sous antibacillaires
4- Catégorie
O Tp O TPM+
0O TPMO

O Pleurale

[ TP associée a une TEP

5- Identité
Nom e Prénom: ......cooviierir e
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9. (R S ——— Sexe : OM OF
AdIesSe & oo it

Tel @t e e e

NOLATS sovmmmsvesvaonavansin INCPBIIFBE & vowmwnissuvevemmmniwsovon

(en cas d’hospitalisation)

6- Origine ethnique
O Arabe
O Rifi
O Soussi
O Amazigh
O Sahraoui
B ALY & (Préciser)nmsmsmnssnsnsyas s
O Mixte : (Préciser) NI ...eueuevnvnennnnn. < TR

7- Antécédents
7.1- Notion de contage :

O Non
O Ne sait pas

O oui: Contexte : [J Familial O Professionnel [ Scolaire
7.2- Vaccination au BCG:

[ non
O oui
Justification : [J Cicatrice vaccinale

O Présence d’un document

7.3- Prise de traitement autre que les antibacillaires :

O non
O oui: les quels  1)preciser)....ee v vesuvnnnnn... Date de prise :..../.. /...
2)(Préciser) v.. v veseeraneannn ... Date de prise :..../.. /.
3)(Préciser) .. .eeeeneeernenenn ... Date de prise :..../ .../ ...
7.4- Consanguinité des parents : [ non O oui

7.5- Autre maladie chronique dans la famille : [ non

O oui & (Preeiser)i i ST
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7.6- Antécédent carcéral O Oui [J Non
8- Comportement :
8.1- Statut socio économique
8.1.1- Lieu de résidence
8.1.1.1- Commune :

O Urbain
O Suburbain
[J Rural

O Carcéral
8.1.1.2- Habitation :

O Formel
O Informel : O en dur O Baraque
[0 Nombre de chambre par habitation

8.1.2- Salarié : O Oui : 0O <SMIG 0O =SMIG 0O >SMIG

O Non : Revenu journalier en moyenne : préciser) ... ... ... Dh.

8.2- Niveau d’instruction : [ Illettré
O Lettré O Coranique
O Primaire
O Secondaire

O Universitaire

8.3- Connaissances relatives a la tuberculose :
Avez-vous connaissance de la maladie Tuberculose ? OO Oui O Non
Avez-vous connaissance de son mode de transmission ? O Oui 0O Non
Avez-vous connaissance des symptomes de la tuberculose ? (0 Oui [0 Non
Moyen d’information sur la Tuberculose : O L’école
[0 Les medias
O Les affiches publicitaires

O Les professionnels de santé

8.4- Prise de drogues
8.4.1- Tabagisme : [J Non

O Oui [0 Rarement O Fréquemment
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8.4.2- Prise d’alcool : [0 Non

O Oui O Rarement O Fréquemment
8.4.3- 0 Autres drogues : (Préciser)... ... ... O Rarement [ Fréquemment
8.5- L’offre de soins
8.5.1- Accessibilité : O Accessible O Non accessible
8.5.2- Service offert par le centre : [ Correcte O Incorrecte
8.5.3- L offre de soins psychiatrique : [J Existant O Inexistant

8.5.4- Délai entre le début des symptdmes et la prise en charge : (Préciser)... ...

9- Signes cliniques
9.1- Début des Symptomes : depuis :
9.2- Examen physique :

- Pleuro — Pulmonaire [J Normal
O Anormal : (Préciser)... oo eeeeeeieeceeeee e e
- Extra — pulmonaire O Normal

O Anormal : (Préciser)... oo ooveveieeceeiee e an

9.2.1 - Signes évocateurs
O Toux
0 Expectoration
OO0 Hémoptysie
O Fiévre
O Amaigrissement : [0 Chiffré : reciser... ... ...kg
O Non chiffré : [0 Important [ Modéré [ Léger

OO AULTE : (Préciser) ... coeveeveeves ven veeveevnnn

9.3- Imagerie
0O RX photo
O RX Thorax
Image : (0 Normale
O Anormale :
Siéges des Iésions : LSDOO  LMO LIDO LSGO LIGO

D cavité 2 Si oui (Préciserle nombre)...v..vi viivivvisssimaviis
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O Infiltration
O Nodule
O Epanchement pleural

O] ANEE:: (Bréciser) svinivsviviwvisiwnssvn

9.4- Signes de gravité
0O Absence
O Présence O Tuberculose pulmonaire : OJ Milliaire

[ Broncho Pneumonie

O Pneumonie casseuse

O Diffuse et bilatérale
O Tuberculose Extra Pulmonaire [0 Uni-focale
O Multifocale

O Neuromeningée [
Hématologique

OAutres : eréciser)...
9.5- Biologie

9.5.1- Test d’intradermoréaction (IDR) (4 effectuer impérativement apres le
prélevement sanguin destiné a [ ’étude):

Date de réalisation : ...... Lisinss e
Date de lecture : ... P s 7 -
Résultat : O Négatif
[0 Positif : Diameétre (preciser)... ... ... (mm)
9.5.2- HIV O non fait
O Fait : O négative O positive

9.5.3- NFS [ non fait

O Fait O Normale [ Anormale : @réciser)... ... ...
9.5.4- Bascilloscopie
Date de réalisation: ...... [oun... [

Lieu de réalisation: [ CDTMR [0 Hopital O INH
Résultat : O Absence de BAAR (0 par 300 champs)
O Présence BAAR
O 1-10 par 100champs
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[0 1-10 par 10 champs
O 1-10 par champs
O >10 par champs

9.5.5- Culture du BK : [ non faite
[0 Faite : Date de réalisation : ...... P —

Lieu : de réalisation 0 CDTMR [ Hopital O INH
Type de prélévement (Préciser)... ....covvvveveeveecenaenae

Résultat : [OJ Absence de colonies

[ Présence de colonies
Nombre de colonies par tube :

(Préciser)s.s svivss
9.5.6- Examen anatomo-pathologique
O non fait
O Fait
Date de réalisation: ...... p— e

Siege de la biopsie : (Préciser)... v veue vor e ve cn e
Lieu de réalisation : O INH
O Hépltal (Préciser)ssivveveswevwviies

O Priveé : (Préciser).ee vuvvurvervvevvevvn v

Résultat : Granulome : [ oui [ non

Caséum : O oui O non

Signature et cachet du médecin
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Annexe 2 : Préparation des cellules mononucléées

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

1)
2)

3)

Milieux et réactifs :

Ficoll
RPMI a 2% SVF : 48,5 ml du milieu RPMI + 1ml du SVF décomplémenté + 500
pl de glutamine.

o RPMI a 10% SVF: 445 ml du milieu RPMI + 5ml du SVF décomplémenté +
500 pl de glutamine.

o Milieu de conservation (SVF 10%DMSO) : 9ml du SVF décomplémenté+ 1ml
du DMSO

o Bleu de trypan

Isolement

dilution du sang au demi dans du milieu RPMI incomplet.
couler le sang dilué au 2/3 1/3 sur le ficoll.
Centrifuger a 400g pendant 30 min @ temperature ambiante et sans frein.
Récupéré I'anneau a l'aide d'une pipette pasteur stérile dans un tube de 50 ml.
lavages au RPMI a 2% SVF:
o Ajouter environ 40 ml de milieu RPMI incomplet.
o Centrifuger a 1600tr/min pendant 06 min @ ftempérature ambiante et
avec frein.
o Jeter le surnageant
o Décanter le culot
lavages au RPMI a 10% SVF:
o Ajouter environ 40 ml de milieu RPMI complet.
o Centrifuger a 1600tr/min pendant 06 min @ température ambiante et
avec frein.
o Jeter le surnageant
o Décanter le culot
Récupérer le culot dans environ 500 pl de RPMI a 10% SVF.

Comptage

Prendre 204l de la suspension cellulaire
diluer au demi dans le bleu de trypan (20ul de la suspension cellulaire+20ul de bleu
de frypan)
Compter le nombre de cellules dans une cellule malassez a l'aide d'un microscope
optique :

nb=100A=108B
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> La concentration de la suspension PBMC est C=nb* 2 * 10°
> A et B représentent le nombre de cellules vivantes comptées dans l'aire A et
B respectivement
> L'unité est : cellules / ml
4) Concentrer ou diluer les cellules pour atteindre une concentration de travail de 10’

cellules / ml.
< Mesurer le volume V initial de la suspension cellulaire grdce a une pipette de
ImL

Pour concentrer : centrifuger le contenu du tube et enlever le volume nécessaire (Ve)

Ve= V - (C*V/107)
Pour diluer : Volume a ajouté = (C*V/107) - V.

L'unité est par mL
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Annexe 3 : Conservation des cellules mononucléées

1) Compter les cellules sur Malassez.

2) Centrifuger la suspension cellulaire a 130g pendant 10min.

3) Jeter le surnageant (faire attention au culot).

4) Récupérer le culot dans le milieu de conservation (SVF 10%DMSOQ) pour avoir une
concentration de 10 millions de cellule par mL.

V=C*Vi/Cs

5) Mettre 1 mL de suspension ainsi récupérer dans les cryotubes étiquetées.

6) Mettre les cryotubes dans le box de congélation périodique a -80°C pendant 3
Jjours.

7) Transférer les cryotubes dans I'azote liquide
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Annexe 4 : Cells thawing procedure

1. Prewarm C10 water bath and add DNase ( add 100ul of DNase to 10ml of
C10)

2. Thaw cell sample vials in a 37 °C water bath until there is a pea-sized pellet of
ice remaining.

3. Transfer the cell suspensions to a labeled 15-ml conical tube.

4. Add drop by drop prewarmed C10 with DNase.

5. Centrifuge at 1500rpm for 6 min, decant supernatant and resuspend cells in
1ml Xvivo medium.

6. Countcells and adjust the density to 2 10° PBMCs/ml.

7. Put 500ul of cells suspension in 5ml polystyrene round-bottom tube and
incubate 4H at 37°C and 5% CO2.
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Annexe 5 : LN TB 13 color FACS staining Protocol

1.

1. Stimulation

After 4H incubation at 37°C and 5% CO2, stimulate cells with appropriated stimuli:

Neg : 500ul cells+ 5ul CD28/CD49d

SEB (2ug/ml): 500ul cells+ 5ul CD28/CD49d+ 1ul SEB(1mg/ml)
RVL (2ug/ml): 500ul cells+ 5ul CD28/CD49d+ 3.3ul RVL (300ug/ml)
ESAT6/CFP10 pep (1/300): 500ul cells+ 5ul CD28/CD49d+ 1.6ul pep

N

N

ok w

10.

11.

Incubate 2H at 37°C and 5% CO2 and add 1ul of BFA to each tube.
Incubate overnight at 37°C and 5% CO2

2. Staining

After the cells were incubated in the incubator, add 1 ml of cold PBS (1x) to each tube,
wash 1 time (1500 rpm x 6 min x 4°C).

Discard the supernatant and tap only once the tube on the paper towel (to remove the
remaining fluid from the tube). (after tap, approximately 50 ul of media left in the tube).
Add 5 ul of CCR7 (PE/Cy7) to all tubes.

Vortex and incubate in water bath at 37 °C for 15 minutes (prevent light).

Prepare surface markers for the tubes.

Prepare master-mix tube for surface stain according to the number of tubes needed (prepare
1 or 2 extra tubes). Add in the live dead yellow to the master mix and adjust volmes
accordingly.

For each tube:

a. LIVE DEAD YELLOW 15.5 ul
b. CD4 APC/Cy7 1ul

c. CD8 BV510 0.5ul
d. PD-1 BV605 0.5 ul
e. CD45RA PE/Texas Red 1ul

f. CD14 BV570 0.25 ul
g. PBS 10 ul

Add 28.75 ul of master —mix to the tubes, vortex well and incubate for 25 min in the dark
at RT.

Wash the cells with FACS Wash (1 ml/tube).
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12. Discard the supernatant.

13.  Add 250 ul/tube of BD Cytofix/Cytoperm Fixation and Permeabilization Solution (1x) and
incubate the tubes for 20 minutes at RT.

14. Add 1 ml of BD Perm Wash (cold) to each tube and wash.
15. Wash again with 1ml of BD Perm Wash (cold).

16. Discard the supernatant and tap the tubes.

17. Prepare master-mix for intracellular stain.

For each tube

a. CD3 PerCP 2 ul
b. IFN-y Alexa 700 0.5ul
c. TNF-a Pacific Blue 1ul
d. MIP-1a FITC 5ul
e. Granylusin PE 20 ul
f. IL-17 BV711 2.5 ul
g. IL-2 APC 0.5
h. PBS 10
18.  Spin the master-mix tube in the micro-centrifuge for 3 minutes (high speed) to remove
aggregates.

19. Add 41.5 ul of master-mix to the tube and incubate for 45 min minutes at RT.
20. Wash with BD Perm Wash (1 ml/tube).
21. Remove the supernatant and add 1% Paraformaldehyde (300 ul/tube) to each tube.

22. FACS within 24 hrs.

Reagents

Live Dead Fixable Yellow Dead-cell stain Kit

Invitrogen Catalog # L34959

Preparation
1. Add 50 ul of DMSO (kit) to the Live-Dead Yellow vial (stock).

2. Mix 2 ul of stock solution with 198 ul of PBS 1x (1:100 dilution).
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3. Add 15.5 ul of diluted solution to the tube (final 1:500 dilution).

BD Cytofix/Cytoperm Fixation and Permeabilization Solution

BD Cat # 554722 (Kit — 51-2090KZ).

BD Perm Wash Buffer
Dilute 10X BD Perm Wash buffer in double distilled water to make 1x solution.

(eg. Dilute 100 ml of 10X BD Perm Wash in 900 ml of double distilled water)

FACS wash buffer
900 ml double distilled water
100 ml 10X PBS
10 ml FCS Heat treated

10 ml of 10% azide stock

2% Paraformaldehye solution
40 ml of pre-made 10% Paraformaldehyde
20 ml 10X PBS

140 ml of double distilled water

FACS antibodies

Catalog # Company
CCRY7 PE/Cy7 557648 BD Bioscience
CD4 APC/Cy7 317418 Biolegend
CD8 BV510
SAHMOUDI K. Thése de Doctorat
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CD45RA  PE/Texas Red MHCD45RA17 Invitrogen

CD3 PerCP 300428 Biolegend

IL-2 APC

IFN-y Alexa 700 506516 Biolegend
TNF-a Pacific Blue 502920 Biolegend
MIP-1a FITC IC2701F R&D

Perforin-1 PE

IL-17 BV711
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Annexe 6: T reg staining protocol (Day 0 Experiment)

a) Prepare cells for experiment (250.000 to 1.000.000 cell/tube)
i. Isotype antibody
ii. Marker antibody
b) Add 1ml/tube of cold PBS and wash 1 times (1500rpm x 6min x 4°C).
c) Prepare master-mix tube for surface stainaccording to the number of tubes needed (prepare 1 or 2
extra tubes).
For each tube:

Emission Marker Dye vol Location
(1)
V575 Live/Dead Yellow 22 Io.cked
(1:500) fridge
YG780 CD38 PeCy7 5 14-8
R710 CD8 Alexa700 0.2 14-7
B670 CDh4 PerCP 2 19
R660 CD25 APC 20 14-9
V440 CD45R0O PacBlue 0.2 15-3
B525 HLA-DR FITC 0.2 5-12
R780 CD3 APC-Cy7 1 6-3
V660 CD127 BV650 5
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L. Isotype Vol .
Emission Dye Location
Marker ()
. Yellow locked
V575 Live/Dead 22 )
(1:500) fridge
lgG1
YG780 PeCy7 5 14-8
(mouse)
R710 CD8 Alexa700 0.2 14-7
B670 CD4 PerCP 2 1-9
IgG1
R660 APC 20 14-9
(mouse)
V440 CD45R0O PacBlue 0.2 15-3
IgG2a
B525 FITC 0.2 5-12
(mouse)
R780 cD3 APC-Cy7 1 6-3

d) Discard supernatant and tap tube on paper towel (~50ul final volume)

e) Add 61.6ul of surface stain master mix of markers or isotypesto the corresponding tube

f) Vortex well and incubate for 25min in the dark at RT.

g) Wash cells with ImL/tube of FACS wash (1500rpm x 6min x 4°C)

h) Discard supernatant and tap tube on paper towel (~50ul final volume)

i) Add 250ul/tube of BD Cytofix/CytopermFixation and Permeabilization Solution (1x) while
agitating the tube by hand. Do not vortex.

j)  Incubate 20min in the dark at RT.

k) Wash cells with 2mL/tube ofcoldBD Perm Wash (1500rpm x 6min x 4°C)

I) Discard supernatant and tap tube on paper towel (~50ul final volume)

m) Add 2.5ul of anti FoxP3or Isotype to each tube.

n) Incubate 20min in the dark at RT.

0) Wash cells with 2mL/tube of coldBD Perm Wash (1500rpm x 6min x 4°C)

p) Discard supernatant and tap tube on paper towel (~50ul final volume)

q) Resuspend in 300 ul of 1% paraformaldehyde

r) FACS within 24 hours
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Annexe 7: PUBLICATIONS

ARTICLES SCIENTIFIQUES INTERNATIONAUX

“Moroccan Lymphocyte subsets reference ranges: Age, gender, ethnicity and socio-
economic factors dependent differences”. Karima Sahmoudi, Aicha EI Allam, Sara El Fakihi,
Hicham Tahoune, Abderrahim Sadak, Naima El Hafidi, Jamaleddine Bourkadi, Rajae ElI Aouad,
Fouad Seghrouchni. Journal of Immunoassay and Immunochemistry, 41:3, 281-296, DOI:
10.1080/15321819.2020.1728543
- “Immune Activation and Regulatory T Cells in Mycobacterium tuberculosis Infected
Lymph Nodes”. Karima Sahmoudi, Hassan Abbassi, Nada Bouklata, Mohamed Nouredine El
Alami, Abderrahim Sadak, Christopher Burant, W. Henry Boom, Rajae El Aouad, David H.
Canaday*, Fouad Seghrouchni*. BMC Immunol. 2018 Nov 8; 19(1):33. doi: 10.1186/s12865-

018-0266-8.

COMMUNICATION ORALES

-""Age and gender influences on homeostasis of lymphocyte subsets™. Karima Sahmoudi,
Aicha El Allam, Sara El Fakihi, Hicham Tahoune, Abderrahim Sadak, Naima El Hafidi,
Jamaleddine Bourkadi, Rajae ElI Aouad, Fouad Seghrouchni. 12th National Congress on
Predisposition to Infection and 3rd Inflammation Maghreb Meeting of Immunoglobulin Experts.
From 3 to 5 October 2019, Faculty of Medicine and Pharmacy, Cadi Ayyad University,
Marrakech
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Moroccan lymphocyte subsets reference ranges: age,
gender, ethnicity, and socio-economic factors dependent
differences

Karima Sahmoudi @, Aicha El Allam®®, Sara El Fakihi?, Hicham Tahoune @?,

Abderrahim Sadak @°, Naima El Hafidi, Jamaleddine Bourkadi?, Rajae El Aouad?,
and Fouad Seghrouchni @2

®Laboratory of Cellular Inmunology, The National Institute of Hygiene, Rabat, Morocco; "Faculty of
Sciences, University Mohammed V Agdal, Rabat, Morocco; “Department of Pediatric Infectious
Diseases, Avicenne University Hospital, Rabat, Morocco; “Moulay Youssef University Hospital, Rabat,

Morocco
ABSTRACT KEYWORDS
Lymphocyte subsets reference ranges are helpful for a precise Lymphocyte subsets;
diagnosis and therapy of various diseases. We attempted in the gender; age; ethnicity and
current study to establish Moroccan lymphocyte reference environmental factors

range and reveal age, gender, ethnicity, income, and instruc-
tional levels dependent differences. Lymphocyte subsets per-
centage and absolute count were determined by 4-color flow
cytometry in a population study of 145 adults Moroccan
healthy volunteers. Analysis showed significant age-dependent
changes. Age was associated with a decrease of naive CD4+
and CD8+ T cells and an increase of memory CD4+ or CD8+ T
cells. Activated CD4+ CD38+ and CD8+ CD38+ T cells, Treg as
well as NK cell showed age-dependent alterations. In contrast,
B cells remained unchanged. A higher percentage of CD3+ and
CD4+ T cells was observed in females while CD8+, B and NK
cells count were higher in men. Ethnicity, instructional levels,
and personal income seem to not influence lymphocyte sub-
sets reference values. This study provides reference ranges for
lymphocyte subsets of healthy Moroccan adults. These results
can be used for other North African (Maghrebian) countries
considering their geographic, ethnic, economic, and cultural
similarities.

Introduction

Correct interpretation of immunological and pathological disorders depends
on a good knowledge of what is a normal immune status. Reliable reference
intervals for lymphocyte subsets in normal healthy adults are needed to
facilitate the objective interpretation of abnormal results in diseases such as
leukemia, lymphomas, autoimmune, infectious diseases, and immunodefi-
ciencies such as AIDS.!"!

CONTACT Fouad Seghrouchni @ fseghrouchni@yahoo.fr @ National Institute of Hygiene, 27, Avenue Ibn
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Several previous studies from different regions have indicated variations in
reference ranges and concluded that reference ranges obtained in one population
are not applicable for another.” Different intrinsic factors such as age, gender,
genetic background, and socio-economic as well as environmental factors, such as
infections, are suggested to influence the homeostasis of lymphocyte subsets and
most probably account for the variation shown between populations.”*””!

Very few data are available for reference ranges of North African population
in general.®® Those studies have established reference value to a limited
lymphocyte subset including T cells (CD4 and CD8 subsets), B cells, and NK
cells. To best of our knowledge, there is only one published Moroccan study'®’
which has many limitations and cannot be representative of the Moroccan
population. To mention, the forward scatter versus side scatter approach was
used for identifying the lymphocyte population and a limited panel of mono-
clonal antibodies was used. In this study gender and age were not took into
account since 90% de the population study was men under 49 years of age. Thus,
the objective of the present study was to re-assess established Moroccan lym-
phocyte reference ranges and include additional lymphocyte maturation and
activation subsets. Furthermore, we also assessed the influence of gender, age,
ethnicity, and socio-economic factors on lymphocyte composition.

Materials and methods
Study population

The subjects involved in this study were healthy blood donors recruited from the
Regional Centers of Blood Transfusion of different prefectures from north to south
Morocco (Marrakech, Fes, Oujda, Tanger) to cover all ethnic groups of the
Moroccan population. All Participants fulfilled Blood donation conditions, being
over 18 years of age, healthy in appearance with a proportionate height/weight
ratio, not taking medication, no past history of disease, no cough, fever, or
infection. A questionnaire was completed by all participants (with external assis-
tance for illiterate subjects) in order to collect demographic (sex, age, ethnicity) and
lifestyle information (personal income (PIC), instructional levels, smoking habit,
alcohol intake). All subjects were found to be serologically negative for HIV-1 and
2 viruses (tested by Axsym Assays, Abbott Laboratories, and Chicago, IL, USA).
Ethical approval was obtained by the local ethics committee (Faculty of Medicine
and Pharmacy from the Mohammed V-Souissi University) and informed written
consent was obtained from all subjects.

Leucocytes count and phenotyping analysis

Whole blood was collected into EDTA tube (Vacutainer® BD) and
transported to the INH laboratory within 24 h. The lymphocyte subsets
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were analyzed using a lyse/no-wash procedure based on a dual-platform
technique.

Whole blood was stained with the following combinations: BDMultitest”CD3
FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, BDMultitest” CD3 FITC/CD16+56 PE/
CD45 PerCP/CD19 APC,BDMultitest”CD45 RA FITC/CD45 RO PE/
CD3PerCP/CD4 APC,BDMultitest"CD45 RA FITC/CD45 RO PE/CD3PerCP/
CDSAPC, BDMultitest*"CD4 FITC/CD38 PE/CD3PerCP/HLA DR APC,
BDMultitest” CD8 FITC/CD38 PE/CD3PerCP/HLA DR APC, CD3 FITC/
CD25 PE/CD45 PerCP (all from BD Biosciences® San Jose, CA) to enumerate
T cell, B cell, NK cell, naive/memory T cell, activated T cell and Treg cell subsets.
Each tube was incubated for 15 min at room temperature in the dark and then
450 pl of 1% FACS Lysing solution (BD Biosciences) was used to fix leukocytes
and lyse the red blood cells for 10 min in the dark. Samples were acquired in
a BD 2 lasers FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) and data analyzed
using FlowJo software (version 6.1.1; Tree Star, Ashland, OR, USA) (Figure 1).
Instrument setup was accomplished weekly by using analysis of BD CALIBRITE
beads and BD FACSComp software.

Leukocytes counts were performed using a Sysmex SF-3000 automatic cell
counter (Sysmex Corporation, Mundelein, IL, USA) on the same tube to
calculate the absolute values of lymphocyte subsets (Cells/ul).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism version 5.00 for
Windows (GraphPad Software, La Jolla, California). Medians, means, standard
deviation, reference ranges, and 95% confidence intervals were calculated for each
immuno-hematological parameter. A Student’s t-test was used to evaluate the
influence of gender on lymphocyte subsets. The non-parametric Kruskal-Wallis
test was used to determine differences across age, PIC, instructional levels, and
ethnic groups. The Spearman’s rank correlation was used to assess associations
between parameters. All p values < .05 were considered statistically significant.

Results
Study population general’s characteristics

A total of 145 healthy volunteers were included in this study. Among them, 64
were men (44.13%) and 78 were women (53.79%). Their ages ranged from 18 to
63 years with similar age ranges for men and women (from 19 to 63 years for
men and from 18 to 55 years for women). The ethnicity composition of our
cohort was 68% Arab, 19% Amazigh, 9% Rifi, and 4% Sahraoui. About 90% of
our volunteers declared not to smoke nor drinking alcohol. Regarding their
instructional levels, 19% were illiterate, 44% had received a coranic/primary/
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Figure 1. Representative flow cytometry gating strategy for lymphocyte subsets in the peripheral
blood from a healthy donor. Cells were first gated for lymphocytes (SSC-A vs. CD45), then
CD3 + T cells, CD4 +, CD8 +, CD16+ CD56 + NK cells, CD3+ CD16+ CD56 + NKT cells or CD19 + B
cells were positively determined. Next, Treg cells (CD4+ CD25 High), naive/memory, and activa-
tion makers of CD4+ and CD8 + T cells were identified.

secondary level and 37% reached university level. Overall, 52% of volunteers had
low PIC and 48% had middle/high PIC, respectively below and above the
guaranteed interprofessional minimum wage.

Lymphocytes ranged from 1678 to 1978 cells/uL and percentage for total
T cells (CD3+) represented 68.6% to 71.9% of them, meaning 1147 to 1363
cells/uL. CD4+ T cell ranged from 644 to 791 cells/uL and CD8+ T cell from 414
to 510 cells/pL, B cells (CD19+) from 180 to 225 cells/pL, NK cells (CD3-CD16+
CD56+) from 186 to 250 cells/uL and NKT cells (CD3+ CD16+ CD56+) from 72
to 136 cells/pL. Among CD4+ T Cells, 15.9% to 20.2% had the naive CD45RA+
phenotype (CD4+ CD45RA+), and 58.4% to 63.8% the memory (CD4+
CD45RO+) phenotype. Comparatively, 27.3% to 33.6% of CD8+ T cells had
the naive CD45RA+ phenotype and 30.5 to 36.1 the memory (CD8+ CD45RO+).
Regarding the activation status, activation was measured on expression of CD38
(34.2% to 38.5%); HLA DR (4.8-9.1) or both (4% to 8.3%) for CD4+ T cells and
CD38 (24.5% to 28.8%); HLA DR (6.6-10.9) or both (5.2% to 9.5%) for CD8+
T cells. Treg cells (CD4+ CD25 High) represented 11.4% to 14% of CD4+ T Cells.
Results are shown in Table 1.
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Table 1. Peripheral blood lymphocyte subset reference values.

Std. Reference  95% Confidence
PARAMETERS Mean Median deviation range interval
Lymphocytes Cells/pl 1828 1700 929 504.3-4262.5 1678-1978
B cells /Lymphocytes 12.6 11.6 5.61 4.38-29 11.7-135
%
Cells/pl 202 173 140 34.8-506.3 180-225
NK cells /Lymphocytes 11.5 10.7 6.9 1.5-28.5 10.4-12.6
%
Cells/pl 218 173 200 17.5-833.4 186-250
NKT cells /Lymphocytes 5.1 39 6.6 0,2-14,9 48-62
%
Cells/pl 104 55.8 200 1,9-391 72.2-136.8
CD3+ T cells /Lymphocytes 70.2 72.1 10.1 46.2-85.7 68.6-71.9
%
Cells/pl 1255 1093 670 305.4-2633.8 1147-1363
CD3+ CD4+ T cells /Lymphocytes 394 39.1 9.1 22.18-58 38.0-40.9
%
Cells/pl 718 633 453 103.5-1545.1 644-791
CD3+ CD8+ T cells /Lymphocytes 25.7 253 73 12.3-40.5 24.6-26.9
%
Cells/pl 462 394 298 81-1019.9 414-510
CD4+ CD45RO+ /CD4+ % 61.1 62.2 16.5 31.5-92 58.4-63.8
Cells/pl 465 450 207 143.9-939.2 431.8-498.7
CD8+ CD45RO+ /CD8+% 333 339 17.3 5.5-70.3 30.5-36.1
Cells/pl 157 148 97.6 32.9-359.5 141.8-173.3
CD4+ CD45RA+ /CD4+ % 18.1 16.9 13.2 0-43.6 15.9-20.2
Cells/pl 156 102 152.1 7.9-532.8 131.4-180.4
CD8+ CD45RA+ /CD8+% 30.5 27.5 19.6 1-719 27.3-336
Cells/pl 166 125 156 14-580.4 141.2-191.3
CD4+ HLA DR+ /CD4+ % 7 2 10.4 0-36,6 4.8-9.1
Cells/pl 97 26 156 5-570 72.1-122.5
CD8+ HLA DR+ /CD8+% 8.8 33 11.5 0-40,5 6.6-10.9
Cells/pl 89 36 136 8.6-581.6 67.4-111.5
CD4+ CD38+ /CD4+ % 36.3 37.6 125 11,5-61,9 34.2-385
Cells/pl 347 298 223 59-957.2 311.6-383.7
CD8+ CD38+ /CD8+% 26.6 247 11.6 8,3-513 24.5-28.8
Cells/pl 253 213 190 34.2-781.5 223.0-284.3
CD4+ HLA DR+CD38+ /CD4+ % 6.2 2 9.5 0-26,7 4-83
Cells/pl 126 37 181 0-639.9 97.6-155.9
CD8+ HLA DR+CD38+ /CD8+% 7.7 39 9 0,4-35,6 5.2-9.5
Cells/pl 166 69 195 9.7-713.5 135.4-198.2
CD4+ CD25 High /CD4+ % 127 131 8.0 0.3-27.7 11.4-14.0
Cells/pl 107.2 95.3 81.1 2.9-293.2 87.5-126.9

*The different lymphocyte subsets (percentages %) were gated using CD45 and SSC to discriminate this
population from monocytes, granulocytes, and cell debris. The absolute counts (Abs) for each cell subset
were calculated by multiplying the subset percentage by the absolute count of the specific gated

population/100.

Impact of age on reference values

To investigate the influence of the age of participants on the lymphocyte
subsets we divided the subjects to classes of age (10 years each). The age-
related reference values (percentages and absolute numbers) are shown in

Table 2.
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Absolute counts and percentage of total T cells and CD4+ CD8+ subsets were
not significantly different between age classes from 18 to 60. In contrast, the
distribution of naive and memory T cells changed with age. A trend of decrease in
the absolute count of naive CD4+ (r = —0.3309, p = .0026, Figure 2a) and CD8+
T cells (r = -0.3660, p = .0017, Figure 2b) was observed with the increased age.
Conversely, we detected an increasing trend with aging in percentages of mem-
ory CD4+ (r = 0.2763, p = .0059, Figure 2c) and CD8+ T cells (r = 0.4795,
p < .0001, Figure 2d). Similarly, reverse trend for CD4+ CD38+ (r = —0.4290,
p =.0002, Figure 2e) and CD8+ CD38+ (r = —0.2425, p = .0448, Figure 2f) was
also showed in our study. The absolute counts of Treg cells change with age and
further correlation analysis found negative correlation with respect to the abso-
lute counts (r = —0.4952, p = .0001, Figure 2g) percentage (r = —0.2552, p = .044,
Figure 2h). B cells were not affected significantly by age either proportionally or
absolutely (Table 2). The absolute count of NK cells changed significantly and
showed an age-related trend decrease (r = —0.1940, p = .0463, Figure 2i). In
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Figure 2. Age-related change of (a) CD4+ CD45RA+ absolute count, (b) CD8+ CD45RA+ absolute
count, (c) CD4+ CD45R0O+ percentage, (d) CD8+ CD45RO+ percentage, (e) CD4+ CD38+ absolute
count, (f) CD8+ CD38+ absolute count, (g) CD4+ CD25 high percentage, (h) CD4+ CD25 high
absolute count, (i) NK cells absolute count, and (j) NKT cells percentage. Correlations between
two variables were done using Spearman’s correlation and linear regression was used to plot
graph.
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contrast, le NKT absolute count correlated positively with age (r = 0, 3531, p =0,
0004, Figure 2j).

Impact of sex on reference values

The gender-specific reference ranges of lymphocyte subsets (percentages and
absolute numbers) are given in Table 3. These results reveal a significant sex-
associated differences in lymphocyte distribution of healthy Moroccans: CD3+
T cells and CD4+ T cells percentage was higher in women than in men
(p = .0202 and p = .0104, respectively). In contrast, the absolute count of

Table 3. Sex-related differences in the peripheral blood lymphocyte subsets.

Male Female
PARAMETERS (Mean + SD) N = 67 N =78 p Value
Lymphocytes Cells/pl 2014.1 + 933.2 1962.8 + 1816.5 0.1108
B cells /lymphocytes % 13.6 £ 6.0 11.9 £ 5.1 0.2026
Cells/pl 2496 + 165.9 2103 + 235.7 0.0161
NK cells /lymphocytes % 126 £ 76 10.5 £ 6.2 0.1066
Cells/pl 288.2 = 251.8 191.0 £ 1703 0.0221
NKT cells /lymphocytes % 39+25 6.2 + 85 0.0522
Cells/pl 76.4 + 66 147.7 + 266.1 0.5062
CD3+ T cells /lymphocytes % 68.9 + 84 714 £ 1134 0.0202
Cells/pl 1383.0 + 628.6 1401.2 + 1339.0 0.1787
CD3+CD4+ T cells /lymphocytes % 37779 41.0.+9.8 0.0104
Cells/pl 7459 + 311.7 832.7 + 809.2 0.307
CD3+CD8+ T cells /lymphocytes % 26.50 + 8.2 25.0.+£6.2 0.5847
Cells/pl 5389 + 325.1 491.2 + 5193 0.047
CD4+ CD45RO+ /CD4+ % 60.3 + 15.8 618 +£17.2 0.4228
Cells/pl 459.1 + 1389 470.1 + 2499 0.8719
CD8+ CD45R0+ /CD8+ % 305 £ 158 36 174 0.1458
Cells/pl 169.7 + 92,6 148.6 + 101.3 0.3309
CD4+ CD45RA+ /CD4+ % 203 £ 16 159 + 94 0.2523
Cells/pl 196.6 + 188.0 123.8 = 108.1 0.1894
CD8+ CD45RA+ /CD8+ % 336 + 354 275 £ 166 0.1951
Cells/pl 235.9 + 202.1 1148 + 79.4 0.0092
CD4+ HLA+ /CD4+ % 87 £ 123 54 + 8.1 0.5888
Cells/pl 104.6 + 182.6 90.8 £ 1315 0.5489
CD8+ HLA+ /CD8+ % 102 £ 127 75+ 103 0.9588
Cells/pl 924 + 164.2 86.8 + 109.9 0.1261
CD4+ CD38+ /CD4+ % 348 + 133 377 £ 116 0.2995
Cells/pl 367.3 + 1994 330.6 + 244.2 0.1696
CD8+ CD38+ /CD8+ % 256 + 12.1 276 £ 11 0.2674
Cells/pl 272.0 + 202.2 237.6 + 180.2 0.5271
CD4+ HLA DR+CD38+ /CD4+ % 79+ 119 45 + 63124 0.4453
Cells/pl 145.4 + 217.1 110.1 = 1424 0.995
CD8+ HLADR+CD38+ /CD8+ % 82+95 6.6 + 86 0.9937
Cells/pl 185.8 + 2329 149.6 + 155.2 0.4358
CD4+ CD25 High /CD4+ % 132+ 85 123 £ 7.7 0.6124
Cells/pl 112.8 £ 92.3 101.5 + 69.2 0.9124

*The different lymphocyte subsets (percentages %) were gated using CD45 and SSC to discriminate this
population from monocytes, granulocytes, and cell debris. The absolute counts (Abs) for each cell subset
were calculated by multiplying the subset percentage by the absolute count of the specific gated
population/100. Bold values is to show the significant differences.
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CD8+ T cells, B and NK cells was significantly found higher in men versus
women (p = .047, p = .0161 and p = .0221, respectively). The activated T cell
subsets and Treg showed no differences in regards to sex. Similarly, the
distribution of naive and memory T cells showed no differences in regards
to sex, the only exception being a higher proportion of CD8+ CD45RA+
absolute count in men versus women (p = .0092).

Discussion

Lymphocyte subsets can be affected by host and environmental factors. This
implies a need to establish local, specific, normal reference values for each of
the lymphocyte subset.”>””! Similar to previous published works (see Table 4)
our results demonstrated differences in the reference values as well. In fact,
no similarities are observed between countries of the same continent or
between population of the same race (Caucasian, Asian, Arab or Negroide).
Only punctual isolate similarities concerning some populations for some
parameters were observed. This indicates the need to consider geographical
variations when using the lymphocyte reference ranges."'*™'®) Such variances
are likely to be due to differences in biological parameters (e.g., gender, age,
and ethnicity)“g], lifestyle factors (e.g., alcohol intake, smoking habit, diet,
exercise, and stress levels)®> 2% and environmental factors (exposure to
infectious diseases).!”'*! Furthermore, the techniques employed in the
measurement of the parameter values can also affect the results.

In our study, the values of the lymphocyte subsets except for B cells are
lower than those reported in the previous Moroccan study.””’ Those differ-
ences could be due to the sex/age stringency of the population studied (90%
of the study population were young male) or related to the measurement
method employed (gating strategy was based only on forward-side scatter
plot). Interestingly, we note a particular similarity between our results and
those reported within Tunisian population. In fact, these two Maghrebian
populations are sharing the same geographic, ethnic, economic, and cultural
aspects.

The natural process of aging is accompanied by a deterioration of both innate
and adaptive immunological system.”** These functional alterations are then
associated with a higher susceptibility to infections>”), an impaired antibody-
mediated response to vaccine'®* ") and an increased risk to develop autoim-
mune and malignant cancer.?® ! The thymus is a central organ of the T cell
immune system, which undergoes age-related involution. Thymic involution
directly correlates with the declination of thymopoiesis which precedes T cell-
related immune-incompetence in advanced age.”®~*!! Controversial results on
the impact of age on T lymphocyte were observed. Some studies have shown that
the number of CD4+ cells increased while the number of CD8+ decreased with
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age*), while others state that the numbers of CD4+ and CD8+ may increase!'”~
197331 decrease!"***! or don’t change with age.””!

Our results do not show any significant quantitative alteration in the overall
T subsets with age. However, we did observe an age-related decrease in naive
CD4+ and CD8+ T cells and an increase in memory CD4+ and CD8+ T cells.
These results are akin to many other studies, which have reported that CD8+
memory T cells are mainly effector memory and late differentiated effector
memory T cells, while the CD4+ memory T cells are central memory
T cells.*®* This shift results in a restriction of the T-cell receptor repertoire
and leads to impaired T cell functions.*'>*) Moreover, significant decrease
trends of CD4+ CD38+ and CD8+ CD38+ with aging were noted in our
analysis, in accordance with previous report.""*~*"! High expression of CD38 is
considered as a marker of poor response to therapy and bad prognosis in
malignancy. However, the knowledge on the mechanism of age-related changes
of T activation marker, CD38, or HLA-DR, is still very limited.

In contradiction to previous studies which have found both an increasing
and stable Treg numbers with age**™*°), we found a decreasing Treg num-
bers. Other studies have shown that Treg undergoes an age-dependent
differentiation toward CD45RA+ memory phenotype that is not accompa-
nied by a decrease in their suppressive capability.>*~*!]

The age-related change in the frequency phenotype and activity of NK cells
has been well documented. The percentage and absolute numbers of NK cells
have been reported to be maintained!**) or increased'**=***?! in the elderly.
Interestingly, in our population study, we noted an age-associated decrease in
NK cells counts. A remodeling of NK cell subsets characterized by a decrease in
the percentage of the more immature CD56bright NK cells and an increase of
CD56dim NK cells has been described.*?! A significant increase in cells co-
expressing CD3 and NK cell markers has been shown in aging.!** Similarly, our
study revealed a significant age-dependent increase of NKT cell subsets.

With regard to B cell-age-related differences, our data have shown no sig-
nificant differences between the age groups. This is in line with all other age-
related studies performed on other populations."**! Although B-cell counts
were not significantly changed during long lifetime, B-cell diversity can drama-
tically collapse in elderly and increase immune frailty.** In fact, it is known that
the quality of the antibody response changes with age, with a decrease in effective
and specific antibodies in favor of the production of nonspecific antibodies in
response to vaccination.*”! This reduced B-cell diversity is likely due to a lower
output of new B cells from the bone marrow as a consequence of the age-
associated changes in the number and function of hematopoietic stem cells.

In concordance with other populations!'®~13-14-3% gender has not been
demonstrated to have an important role in lymphocyte subset composition in
our study population. A higher percentage of CD3+ and CD4+ T cells
was observed in females while CD8+ (in particular CD8+ CD45RA), B and
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NK cell counts were higher in men. It has been suggested that sex hormone
could be an explanation for the gender observed differences. In fact, sex
hormones have been shown to modulate immune function at various levels.
Circulating lymphocytes have receptors for androgens and estrogens and
these hormones also exhibit diurnal and circannual rhythmicity./*¢**!

These immune cells are also influenced by the hygiene standard of indi-
viduals. The mean factors impacting this hygiene standard are the indivi-
dual’s economic status and level of awareness. In this optic, we checked the
influence of PIC. We observed no differences between persons with low PIC
and those with middle and high PIC (data not shown). We also assessed the
influence of the instructional levels of our study population but noted no
differences as total and between men and female (data not shown). We were
unable to assess the influence of smoking and alcohol intake since 90% of our
study population declared to be non-smokers nor alcohol drinkers.

The immunogenetic background related to ethnicity has shown to have
a significant influence on the lymphocytes subset.****) Moroccan population
is very heterogeneous and is historically divided into two major groups: Arabs
and Berber. In this study, we recruited subjects from different geographic
regions of Morocco to ensure that all ethnic groups of the Moroccan population
were included in the study. Our analysis showed no differences in lymphocyte
ranges with respect to ethnic origin (data not shown). Since our study subjects
were recruited from Moroccan big cities, the purity of their genetic character was
certainly lost by the ethnic mixing in such urban centers.

Conclusion

To summarize, we established the reference cell count values for lymphocyte
subsets in the healthy Moroccan population. Moreover, we analyzed the
influence of gender, age, infection, ethnic and income level on the lympho-
cyte subsets. Gender and age had a significant impact on the lymphocyte
subset but no ethnic or socio-economic factors difference influences were
observed. These results can be applied to all North African (Maghrebian)
countries considering their geographic, ethnic, economic, and cultural simi-
larities. Our results highlight the importance of taking into account these
factors when making clinical medical decisions.
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Abstract

Background: Lymph node tuberculosis (LNTB) is the most frequent extrapulmonary form of tuberculosis (TB).
Studies of human tuberculosis at sites of disease are limited. LNTB provides a unique opportunity to compare local
in situ and peripheral blood immune response in active Mycobacterium tuberculosis (Mtb) disease. The present study
analysed T regulatory cells (Treg) frequency and activation along with CD4+ T cell function in lymph nodes from
LNTB patients.

Results: Lymph node mononuclear cells (LNMC) were compared to autologous peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). LNMC were enriched for CD4+ T cells with a late differentiated effector memory phenotype. No differences
were noted in the frequency and mutifunctional profile of memory CD4+ T cells specific for Mth. The proportion of
activated CD4+ and Tregs in LNMC was increased compared to PBMC. The correlation between Tregs and activated

SAHMOUDI K.

lymph node sites of Mtb infection.

CD4+ T cells was stronger in LNMC than PBMC. Tregs in LNMC showed a strong positive correlation with Th1
cytokine production (IL2, IFNy and TNFa) as well as MIP-1a after Mtb antigen stimulation. A subset of Tregs in
LNMC co-expressed HLA-DR and CD38, markers of activation.

Conclusion: Further research will determine the functional relationship between Treg and activated CD4+ T cells at

Keywords: Tuberculosis, Lymphadenitis, Lymph node, Treg cells, conventional T cell, activation

Background

Mpycobacterium tuberculosis (Mtb) infection is a major
global health problem with approximately 10.4 million
cases and 1.4 million deaths from tuberculosis (TB) in
2015 [1]. Furthermore, one-third of the world’s popula-
tion is thought to be infected by Mtb. Extra pulmonary
TB represents approximately 20% of clinical TB disease.
Lymph node tuberculosis (LNTB) is the most frequent
extrapulmonary form [1].

Cellular immune responses play a pivotal role in con-
trol of Mtb infection with CD4+ T cells having the cen-
tral role. After infection CD4+ T cells undergo activation
manifested by expression of surface molecules including

* Correspondence: fseghrouchni@yahoofr

"David H. Canaday and Fouad Seghrouchni contributed equally to this work.
"Laboratory of Cellular Immunology, National Institute of Hygiene, 27,
Avenue Ibn Batouta, PB 769, 11400 Rabat, Morocco

Full list of author information is available at the end of the article

K BMC

HLA-DR and CD38 [2, 3]. Functionally, CD4+ T cells
control infection by producing Thl and Th17 cytokines
[4]. Polyfunctional T cells, defined by their ability to
co-express more than one cytokine, have been associated
with protection against Mtb disease [4-6].

At sites of infection, immune responses are modulated
by T regulatory cells (Tregs) [7, 8]. Tregs express CD3,
CD4, high levels of CD25, low levels of the IL-7 receptor
a-chain (CD127) and the intracellular marker forkhead
box p3 (FoxP3) [9].

The relationship between Tregs and immune activa-
tion at sites of Mtb disease is not clear [10, 11]. The ob-
jective of the present study was to evaluate the
interaction between Tregs and the function and activa-
tion of CD4+ T cells in lymph node vs. the peripheral
blood compartments in persons with LNTB.

© The Authorl(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
{http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated
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Methods

Subjects and preparation of immune cells

Eighteen patients (5 men, 13 women, age range 17-60
years) were recruited in the Hassan II University
Hospital of Fes (Morocco) among patients with cervical
lymphadenitis. Active LNTB was diagnosed by history,
physical examination, and lab studies by experienced cli-
nicians. The diagnosis of LNTB was based on a combin-
ation of clinical symptoms, pathology and response to
TB drug therapy. Clinical symptoms associated with
lymphadenitis included local lymphadenopathy, weight
loss, fever, sweats, and anorexia. Histopathological evi-
dence consisted of the presence of a granulomatous le-
sion with caseation in excisional biopsy specimens.
Pulmonary radiography and HIV serology were per-
formed to exclude pulmonary TB and HIV infection re-
spectively. All LNTB cases were newly diagnosed and
none had received anti-TB chemotherapy before sample
collection. Tuberculin skin test results were positive
(induration =10 mm) for 15 out of 18 patients (83%).
All patients were BCG vaccinated, and none reported
contact with a case of pulmonary TB.

For all patients, the affected lymph node was in the
neck and was surgically removed. In addition, 10 ml of
peripheral blood was collected before starting anti-TB
treatment. One portion of the lymph node was used for
histological examination, and the other for isolation of
lymph node mononuclear cells (LNMC) for immuno-
logic studies.

Biopsy specimens were crushed gently in tissue culture
medium. LNMC were spun and separated using
Ficoll-Hypaque density centrifugation. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated from heparin-
ized venous blood under endotoxin-free conditions by
Ficoll-Hypaque (SIGMA) density centrifugation. Cells
were cryopreserved and stored in liquid nitrogen until
shipment by a cryoshipper to Case Western Reserve
University for immunological studies.

Phenotypic and functional study of T cells

PBMC and LNMC (10°% tube) were stimulated with a
pool of 34 overlapping peptides from Mtb-antigen
ESAT6/CFP10 at 6.25 ug/ml per peptide (New England
peptide, Gardner, MA), M. tuberculosis CDC1551 whole
cells lysate (Mtb lysate) (BEI Resources) or staphylococ-
cal enterotoxin B (SEB, 2 pg/ml, Sigma) overnight at 37
°C in 5% CO,. Unstimulated PBMC and LNMC served
as negative controls. Anti-CD28/CD49d (1 ug/ml each,
eBioscience and Biolegend) was added to each tube dur-
ing stimulation and brefeldin A (5 pg/ml, Sigma) was
added 2 hr later. After stimulation, cells were washed
with PBS and surface stained with anti-CCR7-PE-Cy7
(BD Bioscience) for 15 min at 37 °C, then live dead yel-
low (Invitrogen), anti-CD14-BV570, anti-CD4-APC/Cy7,
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anti-CD8-BV510 (all Biolegend) and anti-CD45RA-PE/
TR (Invitrogen) were added and incubated at RT for 25
min. Afterward cells were washed, permeabilized (Cyto-
fix/Cytoperm Kit, BD Pharmingen) according to the
manufacturer’s instructions and stained for intracellular
expression with anti-CD3-PerCP, anti-IFNy-Alexa700,
anti-IL2-APC, anti-TNFa- Pacific Blue, anti-IL17-BV711
(all Biolegend) and anti-MIP-1a-FITC (R&D). Cells were
then washed, fixed in 1% paraformaldehyde and 1x10°
total events collected from each sample on an LSR-II
flow cytometer (BD). Net responding cells for each cyto-
kine were calculated by subtracting the no antigen con-
dition (medium only) from the antigen simulated result.
The analysis of all functional markers expressed after
stimulation were done on viable total memory CD4+
and CD8+ T cells. Memory phenotype was determined
by CCR7 and CD45RA expression. Naive T cells were
CD45RA+/CCR7+, central memory (CM) cells were
CD45RA-/CCR7+, effector memory (EM) cells were
CD45RA-/CCR7-and effector cells (E) were CD45RA
+/CCR7-.

To identify Tregs and activated T cells, PBMC and
LNMC were surface stained with live dead yellow (Invi-
trogen), anti-CD3-APC/Cy7, anti-CD4-PerCP, anti-CD8
-Alexa700, anti-CD25-APC, anti-HLA-DR-FITC, anti-
CD38-PE/Cy7(all  Biolegend), and anti-CD127-BV6
50(BD Bioscience), and incubated at RT for 25 min.
After, cells were washed, permeabilized and intracellular
stained with, anti-FoxP3-PE (eBioscience) or isotype-m
atched negative control for gating purposes.

Plots were analyzed using FlowJo software (version
6.1.1; Tree Star, Ashland, OR, USA). Boolean analysis on
Flow Jo and SPICE (NIAID, NIH, USA) was used to as-
sess cytokine polyfunctionality.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the paired
Student’s t test for comparisons of PBMC and LNMC. P
value for comparison of polyfunctional profile was done
using SPICE software. Significance of correlations was
analyzed by the nonparametric Spearman test. A p value
of <0.05 was considered significant. Data were analyzed
by Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) soft-
ware (IBM) and the GraphPad Prism software, version
5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego).

Results

Phenotypic and cytokine profile of CD4+ T cells in LNMC
and PBMC

We first compared memory phenotypes of T lympho-
cyte subsets in LNMC and PBMC. LNMC were sig-
nificantly enriched for CD4+ T cells [80.7£5.6 % vs.
68.0+6.6 % (p=0.0015)] (Fig. 1a). CD8+ T cells were
concomitantly lower in LNMC compared to PBMC
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CD4+ T cells (b) among all CD3+ T cells. Means from 18 subjects are shown and error bars represent standard deviations

cells

[17.6+5.8 % vs. 27.4+11.7 % (p =0.0055)] (Additional
file 1). Memory subsets of CD4+ T cells were defined
according to expression of CD45RA and CCR7 and
only the effector subset was modestly increased in
LNMC compared to PBMC (p = 0.0002) (Fig. 1b).

T cell functional profiles in response to Mtb antigens
were compared between LNMC and PBMC. IFNy, IL2,

TNFq, IL17, and MIP-1a production by CD4+ T cells in
PBMC and LNMC in response to Mtb RVL were not
different (Fig. 2a). Similarly CD4+ T cell responses in re-
sponse to ESAT6/CFP10 peptides were not different be-
tween LNMC and PBMC (Additional file 2).

No significant differences were observed in the poly-
functionality of total memory CD4+ T cells in LNMC
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Fig. 2 Cytokine expression of memory CD4+T cells after Mtb antigen RVL stimulation (a) and polyfunctional composition of total memory CD4+T
cells after stimulation with Mtb lysate, ESAT6/CFP10, and SEB (b). Results from 11 subjects are shown. Plots are gated on viable memory CD4+1
cells. The pie charts depict the average polyfunctional profile of only the responding cells for each specific stimuli from all subjects. All possible
combinations of responses are represented by the arcs with pie arc color legend on the figure
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when compared to PBMC for the same stimuli (Fig. 2b
all three rows with side to side comparison). Polyfunc-
tionality of total memory CD4+ T cells in response to
ESAT6/CFP10 peptides and Mtb lysate were significantly
different from that in response to SEB in both PBMC
and LNMC indicating a difference in Mtb-specific cells
as a group (Fig. 2b, top 4 pies vs. bottom 2 comparison),
but no differences were found in the polyfunctionality in
response to Mtb-specific antigens, ESAT6/CFP10 pep-
tides and Mtb lysate (Fig. 2b top two and middle two
comparison).

Distribution of activated T cells and Tregs in LNMC and
PBMC

We measured the frequency of activated conventional
CD4+ T cells and Tregs in LNMC and PBMC. Activa-
tion was based on the expression of HLA-DR and CD38.
Tregs were identified as CD4+, CD25+, FoxP3+ and
CD127dim. An increased proportion of activated CD4+
HLA-DR+CD38+ T cells (p<0.0001) and Treg CD4+
CD25+FoxP3+CD127dim (p = 0.0089) in LNMC com-
pared to PBMC was observed (Fig. 3). A positive correl-
ation between the frequency of total activated CD4+ T
cells and Tregs was observed within LNMC (r = 0.676,
p =0.008) and PBMC (r = 0.549, p = 0.018) (Fig. 4).

We compared, among Tregs in LNMC, the proportion
of cells expressing activation markers. More than 90% of
CD25+ FoxP3+CD127dim cells expressed HLA-DR and/
or CD38. Furthermore, the predominant Treg subpopu-
lation in both LNMC and PBMC was the one expressing
HLA-DR and CD38 simultaneously (Fig. 5).

Treg correlation with Mtb-antigen induced cytokine
production

We determined the correlation between the proportion
of Tregs and cytokine producing CD4+ T cells after
overnight Mtb-antigen activation in LNMC and PBMC.
There was a positive correlation between the proportion
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of Tregs and Thl cytokine production (IL2 and IFNy) as
well as MIP-1a following stimulation by Mtb lysate anti-
gen within LNMC but not among PBMC (Table 1). A
similar correlation was found after stimulation by Mtb
ESAT6/CFP10 peptides while no correlation was found
after SEB mitogen stimulation (data not shown).

Discussion

The outcome of the immune response to Mtb results
from the simultaneous involvement of activating and
regulatory mechanisms [8, 11]. The nature of the rela-
tionship between conventional T cells and Tregs during
active TB is still not clear although this interaction has
been studied in different forms of TB [10, 11]. Increased
expression of activation markers on T cells [12, 13] and
higher levels of Tregs [7, 8] have been described in per-
ipheral blood of patients with TB. Nevertheless, local im-
mune responses may differ from those in peripheral
blood and exploring this interaction in the site of active
infection will give important clues about their involve-
ment in protection or pathogenesis [14, 15]. The present
study sought to evaluate the relationships between Tregs
and conventional CD4+ T cells in lymph nodes and per-
ipheral blood during TB lymphadenitis.

We found a higher proportion of CD4+ T cells in
LNMC compared to PBMC. This is in agreement with
previous studies reporting an increase in the proportion
of CD4+ T cells in the blood of TB patients compared
to uninfected controls and a much higher number of
CD4+ T cells at the site of infection [16, 17]. Except for
modest elevation in effector cells in LNMC, no differ-
ence was found in the relative frequency of memory
CD4+ T cell subsets between PBMC and LNMC.
Others have shown that Mtb-specific CD4+ T cells in
bronchoalveolar and pleural fluids are mainly of the
memory phenotype [18, 19]. In LNMC we find that up
to 40% of CD4+ T cells were naive.
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Thl and Th17 Mtb-specific T cells contribute to the
defense against progressive Mtb infection. Particularly,
TB lymphadenitis was characterized by elevated frequen-
cies of Thl and Thl7 cells in peripheral blood [20].
When we measured intracellular production of Thl cy-
tokines (IFNy, IL2 and TNFa), IL17 and MIP-la, we
were surprised to not find an increase in the frequencies
of Mtb-specific cytokine producing cells in LNMC vs.
PBMC. LNMC were generated from a large block of ex-
cised lymph node tissue that included granulomatous
and non-granulomatous areas which may have affected
our ability to detect higher frequencies of Mtb-specific
cells in LNMC than PBMC.

Polyfunctional T cells are correlated with protection in
some studies [5, 6, 21] and with disease activity in others
[22, 23]. In our case, no differences were observed in the
proportion and polyfunctional qualities of the
Mtb-responsive CD4+ T cells between LNMC and
PBMC. Comparing polyfunctionality in CD4+ T cells
responding to Mtb-antigen vs. SEB showed a significant
difference with SEB eliciting a more TNFa dominated
response. This supports that the Mtb-specific responses

were different from those of the whole memory CD4+ T
cell pool.

To analyze the interaction between conventional acti-
vated CD4+T cells and Tregs in the lymph node during
active TB, we measured the frequency of CD4+T cells ex-
pressing CD38 and HLA-DR. These immune activation
markers were described as substantially elevated in sub-
jects with active TB [24]. CD4+ T cells were more acti-
vated in lymph node compared to blood. The increased
proportion of activated T cells in LNMC likely reflects
more exposure to Mtb antigens. The selective accumula-
tion is likely the result of both active recruitment and local
expansion of T cells at this site of Mtb replication (25, 26].

Tregs were identified by selecting CD4+ cells with
high-level expression of CD25, low-level expression of
CD127, and expression of FoxP3. Tregs were also in-
creased in LNMC in response to local immune activa-
tion possibly to control immune induced damage (3, 26,
27]. In accordance with the previous study [10], our data
reveal a positive correlation between Treg and CD4+ ac-
tivated cells within PBMC but this correlation was stron-
ger in LNMC. Tregs co-expressing HLA-DR and CD38
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Table 1 Correlation of the ex vivo frequencies of Tregs with the
frequencies of CD4+T cells expressing IFNy, IL2, TNFa, IL17 and
MIP1a following Mtb lysate antigen stimulation in PBMC and
LNMC

Treg

PBMC LNMC

r p r p
IFN-y -0.19 0.60 0.66 004
IL2 0.04 090 071 0.02
TNF-a -0.02 096 048 0.16
L7 -023 052 045 012
MIP-1a -0.04 091 095 <0.001

markers were frequent in the LNMC and PBMC. The
ex-vivo MHC II expressing Tregs are believed to be a func-
tionally mature distinct Treg subset implicated in
contact-dependent in vitro suppression [28]. A positive
correlation between Treg proportion and frequency of
memory Mtb-specific CD4+ T cells expressing each indi-
vidual measured Th1 function was observed in LNMC but
not in PBMC. The predominance of activated Tregs in
LNMC and the correlation of Tregs with activated CD4+
T cells and CD4+ T cells expressing Th1 cytokines suggests
a regulatory activity specific and enhanced in the lymph
node. An alternate hypothesis could be that the Treg are
just expanding at tissue sites but not necessarily for regula-
tory purposes. The absence of an expected higher propor-
tion of Th1 producing CD4+T cells in LNMC compared to
PBMC supports the hypothesis that the Treg/CD4 correl-
ation reflected a negative feedback for excess Thl cytokine
production by increasing suppressive Tregs. Recent data
suggest that IFNy increases Treg suppressive function for
control of Thl responses [29, 30]. A limitation of the study
is that we did not have any blood or lymph node material
in healthy BCG-vaccinated or latently infected individuals
available to contrast to the TB lymphadenitis subjects.
Contrasting these cohorts in future studies as well as fur-
ther research on the function of Tregs and their modula-
tion of immune responses in TB lymphadenitis are needed.
The current study will help develop an optimal approach
to such supplementary exploration.

Conclusion

This study has important original findings regarding local
immune responses in active LNTB. We found no Thl,
Th17 or MIP-1a production differences by Mtb-specific
CD4+ T cells in total LNMC vs. PBMC. Tregs were posi-
tively correlated with Thl expressing Mtb-specific CD4+
T cells in LNMC but not in PBMC. Activated HLA-DR
+CD38+Tregs were more abundant, suggesting modula-
tion by Tregs of immune responses in LNMC. We suggest
that increased Tregs at the lymph node site of active Mtb
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infection regulates the immune response. Whether this is
advantageous to the host or not remains to be determined.
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Additional file 1: CD8+ T-cell subset distribution in PBMC and LNMC.
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Additional file 2: Cytokine expression of memory CD4+T cells after
ESAT6/CFP10 stimulation. Results from 11 subjects are shown. Plots are
gated on viable memory CD4+T cells. (PPTX 91 kb)
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