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PPD : dérivé protéique purifié
QTF-GIT : TB Gold in tube

QTF-Plus : Quantiféron-TB Gold plus

Se : Sensibilité

Sp : Spécificité

TB : La tuberculose

TNF-a . le facteur de nécrose des tumeurs (Tumornecrosis factor)
TSpot : T-SPOT.TB

TU : test unité

VPN : Valeur Prédictive Négative

VPP : Valeur Prédictive Positive
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La tuberculose (TB) est une maladie infectieuse a transmission interhumaine liée
au bacille de koch (BK) qui présente toujours, un probleme majeur de santé publique
dans le monde et surtout dans les pays en voie de développement.

En 2017, I’Organisation mondiale de la santé (OMS) estime une incidence
globale a 10 millions de cas : 5,8 millions d’hommes - 3,2 millions de femmes et 1,0
millions d’enfants; et estime aussi plus de 1,6 millions de déces dans le monde placant
ainsi la TB comme étant la deuxieme cause de mortalité par maladie infectieuse dans
le monde. [1]

Au Maroc, 30 897 cas ont été enregistré avec une incidence de 88 cas pour 100
000 habitants pour I'année 2017, et 2964 déces liés a cette maladie dans la
population générale soit 8,28 déceés pour 100 000 habitants. [2]

Le diagnostic de la tuberculose est évoqué devant des données cliniques,
biologique et radiologiques, mais la confirmation n’est que par identification
bactériologique, antigénique ou génétique des mycobactéries des complexes
tuberculosis. Cette mise en évidence n’est pas toujours accessible surtout pour les
formes extra pulmonaires (méningé, encéphalique, oculaire), ce qui incite le clinicien
a réunir un faisceau d’argument en faveur de la TB

De nouvelles techniques ont été développées dans ces dix derniéres années
dans l'intérét d’améliorer I'approche diagnostique de la tuberculose et de combattre
les limitations rencontrées dans les anciens tests notamment I'intradermoréaction a
la tuberculine (IDR) qui présente une faible spécificité a cause de la vaccination des
patient par Bacillus Calmettee-Guerin(BCG) ou l’infection par mycobactérie non-
Tuberculosis.

Parmi ces examens existent de nouveaux tests sanguins immunologique,
aujourd’hui disponibles au Maroc, prénommé Les tests de libération de I'interféron-

gamma (IGRA) dont le principe est la détection d'une réponse immunitaire des
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lymphocytes T aux antigenes spécifiqgues du Mycobacterium tuberculosis par
sécrétion de l'interféron-gamma (I'INF-y) qui apporte une aide au diagnostic de la
tuberculose dans sa forme latente ou active. Ces tests de libération d’IFNy sont mis
en ceuvre par deux tests commerciaux approuvés : Quantiferon-TB (QTF) qui mesure
la concentration de I'INF-y via un dosage immuno-enzymatique en employant trois
tubes antigéniques et le T-SPOT.TB qui lui compte le nombre de Lymphocytes T
secrétant de I'INF-y par une technique enzyme-linked Immuno Spot(ELISPOT) [3]

En 2015, Le Quantiferon-TB Gold plus (QTF-plus) a été introduit comme étant
une nouvelle génération du test de QTF-GIT en ajoutant un quatrieme tube
antigénique (TB2) stimulant a la fois CD4+ et CD8+ des lymphocytes T chez les
patients porteurs de TB cela permettrait donc en plus de I|'orientation vers le
diagnostic de TB avec plus de sensibilité et spécificité, de différencier entre TB latente

et active, mais également de suivre la réponse thérapeutique [4]

M. Ayoub CHAAR 12
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OBJECTIFS DE
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Ce travail a pour objectif :

e D’évaluer la valeur diagnostic du dosage de QTF-Plus chez une série de
marocains suspects de tuberculose évolutive par étude de sensibilité,
spécificité, valeur prédictive positive (VPP) et valeur prédictive négative (VPN) et
les facteurs influencant le résultat du test.

e Déterminer un seuil de positivité du QTF-plus dans cette série dans le but
d’augmenter la spécificité et la sensibilité du test.

e Préciser la réponse estimée des lymphocytes T CD8 et sa corrélation avec la

tuberculose active permettant sa distinction de la tuberculose latente.
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MATERIELS
ET METHODES

M. Ayoub CHAAR

15



L’apport du QTF plus dans le diagnostic de la tuberculose maladie These N°046/20

A- Schéma d’étude :

Etude transversale visant a évaluer la valeur diagnostic du dosage de QTF-Plus
chez une série de marocains suspects de tuberculose évolutive par étude de sa validité

intrinseque (sensibilité et spécificité) et validité extrinseque (VPP et VPN)

B- Temps et lieu :

Cette étude a été réalisée au sein du service de pneumologie a I’Hopital Militaire
Moulay Ismail (HMMI) de Meknés, sur une période de 34 mois allant de Mars 2017 a

Décembre 2019

C- Population d’étude :

Quarante sept (47) patients recrutés sont des malades hospitalisés aux
différents services hospitaliers de L’Hopital Militaire Moulay Ismail (HMMI) de Meknes
pris en charge en collaboration avec le service de pneumo-phtisiologie de la méme
structure chez qui on suspecte une tuberculose évolutive sur des données cliniques,
biologiques et radiologiques mais en absence de confirmation bactériologique qui ont

bénéficié du dosage sérique du QTF-plus.

Les criteres d’inclusion :

- adulte > 18 ans

- Patients ayant un tableau clinique pouvant faire suspecter une tuberculose active
quelque soit sa localisation (signes cliniques trainants, signes généraux
persistants...)

- Difficulté diagnostique bactériologique pour les formes extra pulmonaire

- Négativité des examens directs a la recherche de BK pouvant porter un diagnostic

rapide.
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Les criteres d’exclusion :

- Confirmation rapide du diagnostic de tuberculose par mise en évidence du BK
par examen direct

- Tuberculose latente

D- Recueil des données :

Pour la réalisation de ce travail, nous avons consulté :
- Les registres d’hospitalisation du service de pneumologie de ’HMMI de Meknes
- Les dossiers médicaux du service de pneumologie de ’'HMMI de Meknes
L’analyse statistique de I’étude a été réalisée en utilisant le logiciel Excel de
Microsoft et le logiciel SPSS 16.0
Apres consentement et information des patients, un certain nombre de donnés
démographique anamnétique, clinique, radiologique, endoscopique et biologique ont
été recueilli. Ces derniers ont servi pour remplir une fiche d’exploitation standardisée

(Annexe 1).

E- Les tests relatifs a la tuberculose utilisés dans I’étude :

® ®
1- QuantiFERON -TB Gold Plus (QFT -Plus) : [5]

Le test QTF-plus, de quatrieme génération, correspond a la technique ELISA de
dosage de I'IFN-y dans un échantillon de sang total.

QFT-Plus est un test qui mesure les réponses immunitaires a médiation
cellulaire (CMI) aux antigenes peptidiques simulant les protéines mycobactériennes.
Ces protéines, ESAT-6 et CFP-10, sont absentes de toutes les souches de BCG et de
la plupart des mycobactéries non tuberculeuses a l'exception de M. kansasii, M.

szulgai et M. marinum. [5]
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Le test nécessite un prélevement de sang périphérique dans 4 tubes spéciaux
par patient contenant différents réactifs :

* Le tube « Nul » gris ne contient pas d’antigenes stimulants (controle
négatif)

= Les tubes « Ag TB1 » et « Ag TB2 » vert et jaune contiennent différents
peptides concus pour provoquer des réponses cellulaires de la part des
lymphocytes T CD4+ (Ag TB1) et des lymphocytes T CD4+ et TCD8+ (Ag
TB2)

» Le tube « Mitogéne » violet : controle positif du test

- Un résultat positif a été définie dans I'un des situations suivantes :

= une différence dans I'INF-y des niveaux compris entre I'un des tubes de
M. tuberculosis-antigene spécifique (Tb1, Tb2) et le tube témoin négatif
(Tnul) égal ou sup a 0,35 Ul/mL => (Tb1-Tnul > 0,35 Ul/mL) ou (Tb2-
Tnul > 0,35 Ul/mL)

*» une différence dans I'INF-y des niveaux compris entre les deux tubes de
M. tuberculosis-antigene spécifique (Tb1 et Th2) et le tube témoin négatif
(Tnul) égal ou sup a 0,35 Ul/ml => (Tb1-Tnul > 0,35 Ul/mL) et (Tb2-Tnul
> 0,35 Ul/mL)

- Un essai a été considéré comme indéterminé si I'échantillon stimulé par les
antigenes spécifiques de M. tuberculose et le controle positif sont négatifs
apres soustraction de la valeur de la commande.

- Un exemple du résultat du test réalisé au laboratoire de gendarmerie de Rabat
est représenté en Annexe 2.

Le QTF-Plus a été réalisé pour tous nos malades au laboratoire de gendarmerie
a Rabat, ou le laboratoire national de référence a Casablanca selon les instructions et

les normes de contrbles de qualité du fabriquant.
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2- Les examens bactériologiques :

Les prélevements de liquides biologiques, de pus ou des fragments biopsiques

effectués sur les sites de suspicion de tuberculose sont acheminés au laboratoire de

bactériologie de HMMI. Un examen direct par coloration a L’Auramine et Ziehl-Nielsen

est effectué avec culture sur milieu solide de Lowenstein-Jensen incubé pendant 2

mois.

3- Examen complémentaire selon le site atteint

Radiologique, endoscopique, biopsique...

F- Diagnostic final des patients

Pour chaque patient un diagnostic a été posé selon les critéeres suivants :

TB probable : présence d’un faisceau d’arguments cliniques, radiologique,

biologiques, anatomopathologiques et du résultat du QTF-Plus en faveur de la
tuberculose avec bonne évolution sous traitement antibacillaire.

Pas de TB : confirmation d’un diagnostic autre que la tuberculose (néoplasie,
maladie inflammatoire chronique, autre infection) ou absence d’arguments

d’orientation vers la tuberculose.

G- Etude statistique :

Nous avons utilisé les logiciels SPSS 16.0 et Excel 2007 pour :

effectuer les statistiques descriptives.
Effectuer les statistiques analytiques par comparaison des différents variables
entre groupes de malades (analyse univariée ou multivariée)

Calculer la sensibilité, spécificité, VPP et VPN du QANTIFERON dans notre série.

M. Ayoub CHAAR 19
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e Réalisation de la courbe de ROC (Receiver Operating Characteristic =
transmission de signal) pour les résultats quantitatifs du QTF permettant de :
— Définir I'aire sous la courbe (AUC : Area Under Curve) qui est
proportionnelle a I'intérét du test utilisé : Plus I’aire sous la courbe est
grande, plus le test est meilleur.
= Déterminer la valeur seuil de positivité du QTF dans notre série pour
une spécificité et une sensibilité optimale.
= Rechercher une valeur seuil de positivité du QTF pour un minimum de

faux positifs et faux négatifs.
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A- RESULTATS DESCRIPTIFS

1- Données démographiques, cliniques et biologiques :

a- Données démographiques :

47 patients ont été recrutés, avec un dge moyen de 43.2 ans, avec des extrémes
allant de 18 ans a 76 ans. La tranche d’age la plus touchée est de 25 a 45 ans avec

un pourcentage de 29.8%. Figure -1-

35,00%
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30,00%

25,00% -
21,30%

20,00% -
M pourcentage %
15,00% -

10,00% -
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Figure-1- représentation des tranches d’age en pourcentage
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Dans notre série, les hommes et les femmes ont représenté respectivement

61.7% et 38.3% des cas avec un sexe ratio H/F=1.61 . Figure -2-

= HOMME
® FEMME

Figure -2- répartition des cas selon leur sexe.

Tous nos malades sont vaccinés au BCG au moins une fois a la naissance dans
le cadre du programme national de lutte antituberculeuse. 3 patients (6.4%) sont déja
traités pour tuberculose et 2 malades (4.3%) ont rapporté un contage tuberculeux
récent : < 2ans.

15 malades (31.9%) sont tabagiques et 1 malade (2.1%) est alcoolique.

Les facteurs d’immunodépression recherchés chez nos patients sont : La
néoplasie, chimiothérapie, diabete, insuffisance hépatique, insuffisance rénale,
corticothérapie au long cours et le traitement par anti TNF. 6 malades (12.76%) avaient
au moins un de ces facteurs (2 patients diabétique (4.3%), 1 patient sous
immunosuppresseurs (2.1%), 2 patients en insuffisance rénale (4.3%), 3 patients sous

corticothérapie (6.4%).
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b- Données clinigues et biologiques :

Cliniquement, les signes généraux sont présents chez 28 patients (59.5%) alors
que les signes fonctionnels sont variables selon I’organe atteint, 34 patients (72.3%)
présentent des signes respiratoires, et 12 patients (25.5%) présentent différents
signes extra respiratoires.

Sur le plan biologique, la CRP est élevé a un taux moyen a 25.1mg/dL, la VS
qguant a elle s’accélere la premiére heure en moyenne a 25.6mm/h.

Le taux des globules blancs (GB) enregistré est de 8190.5 Ul/L en moyenne,
celui des lymphocytes est 2232.7 Ul/L en moyenne. Au niveau biochimique on trouve

une natrémie moyenne de 140 mEq/| tableau-1-
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Tableau -1- Données démographiques cliniques et biologiques

Moy +/- ET [min-max]

Age moyen 43.2 +/-17.5[18-76] | —-————-
Homme | = 29(61.7%)
Femme | - 18(38.3%)
ATCDTB | - 3(6.4%)
ContageTB |  ———- 2(4.3%)
Tabac | - 15(31.9%)
Alcool | - 1(2.1%)
Diabete @ | - 2(4.3%)
Insuffisance rénale @ |  -———— 2(4.3%)
Immunosuppression | = -————- 1(2.1%)
Corticothérapie @ | -————- 3(6.4%)

Fievre

22(46.8%)

Asthénie

23(48.9%)

Amaigrissement

19(40.4%)

Sueurs

13(27.7%)

Toux

26(55.3%)

Expectoration

9(19.1%)

Dyspnée

14(29.8%)

Hémoptysie

11(23.4%)

Douleur thoracique

14(29.8%)

Signes Extra Respi.

12(25.5%)

GB (UI/L)

8190.5 +/- 3088.4

PNN (UI/L) 5069.9 +/-2783.3 | = ————
Lymphocyte (Ul/L) 2232.7 +/-1036.1 |  ————-
VS (mm/h) 256 +/-257 |  ————
CRP (mg/dL) 25.1 +/-67.4 | -
Na+ (mEq/l) 140 +/-2.1 | -
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2—- Résultats selon le diagnostic final et du QTF:

a-Résultats selon le diagnostic final

32 patients (68.1%) ont été diagnostiqués comme tuberculose active probable
en se basant sur un ensemble d’arguments anamnétiques, cliniques, biologiques,
histologique et radiologique avec amélioration sous traitement anti bacillaire.

Figure-3-

W TB active

m PasdeTB

Figure-3- Répartition des malades selon le diagnostic final

L’atteinte la plus enregistrée dans notre série est la TB pulmonaire a
microscopie négative (50%)

Le restant des localisations sont : pleural (25%), multifocale (15.62%),
ganglionnaire (12.5%), péritonéale (12.5%), intestinale (6.25%), ophtalmique (6.25%),

urologique (3,12%), anale (3.12%). Figure-4-
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TPM- 50%
pleurale
ganglionaire
peritonéale
intestinale .
W repartition en %
ophtalmique
urologique

anale

multifocale

60

Figure-4- Répartition des malades selon I’organe atteint de Tuberculose

b-Résultats du QTF-Plus :

Le test de QTF-Plus est positif chez 35 malades (74.4%) et négatif chez
12(25.5%), aucun résultat indéterminé n’a été enregistré.

La valeur moyenne du QTF-Plus est de 4.4 Ul/ml pour TB1-Nul et 4.7 Ul/ml
pour TB2-Nul dans le groupe tuberculose active et de 0.76 Ul/ml pour TB1-Nul ainsi

que 0.59 Ul/ml chez les malades n’ayant pas de tuberculose. Tableau -2-
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Tableau -2- Valeur moyenne du QTF-Plus selon le diagnostic final

Valeur moyenne +/- ET Total des patients | TB active probable Pas de TB
(Ul/ml) n=47 n=32 n=15
TB1-Nul 3.2 +/-3.9 4.4 +/-3.9 0.76 +/- 2.2
TB2-Nul 3.3+/-3.9 4.7 +/- 3.9 0.59 +/-1.4
Sup (TB1/TB2)2 3.5 +/-3.9 4.8 +/-3.9 0.84 +/-2.2
TB2-TB1b 0.14 +/- 0.74 0.28 +/- 0.68 -0.16 +/- 0.78

a: La valeur la plus élevé entre TB1/TB2

b: Résultat de la différence entre TB2-TB1

c-Résultat QTF-Plus selon le diagnostic final :

Chez les sujets a TB active (n=32) on retrouve le QTF-Plus positif chez 31

patients et négatif chez un seul malade

Plus spécifiquement, on retrouve une valeur positive du TB1- Nul chez 30

patients tandis que 31 patients ont un TB2-Nul positif. Tableau -3-

Tableau-3- : Résultat descriptif selon diagnostic et QTF-Plus

QTF TB1-Nul TB2-Nul
positif Négatif Positif négatif | Positif Négatif
31 1 30 2 31 1
Groupe TB (n=32)
(96.9%) (3.1%) (93.8%) (6.2%) | (96.9%) (3.1%)
4 11 3 12 4 11
Groupe Non TB (n=15)
(26.7%) (73,3%) (20%) (80%) (26.7%) | (73.3%)
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B- RESULTATS ANALYTIQUES

1-Comparaison groupes des malades selon diagnostic final

En analyse univariée entre les deux groupes de tuberculeux et non tuberculeux,
on peut conclure que les sujets porteur de TB sont plus jeunes (40 ans vs 49,7 ans
pour les non tuberculeux) mais la différence reste proche de la signification (p=0.07).
Alors que la prédominance masculine des tuberculeux est significative (p=0.039).

Sur le plan biologique, on constate que les tuberculeux ont une Natrémie plus
basse (p=0.03), le taux de TB1, TB2, Sup TB1 TB2 est évidement plus élevé chez les
tuberculeux (respectivement p=0,002, p<0.001, p<0.001) et particulierement on
remarque la différence entre TB2-TB1 qui reflete I'activité des lymphocytes T CD8 est
plus élevé chez les malades tuberculeux avec une différence significative (p=0.05)

Tableau-4 -
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Tableau -4- : Facteur influencant le diagnostic final

Groupe TB Groupe non TB =

active N=32 N=15
Age 40 +/-15.8 49.7 +/-19.4 0.07
Homme 23(71%) 6(40%) 0.039
Femme 9(28.1%) 9(60%) 0.039
Tabac 11(34.4%) 4(26.7%) 0.43
Facteur d’immunodépression 3(9.4%) 3(20%) 0.28
GB 8232 +/- 2853 | 8102 +/- 3632 0.89
PNN 4969 +/- 2552 | 5277 +/- 3297 0.72
Lymphocyte 2340 +/-1137 | 2010 +/-774 0.31
VS 25.6 +/-30.3 | 25.5 +/-16.63 0.99
CRP 20.77 +/-49.1 | 34.05 +/- 96.6 0.55
Na+ 140 +/- 2 141 +/-1.97 0.03
TB1-Nul 4.4 +/-3.9 0.76 +/- 2.2 0.002
TB2-Nul 4.7 +/- 3.9 0.59 +/-1.4 <0.001
Sup TB1, TB22 4.8 +/-3.9 0.84 +/-2.2 <0.001
TB2-TB1b 0.28 +/-0.68 | -0.15 +/-0.78 0.05

a: La valeur la plus élevé entre TB1/TB2

b: Résultat de la différence entre TB2-TB1

L’analyse multivariée des variables significatives ou proches de la signification
statistique, on conclue que les sujets tuberculeux gardent une natrémie plus base

avec différence statistiquement significative (p=0.02). Tableau -5-
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Tableau -5-: analyse multivariée selon le diagnostic

P
Age 0.5
Sexe 0.11
Immunodépression 0.3
Na+ 0.02
TB2-TB1b 0.32

b: Résultat de la différence entre TB2-TBI1

2- Comparaison des groupes des malades selon le Qtf-plus

La comparaison des deux groupes QTF positif et QTF négatif vise a étudier les
facteurs influencant la positivité de ce test

En analyse univariée, les sujets a QTF positif ont une CRP plus élevée proche de
la signification (p=0.06), leur natrémie est plus basse (p=0.014) et présentent bien
évidement plus de tuberculose (p<0.001). tableau-6-

Lors de I’analyse multivariée, les patients a QTF positif gardent une natrémie
plus basse (p=0.025) et présentent également plus de signes respiratoires (p=0.04)

Tableau-7-
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Tableau -6- Facteurs influencant le résultat du Quantiferon

Groupe Qtf positif

Groupe Qtf négatif

n= 35 n=12 i
Age 41.6 +/-1.6 47.6 +/-19.9 0.36
Homme 22(62.9%) 7(58.3%) 0.52
Femme 13(37.1%) 5(41.7%) 0.52
Tabac 10(28.6%) 5(41.7%) 0.31
Facteur d’immunodépression 4(11.4%) 2(16.7%) 0.48
Signes généraux 26(74.3%) 7(58.3%) 0.24
Signes respiratoire 27(77.1%) 7(58.3%) 0.18
Signes extra respiratoire 9(25.7%) 3(25%) 0.64
GB 8465 +/- 3348 7410 +/- 2117 0.21
PNN 5245 +/- 3144 4571 +/-1290 0.31
Lymphocytes 2299 +/- 1073 2043 +/- 938 0.44
VS 28 +/- 30 20.2 +/-11.4 0.29
CRP 31.7 +/-77.2 5.66 +/- 3.21 0.06
Na+ 140 +/-1.98 142 +/-1.96 0.014
TB active 31(88.6%) 1(8.3%) <0.001
Tableau -7- : Analyse multivariée selon le résultat du QTF
P

Age 0.84

Immunodépression 0.31

Signes généraux 0.23

Signes respiratoire 0.04

GB 0.37

PNN 0.45

Lymphocytes 0.29

CRP 0.28

Na+ 0.025
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3- Valeurs diagnostic du QTF-plus

La courbe de Roc des différentes valeurs du QTF-plus (TB1, TB2, Sup TB1 TB2,
TB2-TB1) a permis de préciser le seuil de positivité optimal pour une sensibilité et

spécificité maximale. Tableau -8-

Tableau -8- : les performances diagnostiques du QTF-plus (seuil de positivité, aire

sous la courbe, sensibilité et spécificité)

Test Dc Seuil positivité | Aire sous la courbe | Sensibilité (Se) | Spécificité (Sp)
optimal

TB1 0.31 Ul/ml 88.4% 93.8% 80%

TB2 0.54 Ul/ml 90.9% 96.9% 80%

Sup TB1 TB22 0.54Ul/ml 90.4% 96.9% 80%

TB2-TB1b 0.08 Ul/ml 62% 53.1% 73.3%

a: La valeur la plus élevé entre TB1/TB2

b: Résultat de la différence entre TB2-TB1

- On remarque que la valeur de TB2 constitue le test le plus pertinant avec un
aire sous la courbe de 90.9%, une Se a 96.9% et une Sp a 80%

- Le seuil de positivité de TB1 est proche de celui du fabriquant (0.31 Ul/mL vs
0.35Ul/mL) alors que le seuil optimal de TB2 s’avere plus élevé (0.54Ul/mL)

- Sur la courbe Roc de Sup TB1 TB2, en considérant une valeur seuil de positivité
a 0.11 Ul/ml, la sensibilité du test s’éleve a 100% => tous les patients dont la
valeur la plus élevé de TB1 et TB2 est inferieur a 0.11 Ul/ml n’ont pas de
tuberculose.

- Sur la courbe Roc de TB2-TB1, en considérant une valeur seuil de positivité a
0.485 Ul/ml, la spécificité du test s’éleve a 100% => tous les patients ayant un

taux TB2-TB1 supérieur a 0.485 Ul/ml sont des tuberculeux
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Figure -5- courbe de ROC pour TBI
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TB1

Tableau -9- le seuil de positivité optimal TB1

Test ResultVariable(s): TB1Mu

Positive if
Greater Than
or Equal To® | Sensitivity | 1 - Specificity
-1,45800 1,000 1,000
-,3300 1,000 833
- 1450 1,000
-.0850 1,000
-,0300 1,000
-,0050 1,000
0050 964
0150
,0300
0550
J1E00
2650 /1
4080
AE00
4800
5260
55480
6850
8700 G848 200
1,2800 688 133
1,5550 656 133
1,8550 625 133
2,0050 o094 133
24450 594 J0E7
2,8550 631 J0E7
3,0600 a00 067
3,2400 A6 JOE7
3,4500 438 067
3,7750 A06 J0E7
41800 A7A 067
58150 344 J0B7
2,B550 631 67
3,0600 a00 67
3,2400 A6 67
3,4500 438 67
37750 A06 Q67
414900 A7A 67
58150 344 67
7,4800 13 67
38,1400 281 67
9,2350 281 ,aon
11,0000 000 000

Seuil positivité

optimal = 0,31 Ul/ml

Se =0,938=93,8%

1-Sp = 0,2

Sp=0,8=80%

Seuil positivité = 0,31 Ul/ml
Se =93,8%

Sp = 80%
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Figure -6- courbe de ROC pour TB2
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TB2

Tableau -10- le seuil de positivité optimal TB2

TestResultVariahle(s): TB2Mu

Seuil positivité
optimal = 0,54 Ul/ml

Se = 0,969=96,9%

1-Sp=0,2

Sp=0,8=80%

Seuil positivité optimal = 0,54
Ul/ml

Se =96,9%

Sp = 80%

Positive if
Greater Than
or Equal To® | Sensitivity 1-Spemﬂmy/
-1,2100 1,000 1,200
- 1600 1,000 B33
- 05850 1,000 86T
0100
0400
0800
1100
;1300
3260
G
6450
7160 844 ,200
8100 B13 ,200
8750 781 200
SE500 750 200
1,0500 750 133
1,16580 Gas 133
1,4550 JG5E6 133
1,71580 G256 133
2,0800 628 07
24400 584 JO6T
25100 63 JO6T
26100 531 0a7
3,4650 &00 0a7
425900 465 6T
4 3350 438 JO6T
4 6050 4086 JO6T
51600 378 07
5,48450 344 a7
6,3550 a44 000
28,6850 313 000
11,0000 000 000
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Sup TB1TB2
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Figure- 7- courbe de ROC pour SUP TB1 TB2
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Sup TB1TB2

Tableau -11- le seuil de positivité optimal SUP TB1 TB2

Test ResultWVariable(s): SupTB1TB2

Seuil optimal =0,54 Ul/ml — |

Se =0,969 =96,9%?

Sp =0,8 =80 %

1-Sp = 0,2

Paositive if
Greater Than
or Equal To® | Sensitivity | 1 - Specificity _—
12100 1.000 1.000 Seuil = 0,11 Ul/ml
- 1600 1,000 933 /
-,0550 1,000 86 .
0100 1,000 600 Se =1 =100%
0400 1 s | —
1000 | —a@7 |
?@ *@ ——— 1-Sp=0,4
R HEH F00 P
2550 969 333 o
3850 969 Sp =0,6 =60 %
—— ()| Cae 200
}D/ 438 200
6450 200
715 /,rgﬁ/ 200
/Bﬁg/ 813 200
8750 781 200
9900 750 200
11550 688 200
1,2800 688 133
1,7050 656 133 1-Sp = 0,067
26100 [7~625 | 17 | 5p=0,933 = 93,3 %
2 7500 A3 067
30160 563 \m\ Se =0,656 = 65,6%
3,2400 A31 067 \
3,7600 500 067 .
42000 469 067 Seuil = 2,3 Ul/ml
4,3350 438 067
4,6050 406 067
51500 375 087 e
- - - | mal = 0,54
6.3000 244 067 Seuil positivité optimal = 0,5
7.8200 313 067 Ul/ml
9,2350 313 000 .
11,0000 000 000 Se =96,9%
Sp = 80%
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TB2TB1

ROC Curve
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Figure -8- courbe de ROC pour TB2-TB1
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TB2TB1

Tableau -12- le seuil de positivité optimal TB2-TB1

Test ResultVariahle(s): TE2TB1

Positive if
Greater Than
or Equal To® | Sensitivity | 1- Specificity Seuil positivité optimal = 0,08 Ul/ml
-3,0300 1,000 1,000
-2,2350 1,000 933 Se=531%
-1,1650 GRY 933
- 6050 938 933
-, 3650 906 933 Sp =73,3%
-, 2600 906 867
-1700 006 800
- 1150 G906 733
-,0500 875 733 .
0050 563 667 Seuil = 0,08 Ul/ml
0150 563 533 /
0250 531 /513// Se =0,531 =53,1%
0400 531 467
L0550 //
0800 531 267 1-Sp = 0,267
1050 500 87
1150 469 267 _ _ o
1450 438 200 Sp=0,733=73,3%
2250 438 133
2850 438 067
3050 406 067
3450 375 067
3800 313 067
i [ g (5
@D 1-5p0
5750 \Q\%
6650 219 000 \ Sp=1=100%
7250 188 \@mn\
7500 e 000 \ Se = 0,28 = 65,6%
1,0600 125 000
14350 094 000 Seuil = 0,485 Ul/ml
1,8500 03 000
3,1900 000 000
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4- Validité intrinségue et extrinséque

On définit la sensibilité comme étant la probabilité qu’un test soit positif si la
maladie est présente, elle se mesure chez les malades seulement.

Une mesure de la sensibilité s'accompagne toujours d'une mesure de la
spécificité.

Tandis que pour la spécificité, elle est la probabilité d'obtenir un test négatif
chez les non-malades. Cette derniere se mesure chez les non-malades seulement.

Tableau -13-
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Tableau-13- : la performance diagnostique du QTF (Sensibilité, Spécificité, VPP et VPN)

Se Sp VPP VPN
test Dc Valeur 1IC95%c valeur 1IC95%c valeur 1C95%c valeur 1IC95%c¢
QTF-Plus 96.88% 83.7-99.9% 73.33% | 44.9-92.21% 88.57% 76.96-94.73% | 91.67% 60.94-98.73%
51.91-
TB1 93.75% | 79.19-99.23% 80% 90.91% 78.36-96.51% | 85.71% 60.5-95.92%
95.67%
44.90-
TB2 96.88% | 83.78-99.92% | 73.33% 92 215 88.57% 76.96-94.73% | 91.67% 60.94-98.73%
44.90-
Sup TB1 TB2 96.88% | 83.78-99.92% | 73.33% 92 215 88.57% 76.96-94.73% | 91.67% 60.94-98.73%
SupTB1TB2a 32.29-
100% 89.11-100% 60% 84.21% 74.16-90.84% 100% |  -—--———-
> 0.11 Ul/ml 83.66%
TB2-TB1b
28.12% | 13.75-46.75% 100% 78.2-100% 100% |  —-——- 39.47% 34.43-44.75%
>0.5Ul/ml

a: La valeur la plus élevé entre TB1/TB2

b: Résultat de la différence entre TB2-TB1

¢ Intervalle de confiance a 95%
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- Dans notre série de malades marocains, la sensibilit¢ du QTF-Plus dans le
diagnostic de la tuberculose active est de 96,88%, sa spécificité est de 73,33%,
sa VPP est de 88,57% et sa VPN est de 91,67%.

- On remarque une concordance entre la Se, Sp VPP et VPN du TB2 et du Sup TB1
TB2 avec les valeurs du QTF-Plus

- En variant le seuil de positivité on remarque :

v' En considérant un seuil de positivité de sup TBT1 TB2 a 0.11UI/mL on
obtient une Se a 100% et une VPN a 100% également.

v' En considérant un seuil de positivité de TB2-TB1 a 0.5Ul/mL, on obtient
une Sp a 100% et une VPP a 100% également.

- Ainsi chez un malade suspect de présenter une TB active, sur des arguments
cliniques et radiologiques, une valeur de sup TB1 TB2 inferieur a 0.11Ul/mL
permettrait d’éliminer une tuberculose

- Alors qu’une valeur de TB2-TB1 supérieur a 0.5Ul/mL permettrait de consolider

le diagnostic
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A- RAPPEL THEORIQUE

1- EPIDEMIOLOGIE DE LA TUBERCULOSE

a- LA TUBERCULOSE DANS LE MONDE [1]

En 2017, 10,0 millions de personnes ont développé la TB dont 5,8 millions
d'hommes, 3,2 millions de femmes et 1,0 million d'enfants.

Des millions de personnes continuent de contracter la tuberculose chaque
année. En 2017, la TB aurait causé 1,3 million de décés chez les personnes
séronégatives pour le VIH, et 300 000 déces supplémentaires dus a la tuberculose
chez les séropositifs.

On a recensé des cas dans tous les pays et dans tous les groupes d’age, mais
dans I’ensemble, 90% étaient des adultes (agés de 15 ans et plus), 9% des personnes
porteurs de VIH (72% en Afrique) et les deux tiers ont été répertoriés dans huit pays:
Inde (27%), Chine (9%), Indonésie (8%), Philippines (6%), Pakistan (5%), Nigéria (4%),
Bangladesh (4%) et Afrique du Sud (3%). Ces pays et les 22 autres figurant sur la liste
des 30 pays de I'OMS ou la charge de TB est la plus forte représentent 87% des cas
dans le monde.

Seuls 3% des cas dans le monde étaient enregistrés dans la Région européenne
de I'OMS, ainsi que 3% des cas dans la Région d’amérique du nord.

La gravité de I’épidémie est tres variable selon les pays. En 2017, la plupart des
pays a revenu élevé comptaient une incidence moins de 10 nouveaux cas pour 100
000 habitants. Dans la majorité des 30 pays ou la charge de la tuberculose est la plus
forte, ce chiffre était compris entre 150 et 400, et il s’élevait a plus de 500 dans

quelques pays, notamment I’Afrique du Sud, le Mozambique et les Philippines.
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b- LA TUBERCULOSE AU MAROQOC [2,6]

Le Maroc a réalisé des progrés importants dans la lutte anti tuberculeuse : les
taux de prévalence de mortalité par tuberculose sont réduits en 2016 par rapport a

2000. Figure -9-

(Taux pour 100 000 habitants par an)

|.|
AR ARL AR AR ARE AU AllE A0S Al

Mortalité de la TB
Figure -9- : taux de prévalence de mortalité par tuberculose, 2000-2016, Maroc [2]

En 2017, Selon les dernieres du Programme National de Lutte anti tuberculose
(PNLAT), 30897 cas de TB toutes formes confondues ont été enregistrés avec une
incidence de 88 nouveaux cas par 100000 habitants (vs 103 nouveaux cas en 2016).
TB pulmonaire : 52%, TB extra pulmonaire 48% ; avec prédominance masculine

M/F :1,5, Quant au nombre de déceés dus a la TB est estimé a 2964 déces (vs 3300 en
2016) [6]
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2- PHYSIOPATHOLOGIE ET HISTOIRE NATURELLE DE L’INFECTION

TUBERCULEUSE

a- BACTERIOLOGIE :

La TB humaine est une maladie infectieuse due principalement a un nombre
limité de variant d’une espece de Mycobactéries regroupées sous |’appellation de
«Complexe Mycobacterium tuberculosis» (MTB) :

e M. tuberculosis Hominis qui est la plus importante, connue aussi sous
I'appellation de BK pour « Bacille de Koch ». Cette derniere cause la
majorité des cas de TB humaine.

e M. bovis prédominante dans les régions d’élevages

e M. africanum située principalement en Afrique

L’homme demeure actuellement le principal réservoir naturel de M. tuberculosis
sa croissance est lente ce qui explique la nature chronique de I’affection, la complexité
du diagnostique microbiologique et I'intérét d’un traitement prolongé. [7]

Ces bacilles tuberculeux sont des bacilles aérobies a parois riches en lipides et
en cires, se multipliant lentement (20 heures en moyenne). Le poumon offre les
conditions idéales de multiplication aux bacilles : température a 37°C, obscurité et
richesse en oxygene. Dans le milieu extérieur ces bacilles sont rapidement détruits
par les rayonnements ultraviolets (lumiere solaire). [8]

b- PHYSIOPATHOLOGIE :

b.1- le mode de contamination [9]

La transmission du bacille de koch se fait essentiellement par voie aérienne
interhumaine directe a partir d’'un malade atteint de TB pulmonaire, bronchique ou de
la sphere orolaryngée. Suite a une toux reflexe ou éternuement, le patient malade
émet des particules infectantes appelées gouttelettes de FLUGGE, ces dernieres

peuvent rester en suspension dans |’air et sont susceptible d’étre inhalées par les
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sujets contact. Ces gouttelettes contiennent des Bacilles infectant qui persistent
jusqu'a 9h apres leur émission.

b.2- Histoire naturelle de laTB[9, 10, 11, 12]

Une fois inhalées les bacilles tuberculeux échappent au systeme muco-
épithélial cilié de I'arbre bronchique et se déposent au niveau des espaces alvéolaire
pulmonaire distaux, ces particules sont phagocytées par les Macrophages (M@s)
alvéolaires et/ou les cellules dendritiques (DCs) agissant comme sentinelles vis-a-vis
des agressions extérieures. Les M@s alvéolaires sont hautement permissifs vis-a-vis
de M. tuberculosis, favorisant sa multiplication. La mort de ces cellules, par nécrose
et/ou apoptose, permet a la fois la prise en charge des débris cellulaires par les DCs,
et la libération de facteurs solubles (cytokines : interféron gamma (INF-y),
I'interleukine 2 (IL2) et le facteur de nécrose des tumeurs (TNF-a) favorisant le
recrutement d’autres cellules comme les monocytes circulants, ainsi que la mise en
place d’une réponse inflammatoire. [10]

La réponse inflammatoire a la stimulation antigénique par le BK est
principalement médiée par les lymphocytes T CD4 via le CMH de type Il mais aussi les
lymphocytes T CD8 via le CMH de classe I. Une fois activés, ces lymphocytes
permettent la médiation de I’'inflammation via plusieurs profils :

- La réponse TH1 qui est induite par I'IL 12, est a 'origine de la production
d’INF y, d’IL 2 et de TNF o. Ces cytokines sont a I'origine de I’activation
intracellulaire microbicide des macrophages, ce qui initie et maintient la
formation du granulome.

- Laréponse TH2 qui est induite par I'lL4, produit I'IL5, I'IL10 et I’'lL13 qui sont
des cytokines importantes dans la réaction inflammatoire médiée par les

anticorps. [12]
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Les LT CD8 quant a eux sont activés par la présentation de peptides
antigéniques par le CMH de classe I. les cellules T CD8 produisent des cytokines et
expriment des activités cytolytiques spécifique en formant un manteau externe
entourant les granulomes. A I'origine, on pensait que les antigénes exogénes restent
dans le compartiment endocytaire et ne peuvent donc étre présentés que par la voie
du CMH de classe Il, alors que les antigeénes nouvellement synthétisés ont la possibilité
de s'associer aux molécules du CMH de classe |, cependant apres plusieurs études,
ses antigenes se trouvent capable a pénétrer dans le compartiment cytoplasmique et
accéder a la voie de CMH classe | ce qui indique la capacité des LT CD8 a étre réactives
aux antigenes sauvages et/ou mutantes.

Dans 90 % des cas, la réponse immunitaire de |’organisme prévient la
prolifération des mycobactéries et controle I'infection en 3 a 9 semaines. Il s’agit
d’une TB latente. Toutefois, des BK peuvent persister a |’état quiescent dans les
macrophages sous un mode réplicatif lent ou non. Une TB peut survenir lors d’une
baisse de I'immunité cellulaire ou lors d’une réinfection. Ce risque est majoré aux
ages extrémes de la vie notamment chez les enfants de moins de 5 ans et les sujets
de plus de 75ans. D’autres situations favorisent également le passage a la TB telle la
malnutrition, la précarité, I'insuffisance rénale, le diabéte mais aussi I'infection par le
virus d’immunodéficience humaine (VIH) ou la progression atteint les 10 % dans les
pays a forte endémie tuberculeuse.

L’évolution vers la tuberculose maladie survient dans 50 a 80% des cas dans les
deux années qui suivent I'infection initiale. Ce risque décroit progressivement par la

suite mais semble s’étendre sur toute la vie. [9] Figure -10-

M. ayoub chaar 50



L’apport du QTF plus dans le diagnostic de la tuberculose maladie These N°046/20

Alveolar
Innate immunity \ pneumocytes o b
No detectable T cell priming (IGRA neg., TST neg.) a3
\\ \ -
NK<cells Cleamn_ce of 1. Close contacts
Neutrophils ir- Infection ) inhale M.tb
k. O®
L A & < P '
oy © 6 NK-T cells }“ . ¥
Macrophages £ & n 2.~ 50 % or more of exposed ‘ q
: icidi persons have no immuno '
e B diagnostic evidence of M.th
| sensitisation and may remain €
Adaptive Immunity uninfected through
Evidence of T cell priming (IGRA pos.. TST pos.)* sterilizing immunity *
|y Th1,Tha & Th17 f' 3.The remainder of exposed persons have

Tcell o

A ™
1 CD4 Naive
hpid 9 Teell ’\\

conversion of TST or IGRA and a
proportion have presumed infection™

I
T

containment

6. Reversion ofTST or IGRA
(Acute or chronic resolving
infection) ~ 2 to 5%

Macrophage |

D8 Naive
T cell

CD8" Tcells

-

v 5. Clinically detectable
N, | Z.Reinfection ] a.rsi” active or subclinical
- disease

t )

Figure -10- : Immunité antituberculeuse, tuberculose infection, tuberculose maladie

et tests de détection de I'infection [11]

3- LE DIAGNOSTIC DE LA TUBERCULOSE MALADIE

a- LA CLINIQUE [7,13]

Le diagnostic de tuberculose pulmonaire est évoqué devant un contexte
épidémiologique, en présence de signes généraux, de signes respiratoires associés
ou non a des signes extra respiratoire et des lésions radiologiques évocatrices.

Tandis que les localisations extra pulmonaires sont plus difficiles a

diagnostiquer du faite de la variété de leur présentation clinique.
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a.1- Signes généraux : [13]

Les signes généraux sont marqués par :

une fievre généralement modérée et a prédominance nocturne. Elle peut

prendre un aspect oscillant avec des frissons dans certaines formes séveres.

- Les sueurs nocturnes sont tres fréquentes, surtout dans les formes évoluées
de tuberculose.

- Une altération de I’état général (AEG) est observée mais souvent négligées
par les patients. L’amaigrissement peut, dans les formes graves, dépasser
10 kg.

- L’anorexie et I’asthénie, fréquentes dans la tuberculose évoluée, peuvent

étre les seuls signes de la maladie.

a.2- Signes cliniques respiratoires : [7]

Les signes respiratoires fonctionnels sont dominés par :

- Latoux qui devient de plus en plus fréquente au cours des semaines et ne cede
pas aux traitements symptomatiques. Elle peut étre productive ou non
productive.

- Les hémoptysies ne surviennent que dans 10 % des cas, mais inquietent le
malade et orientent rapidement vers le diagnostic.

- La dyspnée traduit une forme évoluée de la maladie.

- Les douleurs thoraciques sont peu fréquentes.

La encore, la persistance de ces signes plus de 3 semaines avec ou sans
traitement symptomatique doit orienter vers le diagnostic et conduire a prescrire une
radiographie.

Quant a I’examen clinique du thorax, il reste remarquablement négatif,

contrastant avec I'importance des signes cliniques et radiologiques
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a.3- Signes cliniques extra respiratoires : [7]

Un examen clinique approfondi est parfois nécessaire, a la recherche de
localisations extra pulmonaires. Ces signes sont trés nombreux et dépendent de la
localisation de la maladie :

- Localisation pleurale : toux seche, douleur de type pleurale, dyspnée

- Localisation ganglionnaire : adénopathies (ADP) indolore, non-inflammatoire,
souvent cervicales, évoluant vers la un ramollissement et une fistulisation

- Localisation rachidienne : début insidieux, douleurs rachidiennes a début
mécanique puis inflammatoire, souvent dorsale, associée a un déficit
neurologique

- Localisation ostéo-arthrite : arthrite subaiglie s’aggravant progressivement
typiqguement mono-articulaire au niveau des grosses articulations

- Localisation méningo-encéphalique : syndrome méningé, obnubilation et
déficit focal

- Localisation uro-génitale : prédominance masculine, atteinte urinaire et
génitale souvent simultané

- Localisation péritonéale : évolution insidieuse d’une ascite fébrile avec AEG

- Localisation gastro-intestinale : douleurs abdominales, anorexie,
vomissements, troubles de transit, siege souvent au niveau iléo-caecale ne
sont pas spécifiques.

- Localisation péricardique : douleur rétro sternale fébrile avec dyspnée

- Localisation oculaire : non spécifique, souvent uvéite granulomateuse, ou
tuberculomes choroidien

- Autres : en fonction de I’atteinte tuberculeuse
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b- EXAMENS PARACLINIQUE [9,14]

b.1- Imagerie :

L’imagerie radiologique est demandé en fonction de la localisation ou de
I’organe suspecté d’étre atteint de tuberculose.

Elle comportera généralement une radiographie standard ou une
tomodensitométrie pour les formes endothoraciques, abdominales ou ostéo
articulaires ou une échographie cardiaque pour sa forme péricardique.

b.2- Bactériologie : [9, 26, 27, 28]

b.2.1- Examen direct

La confirmation de la tuberculose est toujours bactériologique.

Classiquement, elle se fait par la mise en évidence de bacilles acido-
alcoolorésistants (BAAR) a I’'examen microscopique et par I'identification des bacilles
tuberculeux apres leur mise en culture sur des milieux spécifiques. La microscopie
classique optique apres coloration au Ziehl-Neelsen ou a I’auramine (microscopie a
fluorescence) est une technique rapide, peu couteuse et assez spécifique dans les
régions de haute incidence. Leur sensibilité par rapport a la culture peut varier de 50a
80% [26]. Figure-20-

b.2.2- Culture :

La culture reste I’essence du diagnostic de tuberculose. Celle réalisée sur milieu
solide de lowenstein Jensen est lente (3a 8semaines) Figure-21-. L’utilisation de
systemes de cultures sur milieux liquides permet de réduire le temps de détection a

10 jours et de tester plus rapidement la sensibilité aux antituberculeux.
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Figure -12- colonies jaunes rugueuses de Mycobacterium tuberculosis en culture

sur milieu solide [28]
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b.3- histologie : [28]

Les biopsies sous fibroscopie, coelioscopie, coloscopie, ou laparotomie,
intéressent plusieurs sites tels que muqueuse bronchique, plévre, foie, ganglion,
péritoine, iléon.

- L’aspect macroscopique peut étre évocateur du diagnostic comme c’est le cas
des granulations, des adhérences...

- L’étude microscopique de ces prélevements va soutenir le diagnostic en mettant
en évidence le granulome épithélioide et giganto-cellulaire avec nécrose
caséeuse d’autant plus spécifique de la tuberculose mais reste non
pathognomonique.

b.4- Biologie standard [9]

La numération formule sanguine et les analyses biochimiques de routine sont
souvent normales au cours de la tuberculose pulmonaire. La protéine-C-réactive
(CRP) est élevée chez 85 % des patients. Dans les formes évoluées de la maladie, une
anémie normocytaire, une hyperleucocytose ou une monocytose sont observées.
L’hyponatrémie secondaire a un syndrome de sécrétion inappropriée de I’hormone
antidiurétique ou a une insuffisance surrénalienne peut étre observée. Une
hypoglobulinémie avec hypergammaglobulinémie peuvent survenir plus tardivement.
Une leucocyturie aseptique a I’ECBU doit faire pratiquer une recherche de BK dans les
urines.

b.5- Test Immunologiques

b.5.1- LINTRADERMO-REACTION (IDR) [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21]

L’intradermoréaction (IDR) a la tuberculine, mise au point par Mantoux en 1910,
est le plus vieux test diagnostique encore utilisé a ce jour. Elle explore
I’hypersensibilité retardée induite par un premier contact avec M. tuberculosis. Mise

au point il y a plus de cent ans, elle utilise désormais un extrait antigénique ou dérivé
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protéique purifié (PPD), obtenu a partir de souches de M. tuberculosis tuées par la
chaleur. Ce dernier est constitué de plus de 200 protéines plus ou moins dénaturées.
Dans les années cinquante, I’OMS a standardisé la production et I'utilisation de la
tuberculine : un test cutané se définit par le nombre d’unités (TU) injectées (5 TU
correspondant a 0,0001 mg de PPD-S).

Les professionnels de santé doivent maitriser parfaitement la réalisation de
I’IDR pour en assurer la reproductibilité : injection rigoureusement intradermique,
exsangue, sur la face antérieure de I’avant-bras de 0,1 mL de tuberculine pendant la
premiére consultation médicale. Cela fait apparaitre une papule par souléevement du
derme. La tuberculine entraine une libération locale de plusieurs lymphokines qui
donnent en 72 H une infiltration localisée de la peau. [15] Figure -13,14-

Mais son indisponibilité sur le marché marocain fait qu’elle soit de moins en

moins utilisée.
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Figure -13- : Réaction d’hypersensibilité retardée a la tuberculine [16]
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" .

Figure —-14- : Réalisation du test IDR

La lecture et l'interprétation du résultat de I'IDR nécessite une deuxieme
consultation a 72H d’intervalle, et dépend de plusieurs facteurs figure -15-, Les plus
importants sont la vaccination par le BCG, la prévalence de I'infection tuberculeuse
dans la population concernée et I’age du sujet [17]. Le diametre de I'induration est a

mesurer transversalement par rapport au sens de l'injection, non pas I’érytheme.

figure-16-

Figure-15- interprétation de I'IDR [18]
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Figure —-16- technique de lecture [19]

Les principaux avantages de I'IDR sont son colt modique et I'apparente
simplicité de sa réalisation qui ne nécessite pas d’infrastructure lourde. [20]

Par contre ses désavantages sont nombreux :

- Réaction croisée avec le bacille BCG conduisant a des faux positifs et expliquant
la stimulation observée apres des IDR rapprochées « effet booster» ;

- Réactions croisées avec les mycobactéries atypiques de I’environnement
conduisant a des faux positifs ;

- Lecture subjective, opérateur dépendante ;

- Fausse négativité par anergie post infectieuse virale ou post vaccinale

(lymphomes, VIH) ;
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- Fausse négativité ou faible réponse en cas d’immunosuppression, chez des
sujets a fort potentiel évolutif vers une tuberculose maladie ;

- Absence de consensus sur les doses utilisées de tuberculine (5 TU ou 10 TU)
ayant un impact sur le diametre d’induration ;

- Nécessité de deux visites, I’'une pour réaliser le test, ’autre pour sa lecture : on
estime a environ 30% les patients non complaints qui ne se présentent pas pour

la lecture [21]

b.5.2- LES TESTS DE LIBERATION DE L'INTERFERON GAMMA (IGRA) [5, 22, 23,
24]

Les tests de libération d'interféron INF-y (IGRA) sont des tests immunitaires in
vitro qui ont été introduits ces dernieres années en tant qu'alternative au IDR. Les
IGRA reposent sur la détection d'une réponse immunitaire des cellules T vis-a-vis des
antigenes spécifiques du complexe M. tuberculosis (early secretory antigenic target
(ESAT-6), protéine de filtration en culture (CFP-10) et/ou TB7.7) absentes de toutes
les souches de BCG et de la plupart des mycobactéries autres que la tuberculose a
I’exception de M. kansaii, M. szulgai et M. marinum. Depuis les années 2000, il existe

sur le marché trois tests commerciaux approuvés

® ®
e Le test QuantiFERON -TB Gold Plus (QFT -Plus) qui est la 4eme génération
des tests QuantiFERON (Cellestis Limited, Canergie, Australia)
e Le test T-SPOT.TB® (TSpot) (Oxford Immunotech, Oxford, UK).

e Le test LIOFeron® TB/ITL (Lionex®) nouveau test lancé en 2019
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b.5.2.1- QuantiFERON® -TB Gold Plus [5, 22]

. Principe : [5]

Le QuantiFERON-TB Gold Plus (QTF-Plus) est un test qui mesure les réponses
immunitaires a médiation cellulaire (CMI) aux antigenes peptidiques simulant les
protéines mycobactériennes (ESAT-6 et CFP-10). Les individus infectés par des
organismes du complexe M. tuberculosis ont généralement dans leur sang des
lymphocytes qui reconnaissent ces antigéenes mycobacteriens et d’autres. Ce
processus de reconnaissance implique la génération et la sécrétion de la cytokine,
IFN-Y.

La détection et la quantification ultérieure de I'IFN-y constituent la base de ce
test.

Jusqu’a présent, seules les cellules CD4 ont été testées par les IGRAs. Le
nouveau test QTF-Plus porte maintenant non seulement sur la réponse a CD4, mais
également sur la réponse a CD8 sous prétexte que ces cellules ne sont activées et ne
secretent 'IFN-y qu‘en présence d’une infection récente ou d’une maladie active.

Figure -15-
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Figure -17- différents génération des tests QuantiFERON (Cellestis Limited,
Canergie, Australia)
e Technique : [5]
> Des échantillons de sang total sont prélevés dans 4 tubes spéciaux :

o L’un contient le mitogene, et sert de témoin positif.

o L’un ne contient pas d’antigene, et sert de témoin négatif.

o L’un contient les antigenes spécifiques de Mtb a peptides longues (ESAT-6,
CFP-10, TB7.7) pour stimulation CD4.

o Le dernier contient les antigenes spécifiques de Mtb a peptides longues
(ESAT-6, CFP-10, TB7.7) plus 6 autres peptides courtes pour stimulation des
lymphocytes CD4 et CDS.

> Les tubes sont agités pour mélanger I’antigéne au sang.
> Une incubation des tubes a 37°C + 1°C pour obtenir du plasma. Elle doit étre
réalisée dans les 16 heures suivant le prélevement, pour une durée de 16 a 24

heures.
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> Une centrifugation des tubes pendant 15 minutes, pour séparer les cellules du

plasma.

> Le plasma est déposé sur la plaque ELISA du test pour mesure de I'INF y par densité

optique et un calcul de sa concentration en Ul/mL. Figure -18-

/tep 1 / Step 2\ \

, ' Step 3. S\‘ep 4.
Blood >1 Mixing of Pk \ ELISA ‘ Calculation of
\Collecny \\tubes/ \ \ / results

Figure -18- technique de réalisation du QTF-Plus [22]

Step 5.

e Résultats : [5]

Le test QTF-Plus est soit positif, négatif ou indéterminé. Le seuil de positivité

est fixé par le constructeur a 0,35 Ul/mL (TB1-nul et/ou TB2-nul > 0,35 Ul/m) Figure

-19-
Nil (IU/ml)  TB1 minus il TB2 minus Mil Mitogen minus  QFT-Plus Result  Report/interpretation
(U mil) (U ml) Mil (U /ml)*
<8.0 =0.35 and Any
25% of Nil A Posifive! M. lubarculosis
~0.35 and " ouive infection likely
Any 25% of Nil
<0.35 or =0.35 or )
20.35 and >0.35 and 20,50 Negative .’“F- *“."“"N”“S*T”rk
<25% of Nil <25% of Nil Inmmcion T ikaly
<(0.35 ar <0.35 ar Likelhood of
=0.35 and =0.35 and =0.50 ndatarminret M. tuberculosis
<25% of Nil <2 5% of Nil ndeterminare infection cannat be
280 Any determined

Figure -19- tableau d’interprétation du résultat du QTF-Plus [5]
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> Lorsque le test QTF est positif, il s’agit :

D’un « vrai positif » qui traduit la présence dans le sang de lymphocytes T
mémoires (CD4 et/ou CD8) spécifiques de M. tuberculosis. Si le résultat du
TB2 est plus marqué que celle du TB1, elle peut indiquer que I’exposition
a la TB est récente ou il s’agit d’'un TB maladie

D’'un « faux positif » qui traduit de rares cas de colonisations ou
d’infections par des mycobactéries atypiques partageant les genes ESAT 6
et CFP10 avec M. tuberculosis. Il s’agit de M. kansasii, M. marinum ou M.

szulgai. (Tres rare)

> Lorsque le test QTF est négatif, il s’agit :

D’un « vrai négatif » qui signifie I’'absence de contage par M. tuberculosis.
D’un « faux négatif » qui peut étre en rapport avec une exposition tres
ancienne a M.tuberculosis, associée a une diminution de la réponse
mémoire effectrice. En raison d’une immunodépression acquise ou
modification du répertoire antigénique impliqué dans des réponses

mémoires spécifiques.

> Lorsque le test QTF est indéterminé

Soit le résultat du tube « contrdle nul » est positif. Dans ce cas il s’agit
d’une activation in vivo du systeme immunitaire, induisant une sécrétion
spontanée d’INF vy.

Soit le résultat du tube « mitogéne » qui est négatif. Il s’agit alors d’une
incapacité du systeme immunitaire a développer une réponse

lymphocytaire T fonctionnelle.
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b.5.2.2- T-SPOT.TB :

e Principes et résultats : [23]

Le test T-SPOT.TB utilise la méthode ELISPOT (enzyme-linkedimmunospot) pour
énumérer les LT sensibilisés aux antigenes de la tuberculose a la suite d'une
exposition aux mycobactéries de la tuberculose. Les LT sensibilisés sont détectés en
capturant I''IFN-y sécrété apres une stimulation in vitro avec les antigenes de la
tuberculose (ESAT-6, CFP10). L'IFN-y est capturé par des anticorps spécifiques a la
surface d'une membrane et, apres l'ajout d'un substrat, est visible sous forme de
points. Le nombre de points obtenus représente le nombre de LT sensibilisés dans
I'échantillon. Les résultats du test T-SPOT.TB sont signalés comme positifs, négatifs,
invalides ou limites, en fonction du nombre de spots produits. Les résultats du T-
SPOT.TB sont signalés comme positifs, négatifs, invalides ou limites, en fonction du
nombre de spots produits

b.5.2.3- LIOFeron® TB/ITL : [25]

En 2019, Lionex GmbH (Braunschweig, Allemagne) a introduit un nouveau test
IGRA appelé LIOFeron1 TB/ITL. Ce test est concu comme QuantiFERON-TB Glod Plus,
comportant 4 tubes (Nul, TB-A, TB-B et Mitogene) mais il differe fortement car dans
LIOFeron1 TB/ITL le premier tube antigene (TB-A) contient comme antigenes ASAT-
6, CFP-10 et TB7.7 pleine longueur, et dans le deuxiéme tube d’antigene (TB-B), un
nouveau antigene : ALANINE-DESHYDROGENASE (Ala-DH) recombinant hautement
purifié est inclus. Aucun autre antigene ou peptide n’est inclus dans le deuxieme tube
d’antigene (TB-B).

Ala-DH a une propriété intéressante, c’est qu’il aurait été impliqué dans
I’adaptation du BK au stade dormant anaérobie de I'infection tuberculeuse latente, ce
test est ainsi concu pour une sensibilité meilleure au diagnostic de la ITL.

L’interprétation des résultats du test sont représenté au Tableau -14-
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Tableau -14- interprétation des résultats du LIOFeron1 TB/ITL

NC

Negative Control [IU/mL]

TBA-NC

TB antigen A minus
Negative Control [IU/mL]

TB B - NC

TB antigen B minus
Negative Control [IU/mL]

PC-NC
Positive control minus
Negative Control [IU/mL]

Result

<8.00

<0.35

<0.35

>0.35and < 25 % of
Negative Control value

20.35and < 25% of
Negative Control value

<0.35

20.35and < 25 % of
Negative Control value

>0.35and < 25% of
Negative Control value

<0.35

=0.50

>0.35and 2 25 % of
Negative Control value

not relevant

not relevant

20.35and =225 % of
Negative Control value

not relevant

<0.35

<0.35

=0.35and < 25% of
Negative Control value

=0.35and < 25 % of
Negative Control value

<0.35

20.35and < 25% of
Negative Control value

>0.35and <25 % of
Negative Control value

<0.35

<0.50

>8.00

not relevant

not relevant

not relevant

Negative

Indeterminate

b.5.3- COMPARAISON ENTRE L’IDR ET IGRA : [24]
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Figure -20- Comparaison des deux tests de quantification de la libération

d’interféron gamma par les lymphocytes T sensibilisés par les antigenes de M.

tuberculosis avec I'intradermoréaction [24]
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Les tests IGRA constituent actuellement une méthode validée pour diagnostic
de I'ITL, alors que leur place reste controversée dans le diagnostic de la tuberculose
évolutive [24].

b.6- Technique de biologie moléculaire : [9, 26, 27]

b.6.1- Technique d’amplification génique, la Polymérase chain reaction (PCR)

Les techniques de biologie moléculaire notamment la polymérase chaine
réaction (PCR) constituent un progres récent dans le diagnostic de la tuberculose. La
PCR permet de détecter rapidement la présence d’acides nucléiques de bacilles du
complexe Mycobacterium tuberculosis et par conséquent pallient la lenteur de la
culture.

Leur sensibilité est de 95 a 100 % lorsque I’examen microscopique est positif,
et de 50 a 70 % en cas de bacilloscopies négatives. Leur spécificité est en moyenne de
97%. [9]

Un résultat négatif ne peut pas exclure le diagnostic de tuberculose.

Ces techniques de biologie moléculaire offrent la possibilité d’obtenir des
résultats beaucoup plus rapides que les méthodes classiques des proportions. Elles
constituent un outil intéressant de détection de souches résistantes a la rifampicine,
I'isoniazide et aux antibacillaire de deuxieme ligne, trés bon marqueur de la
multirésistance (MDR), ce qui permet d’instaurer précocement un traitement adapté.
Cette techniques est surtout utilisé dans la TB méningée par PCR du liquide
céphalorachidien aprés ponction lombaire. [27]

Cependant, a I’heure actuelle, ces techniques de biologie moléculaire, rapides
et fiables, ne peuvent pas remplacer la culture et ne sont pas encore de pratique
courante dans tous les pays. Ainsi, les méthodes bactériologiques classiques restent

la référence [26]

M. ayoub chaar 67



L’apport du QTF plus dans le diagnostic de la tuberculose maladie These N°046/20

b.6.2- Xpert MTB/RIF (Genexpert) [28]

Il s’agit d’une PCR en temps réel automatisée qui détecte la présence du Mtb en
méme temps que les mutations les plus fréquentes (résistance a la rifampicine) en
moins de 2 heures. Sa sensibilité est supérieure a 95 % lorsqu’il s’agit de prélevements
respiratoires ayant un examen direct positif, et varie entre 65 et 77 % en cas d’examen
microscopique négatif.

Cela peut s’expliquer par le fait que I’extraction des acides nucléiques se fait
automatiquement dans la cartouche, il n’y a ni perte ni contamination par de I’ADN.
Sa spécificité est tres élevée (97 % a 100 %). Son apport dans le diagnostic de la
tuberculose extra pulmonaire est intéressant puisque sa sensibilité est de 77,3 % et
sa spécificité est de 98,2 %. Il a été noté une meilleure détection dans les urines et les
selles avec une sensibilité qui avoisine les 100 % versus 69 % pour les tissus.

Cependant, un examen Genexpert négatif n’exclut pas le diagnostic de tuberculose.
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B- APPORT DU QTF-PLUS DANS LA TUBERCULOSE ACTIVE

1- Intérét de I’étude de la réponse CD8 au cours de la tuberculose active :

Le role des lymphocytes T CD4 sécrétant I'lFN- y est, depuis longtemps, établit
comme étant une composante essentielle de la réponse immunitaire protectrice
contre M. tuberculose [29-34].

Cependant, I'importance d'autres populations de Ilymphocytes T dans
I'immunité protectrice contre la tuberculose s’est dévoilé plus récemment, mais
restant toujours controversé.

Il y a de plus en plus de preuves, suite a des études sur souries infectées et
études humaines, qui proposent I’existence d’un roéle majeur des lymphocytes T CD8
+ spécifiques dans le controle de l'infection par Mtb. Les cellules T CD8+ spécifiques
a Ag peuvent sécréter des cytokines, notamment I'lFN-y, qui activent les mécanismes
mycobactéricides des macrophages [35-37,38]

Suite a ces découvertes récentes, La société Qiagen a développé une nouvelle
génération du test QFT, QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus), avec de nouvelles
formulations de peptides ESAT-6 / CFP-10 contenus dans deux tubes, le tube 1 (TB1)
et le tube 2 (TB2). TB1 contient des cocktails de peptides synthétiques relativement
longs pour stimuler principalement les lymphocytes T CD4 +, tandis que le TB2
contient également de courtes cocktails de peptides pour stimuler les lymphocytes T
CD4 + et CD8 + [39].

Deux études récentes ce sont intéressé a objectiver la réponse des LT CD4 et
LT CD8 en contact avec les antigenes des TB1 TB2

e La premiere faite par Petruccioli et collegues, en 2016, qui rapporte
principalement que TB1 a provoqué une réponse des lymphocytes T CD4

tandis que TB2 a induit des réponses CD4 et CD8. [40]
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e La deuxieme étude réalisée par Allen et collegues, en 2018, ses principaux

résultats sont : [41]

v l’identification des clones de lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques qui
reconnaissent différentes régions couvrant la longueur de la protéine CFP
10 dans Mtb a tester directement dans des tubes QFT-Plus TB1 et TB2,
suivis d'une détection d'interféron-gamma par I'ELISA QFT-Plus.

v"  Ces clones ont montré des réponses spécifiques aux différents tubes QFT-
Plus, le clone des cellules T CD4 a montré des réponses dose-dépendantes
aux tubes TB1 et TB2, tandis que les clones des cellules T CD8 ont montré
des réponses spécifiques et ciblées au tube QFT-Plus TB2 par rapport aux
tubes QFT-Plus TB1 utilisant le QFT-Plus ELISA.

v"  Ce test a fournit une preuve directe de la spécificité de la réponse médiée
par les cellules T CD8 dans les tubes QFT Plus TB2.

a- Fonctions effectrices des lymphocytes T CD8+ (Etudes murines et études

humaines):

Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ partagent plusieurs fonctions effectrices qui
médie des activités anti mycobactériennes.

> Etudes murines :

Tout d'abord, lors de [l'activation, les deux types de cellules sécretent de
I'interféron gamma (IFN- vy), Une cytokine puissante qui favorise le controle
immunologique de l'infection a Mtb. Souris déficientes en IFN- y sont tres sensibles a
I'infection par Mtb [42,43].

D’autre part, les souris, chez qui le gene du récepteur de I'lFN-y est muté, sont

sujets a une infection par des mycobactéries atypiques [44].
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Sur le plan pathogénie, 'lFN-y active les macrophages infectés pour neutraliser
les bactéries intracellulaires et possede des effets immunomodulateurs
supplémentaires spécifique a l'infection par Mtb [45].

» Etudes humaines :

Chez I'homme, les CD4+ et CD8+ liberent le contenu des granules cytotoxiques
lors de l'activation [46-48].

Ces granules contiennent différents cytokines (la Perforine, du Granzyme B et
du Granulysin) qui peuvent tous jouer un role dans le contréle des infections
intracellulaires. La Perforine établit des pores dans la membrane cytoplasmique,
permettant I'entrée du Granzyme B, qui médie I'apoptose des cellules infectées. [49,
50]

Enfin, la Granulysin est une molécule bactériostatique qui inhibe directement la
croissance de Mtb [51,52].

Les lymphocytes T CD8 peuvent également produire une variété de cytokines, y
compris IFN-y, IL-17, TNF, IL-10, IL-2 et TGF-B et ceux-ci ont été rapportés dans des
études humaines sur la TB [53].

La production d'IFN-y par les lymphocytes T CD8 est considérée comme un
important médiateur de la protection. La production de cytokines pro-inflammatoires
est supposée étre importante pour activation des cellules qui hébergent le Mtb, en
particulier les macrophages. Bien que le mélange de cytokines nécessaire a I'activation
des macrophages humains pour maitriser Mtb soit controversé, la plupart pensent
qgue I'lFN-y et TNF sont primordiales pour cette fonction. [54]

Par la suite, une hypothése a été émise par Lewishon et collégues que puisque
Les lymphocytes T CD4+ reconnaissent toutes les cellules infectées, peut-€étre que
les lymphocytes T CD8+ ne peuvent préférentiellement reconnaitre que les cellules
fortement infectées. lls ont conclut que les cellules CD8+, utilisent préférentiellement

la voie d'exocytose granulaire, et reconnaissent les cellules fortement infectées, leurs
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données rapportées affirment aussi un role essentiel que peut jouer les lymphocytes
CD8+ dans la surveillance de la réponse immunitaire de I'hote a l'infection par Mtb.
[55]

b- Variation de la réponse des lymphocytes T CD8+ entre la tuberculose

maladie et |la tuberculose latente :

Une infection latente a Mtb se caractérise par la réponse immunitaire cellulaire
spécifique de Mtb en I’absence de symptomes cliniques.

Les Réponses des lymphocytes T CD8 + spécifiques de Mtb contre ESAT-6 ou
CFP-10 ont été détectés principalement chez les patients atteints de tuberculose
active par rapport aux sujets ITL, Cette hypothése est appuyée par une étude récente
réalisé chez des enfants montrant que les lymphocytes T CD8 + spécifiques du MTB
détecté chez une tuberculose active, mais pas chez des enfants en bonne santé
exposés aux Mtb, malgré le fait que des fréquences similaires les réponses des
lymphocytes T CD4 + étaient présentes dans les deux groupes. [56,57]

Des différences phénotypiques et fonctionnelles majeures ont été observées
entre les sujets TB et ITL. Les lymphocytes T CD8 + spécifiques de Mtb étaient
principalement composés de Temra (CD45RA + CCR7 -), co-exprimant 2B4 et CD160
dans ITL et de Tem (CD45RA - CCR7 -), exprimant 2B4 mais dépourvu de PD-1 et
CD160 chez les patients tuberculeux. Le profil des cytokines n'était pas
significativement différent dans les deux groupes. La prolifération des lymphocytes T
CD8 + spécifiques au Mtb était également plus importante chez les patients atteints

de TB extra pulmonaire que de TB pulmonaire. [56]
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2- performance diagnostiqgue du QTF :

Depuis les années 2000, de nouveaux tests sont crées et développés pour la
détection rapide des cas de TB active, et sont en perpétuelle évaluation de leur
performance diagnostic a fin de renforcer les programmes de contréle nationaux de
lutte antituberculeuse. Tout cela entre dans le cadre de la réalisation de I’objectif
d’éradication de la Tuberculose, les personnes atteintes de tuberculose active doivent
étre rapidement identifiés et traités pour interrompre la transmission de l'infection au
sein d'une population.

Le QTF est une nouvelle méthode immunologique réalisée in vitro a partir de
prélevements veineux périphériques. Il continu depuis leur validation a susciter de
I'importance en matiere d’évaluation de leurs performances.

Si la place des IGRAs, plus spécifiquement le QTF, dans la détection de I'ITL est
définie actuellement [58].

a- Sensibilité (Se) et Spécificité (Sp) du QTF-Plus

- La Se est la proportion de vrais positifs parmi les personnes malades, elle
permet d’éliminer les faux négatifs. Alors que la Sp est la proportion de vrais
négatifs chez les non-malades et permet d’éliminer les faux positifs.

- Dans notre série on a évalué les performances du Qtf-Plus chez des patients
hospitalisés suspect de tuberculose. On a conclu a une Se de 96.88% et une Sp
de 73,33% ce qui garde une place importante dans le diagnostic de la
tuberculose maladie.

- L’analyse de la littérature trouve une multitude de travaux qui se lance dans
cette évaluation avec de différentes méthodologies de collecte de patients et
de localisation tuberculeuse visée. On a retrouvé une Se allant de 85% a 98,9%
et une Sp variant de 84,2 % a 100 %. Les données des études analysées sont

représentées dans le Tableau-15-
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Tableau-15- : Se et Sp du QTF-Plus rapportés par la littérature et notre étude

Auteur Date Titre Pays N Se Sp
Multicenter study of QuantiFERON W -TB
D. J. Horn ) . , ] USA-
2018 | Gold Plus in patients with active 164 |93,02% | ——-
[59] ] JAPAN
tuberculosis
Equal sensitivity of the new generation
Hoffmann uantiFERON-TB Gold plus in direct
2016 | QUantiFERON- P Germany | 458 | 89.5% |84.2%
[60] comparison with the previous test
version QuantiFERON-TB Gold IT
Sensitivity and specificity of
Takasaki QuantiFERON-TB Gold Plus compared
i
61] 2017 |with QuantiFERON-TB Gold In-Tube and Japan 216 |98,9% (98,1%
T-SPOT.TB on active tuberculosis in
Japan
Specificity of QuantiFERON-TB Plus : a
Siegle [62] {2018 | new generation Interferon-gamma USA 262 -——  198,1%
release assay
Analytical evaluation of QuantiFERON-
Petruccioli Plus and QuantiFERON- Gold In-tube )
2018 ) ) i ) Italie 179 90% |100%
[63] assays in subjects with or without
tuberculosis
o First characterization of the CD4 and
Petruccioli ) )
[40] 2016 | CD8T-cell responses to QuantiFERON- Italie 57 85% |100%
TB Plus
Evaluation of QuantiFERON-TB
) ) Gold Plus for Detection of
Lina Yi [65] [2016 i ) Japon 374 196,2% [96,7%
Mycobacterium tuberculosis
infection in Japan
83%
L. The sensitivity of the QuantiFERONW-TB VIH+
Telisinghe |2017 | Gold Plus assay in Zambian adults with | Zambie | 108 85% -
[66] active tuberculosis VIH-
80%
L Expérience du service de pneumologie a | Maroc,
Notre serie |[2019 | | ) o _ . 47 96,80 |73,33
I’hopital Militaire Moulay Ismail Meknes
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Deux méta-analyses trés récentes réalisées, en 2019, ont permis une
décortication de la plus parts des travaux évaluant les deux dernieres générations du
test QTF en matiére de tuberculose maladie. [66, 67]

La premiere étude méta-analytique mené par Giovanni Sotgiu et al. Elle
regroupe un ensemble de 15 autres études sur différents groupe d’échantillons, leurs
taille variait selon les catégories testées: de 27 a 164 patients dans le groupe TB
active, de 29 a 1031 dans le groupe ITL, et de 10 a 212 dans le groupe donneurs
sains. [67]

Ses principaux résultats étaient comme suite :
v' La Se moyenne calculée de QFT-Plus-TB1 pour la tuberculose active était de
91% (IC a 95% = 0,79-0,98).
v' La Se moyenne calculée de QFT-Plus-TB2 pour la tuberculose active était de
95 % (IC 95% = 0,88-0,99).

v" L’inclusion de peptides au TB2 a augmenté la sensibilité du test QTF sans

affecter la spécificité du test.

Lors de la deuxieme étude menée par Babak Pourakbari et al. Regroupant 11
articles ont été retenus selon les criteres d’inclusion, 2724 personnes ont été
recrutées au total. L'age médian des cas inclus était de 41 ans (35-53 ans). [68]

Sa conclusion regroupe les points suivants :

e la Se moyenne du test Qtf-Plus est 94% (IC 95% = 89%-97%),

e la Sp moyenne du test Qtf-Plus est 96% (IC 95% = 94%-98%)

e Le test QFT-Plus a démontré une sensibilité plus élevée que QFT-GIT chez les
personnes agées. La sensibilité de QFT-GIT diminue avec l'age, en particulier

chez les participants plus agés (= 75 ans)
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b- OQtf-Plus peut-il différencier TB active et ITL ?

Dans I’étude de Meng-rui et collegues [69], qui s’est concentré sur la réponse
des lymphocytes T CD8 seule mesuré par le QTF-Plus et leur intérét apporté.

Il s’agit d’une étude prospective, recrutant un ensemble de 336 participants de
deux centres en Taiwan (118 contacts non infectés, 105 ITL, 113 TB actives) chez qui

le test Qtf-plus et Qtf-GIT ont été réalisé. Ses principaux résultats sont :

Le taux de concordance entre QFT-GIT et QFT-Plus est élevé (89,3%)

e Les réponses quantitatives TB1 et TB2 n'étaient pas différentes entre TB active
et ITL.

e Suite au calcul TB2-TB1, les réponses quantitatives a CD8 étaient plus élevées
dans la TB active que dans la ITL (TB active vs ITL: 0,47 = 1,53 Ul / ml vs - 0,05
+ 1,47 Ul / ml) (p=0,011).

e Chez les patients tuberculeux actifs, la réponse CD8 était plus élevée chez les
patients confirmés par culture (0,63 + 1,74 Ul / ml) que chez les patients
confirmés par I'histologie (0,07 = 0,67 Ul / ml) et les contacts ITL (-0,05 = 1,47
Ul / ml) (p=0,004).

Une autre etude menée par Bercellini et collegues chez 119 sujets contact de
TB active, calculant la différence entre les deux tubes d'antigene utilisée comme
estimation indirecte de I'activation des LT CD8 + spécifique, le résultat principal
ressorti est que les valeurs positif de la différence (TB2-TB1>0,6Ul/ml) étaient
significativement associées a un contact rapprochée au cas index. [70]

Babak Pourakbari et collegues on conclut aussi dans leur méta-analyse qu’une
libération plus élevée d'IFN-y dans TB2 par rapport a TB1 dans le diagnostic de La
tuberculose a été décrite dans la majorité des études incluses. Et qu’une baisse
progressive de la libération d’IFN-y dans TB2 pourrait servir d’outil évaluant

I’efficacité du traitement antituberculeux. [68]
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Petruccioli et collegues ont démontré également que la réponse CD4 spécifique
a TB2 a été détectée a la fois pour la TB active et I'ITL, tandis que la réponse CD8

spécifique a TB2 était principalement associée a la TB active (p = 0,01). [40]

3- Facteurs influencant le résultat du Qtf :[71,72]

Dans notre série le groupe ayant un QTF positif a plus de signes respiratoires
et une natrémie plus basse avec une différence significative en analyse multivariée. Le
groupe avec un QTF négatif est plus agé, comporte plus d’'immunodéprimé, une
lymphopénie plus fréquente sans que la différence soit significative.

Des facteurs influencant les résultats du QTF ont été rapporté dans la littérature
en se basant sur la version Qtf GIT, ’extrapolation de ces résultats au Qtf Plus doit
rester prudente.

- L’équipe de You La Jeon et al ont analysé de facon rétrospective les facteurs
influencant les résultats négatives et indéterminé du Qtf GIT chez 168 patients
ayant une tuberculose confirmée par la bactériologie. Le groupe ayant des
résultats négatifs ou indéterminés était plus agé, avec un taux de lymphocytes
bas, un taux d’albumine diminué et une CRP élevée. [71]

- Kwon YS et al lors d’'une étude rétrospective a propos de 1264 cas de
tuberculose confirmée bactériologiquement ont évalué les facteurs de faux
négatifs en réalisant le Qtf GIT : il s’agit de I’age avancé, I’atteinte pulmonaire
bilatérale, la néoplasie et la lymphopénie qui étaient hautement corrélés aux
résultats faux négatifs. [72]

- Ainsi une évaluation du terrain et de la gravité clinique et biologique doit étre

prise en considération en présence de résultats Qtf négatifs ou indéterminés

M. ayoub chaar 77



L’apport du QTF plus dans le diagnostic de la tuberculose maladie These N°046/20

4- Recommandations internationales pour ['utilisation du Qtf dans le

diagnostic de la tuberculose maladie : [58, 73,74, 75]

La Société de pneumologie en langue francaise (SPLF) [75] :

En raison de leur spécificité insuffisante, les tests IGRAs ne peuvent étre utilisés
pour le diagnostic de TB pulmonaire ou extra pulmonaire de I'adulte

Les tests IGRAs pourraient étre utilisés pour éliminer une TB maladie a condition
gu’ils s’integrent dans une démarche diagnostique ou la probabilité de TB est
initialement faible.

Le Haut Conseil de la santé publique a été saisi par la Direction générale de la

santé afin d’élaborer des recommandations pratiques d’utilisation des tests de

détection de la production d’interféron gamma (tests IGRA).

Dans son avis, le HCSP : [73]

Dans le diagnostic des ITL, en remplacement de I'IDR ;

Dans le cadre de I’enquéte autour d’un cas chez I’adulte (>15ans) ;

Lors de I’embauche de professionnels de santé, ou des personnes travaillant
dans un service considéré a risque pour la tuberculose ;

Dans l'aide au diagnostic des formes extra pulmonaires de tuberculose
maladie ;

Avant la mise en route d’un traitement par anti TNF-a.

D’autres indications sont mentionnées par la haute autorité de santé (HAS) qui

considere que les tests IGRA constituent une modalité diagnostique dans les

indications suivantes proposées par la Caisse nationale d’assurance maladie des

travailleurs salariés CNAMTS : [58]

chez les « enfants migrants de moins de 15 ans », sous réserve de I'ajout des
deux mentions suivantes :
v ajouter la provenance des sujets migrants : « enfant migrants de moins

de 15 ans en provenance d’une zone de forte endémie tuberculeuse »,
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v préciser que cette utilisation doit faire ’objet d’une discussion clinico-
biologique préalable chez les enfants de moins de cinq ans, compte tenu
des données limitées a ce jour disponibles concernant l'utilisation des
tests IGRA chez ces enfants ;

e chez les patients infectés par le VIH pour le dépistage de I'ITL inclus dans le
bilan initial de leur infection ;
e avec possibilité de renouveler un test IGRA afin de controler un résultat
indéterminé ou négatif obtenu par un premier test IGRA ;
e pour l'aide au diagnostic de tuberculose maladie en cas de forme extra-
pulmonaire de TB et de diagnostic difficile chez I’enfant.
Le « canadian tuberculosis comittee » [74], quant a lui a rénové ses recommandations
en 2014 pour conclure :
e les tests IGRAs ne doivent étre utilisé pour le diagnostic de TB active chez
I'adulte
e IGRAs associés a IDR a tuberculine peuvent étre utilisés pour I’aide au diagnostic
de TB active chez I’enfant <18ans.
A noter que toutes ces recommandations se sont basées sur des études utilisant le

QTF gold In Tube et pas le Qtf-Plus pour tirer leurs conclusions.

5- proposition de recommandation pour l'utilisation du QTF-Plus dans le

diagnostic de la tuberculose maladie au Maroc : [76]

Le guide national de la lutte anti tuberculeux précise que les IGRAs gardent leur
place comme argument en faveur de tuberculose probable chez I’enfant et I’adulte en
I’absence de confirmation bactériologique [76]

D’apres les résultats de notre série qui reste limitée a 47 patients marocains,

on peut proposer des recommandations d’utilisation pratique du QTF-Plus dans I'aide
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au diagnostic positif de TM : ainsi le taux de QTF-Plus présenterait un argument fort
parmi d’autres pour décider du traitement antibacillaire, en présence de signes
cliniques, biologiques et radiologiques en faveur de TB active
- Sup TB1 TB2 < 0,11 Ul/ml: tuberculose peu probable mais il faut évaluer le
terrain et la présentation clinique et morphologique avec surveillance
médicale.
- Sup TB1 TB2 entre 0,54-2,3 Ul/ml : réaction positive, tuberculose probable,
un traitement antibacillaire est recommandé.
- Sup TB1 TB2 > 2,3 Ul/ml : réaction fortement positive, tuberculose trés
probable, un traitement antibacillaire est fortement recommandé.
- Sup TB1 TB2 > 2,3 Ul/ml et TB2-TB1>0,5 Ul/ml : diagnostic de la tuberculose
maladie est presque certain, le traitement antibacillaire est a démarrer.
- TB2-TB1 = 0.5 Ul/ml : serait un argument fort en faveur d’une tuberculose
évolutive ou un contage tuberculeux récent et rapproché
Par ailleurs on propose d’élargir cette étude a d’autre centres hospitaliers avec
recrutement maximal de malades afin d’élaborer des recommandations plus précises

et spécifiques a la population marocaine.
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CONCLUSION
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Au terme de notre étude transverse et de la revue de littérature, la place du
QTF-Plus dans le diagnostic de la TB évolutive commence a s’éclaircir mais reste
controversée. Ce qui est slr c’est que les IGRAs ne peuvent a I’heure actuelle
confirmer ou éliminer de facon formelle une TB évolutive

Le nouveau QTF-Plus a par contre prouvé sa place parmi les moyens indirects
du diagnostic positif en s’appuyant sur d’autres arguments de présomption ainsi que
d’utiliser la différence entre les deux tubes d'antigene TB1 et TB2comme estimation
indirecte de la réponse TCD8, suggérant une tuberculose évolutive ou un contage
tuberculeux récent.

En conclusion, certains avantages et inconvénients ont été relevés concernant
I'intérét du QTF-Plus dans le diagnostic de la TB maladie :

e Avantage :

- Non influencés par le statut vaccinal (BCG)

- Leur sensibilité est supérieure a celle de I'IDR, et elle peut é&tre améliorée par
I’association des examens bactériologiques.

- Garde une place importante dans le diagnostic de la TB évolutive, surtout
extra pulmonaire, avec une meilleure Se et Sp

- Permettrait, par I'appréciation de la réponse spécifique des Lymphocytes
TCD8, d’orienter le clinicien vers une TB évolutive ou un contage récent.

e Inconvénients :

- Leur spécificité reste limitée mais peut étre améliorée par la variation du seuil
de positivité apres des études prospectives propres a chaque pays avec étude
statistique minutieuse.

- Ne peuvent pas distinguer de facon formelle ITL et TM et doivent étre

interprété avec prudence dans les pays d’endémie tuberculeuse.
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Notre étude est prometteuse par sa proposition d’un nouveau seuil de positivité
du QTF-Plus basé sur une population locale et qui vise a augmenter la spécificité et

la sensibilité du test en attendant d’autre études marocaines multicentriques.
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RESUME :

La tuberculose est une maladie infectieuse a transmission interhumaine liée au
bacille de koch (BK) qui reste toujours un probleme de santé publique majeur dans le
monde et le Maroc malgré les nombreuses stratégies de lutte antituberculeuse (LAT).
Le diagnostic est évoqué devant des données cliniques, biologique et radiologiques,
mais la confirmation n’est que bactériologique.

Les techniques mises a la disposition du clinicien ces dix dernieres années sont
en train de modifier radicalement I’approche diagnostique de la tuberculose. En effet,
elles permettent d’améliorer la sensibilité et la rapidité et rendant I’examen plus aisé.

Parmi ces examens existent de nouveaux tests sanguins, aujourd’hui
disponibles au Maroc, évaluant la libération d’Interféron Gamma (IFNy) qui apporte
une aide au diagnostic de la tuberculose dans sa forme latente ou active.

Ces tests de libération d’IFNy sont mis en ceuvre par trois tests commerciaux
approuvés : Quantiféron-TB Gold, T-SPOT.TB, Lioferon

Le test de Quantiféron-TB Gold (QTF) a bénéficié en 2016 d’une amélioration
de ses capacités diagnostic par I'avenue du Quantiféron-TB Gold plus (QTF-plus)
comportant deux valeurs TB1 et TB2 qui permettrait en plus de I'orientation vers le
diagnostic de tuberculose (TB), de différencier entre TB latente et active, mais aussi
de suivre la réponse thérapeutique.

Ce travail a pour objectif d’évaluer la valeur diagnostic du dosage de QTF-Plus
(sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive et valeur prédictive négative) en
matiere de Tuberculose maladie, de déterminer un seuil de positivité du QTF, mais
aussi de préciser la réponse estimée des lymphocytes T CD8 et sa corrélation avec la

tuberculose active permettant sa distinction de la tuberculose latente.

M. ayoub chaar 85



L’apport du QTF plus dans le diagnostic de la tuberculose maladie These N°046/20

Une étude transversale a été réalisée dans ce cadre, s’étalant sur 2 ans, chez
Quarante-sept (47) patients hospitalisés suspects de tuberculose évolutive sont
recrutés (29 hommes / 18 femmes), I’age moyen est de 43,2 ans. Les patients ont été
explorés sur les plans clinique, radiologique, biologique bactériologique avec
réalisation du QTF-Plus. Une TM probable a été diagnostiquée chez 32 patients
(68,1%), alors que 15 malades (31,9 %) ne présentent pas de TM. Le QTF-Plus est
positif dans 74,5 % des cas, négatif dans 25,5% et il est revenu indéterminé chez aucun
patient. La sensibilité (Se) du QTF-Plus dans notre série est de 96,88 %, sa spécificité
(Sp) est de 73,33 %, la valeur prédictive positive est a 88,57 % et la valeur prédictive
négative a 91,67 %.

Ainsi selon le résultat de notre série qui reste limité, on peut conclure que :

- Chez un malade suspect de présenter une TB active, sur des arguments
cliniques et radiologiques, la valeur la plus élevée de TB1 et TB2 inferieure a
0.11Ul/mL permettrait d’éliminer une tuberculose. (La Se s’éleve a 100% et la
VPN a 100%)

- Alors qu’une réponse TCD8 estimée par la valeur de TB2-TB1 supérieur a
0.5Ul/mL associée a une valeur la plus élevée de TB1 et TB2 supérieure a
2,3Ul/mL permettrait de consolider le diagnostic de TB évolutive.

Mots clés : Tuberculose (maladie, latente) ; test de libération de I'Interféron gamma;

Quantiferon plus.
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ABSTRAT :

Tuberculosis is an infectious disease with human-to-human transmission
linked to Koch's bacillus (BK), which still remains a major public health problem in the
world and in Morocco despite the numerous tuberculosis control strategies (LAT). The
diagnosis is evoked in front of clinical, biological and radiological data, but the
confirmation is only bacteriological.

The techniques available to the clinician over the past decade are radically
changing the diagnostic approach to tuberculosis. Indeed, they improve sensitivity,
speed and make the examination easier.

These IFNy release tests are implemented by three approved commercial tests:
Quantiféron-TB Gold, T-SPOT.TB, Lioferon

The Quantiféron-TB Gold (QTF) test benefited ,in 2016, an improvement in its
diagnostic capabilities by the ivention of Quantiféron-TB Gold plus (QTF-plus)
comprising two values TB1 and TB2 which would also allow orientation towards the
diagnosis of tuberculosis (TB), to differentiate between latent and active TB, but also
to monitor the therapeutic response.

The aim of this work is to assess the diagnostic value of the QTF-Plus assay
(sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value) in
terms of Tuberculosis disease, to determine a threshold for QTF positivity, but also to
specify the estimated CD8 T cell response and its correlation with active tuberculosis
allowing its distinction from latent tuberculosis.

A cross-sectional study was carried out in this context, spanning 2 years, in
forty-seven (47) patients suspected of active tuberculosis are recruited (29 men / 18
women), the average age is 43.2 years. The patients were explored on the clinical,

radiological and biological bacteriological levels with the realization of QTF-Plus.
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Probable TM was diagnosed in 32 patients (68.1%), while 15 patients (31.9%) did not
have TM. QTF-Plus is positive in 74.5% of cases, negative in 25.5% and has returned
undetermined in no patient. The sensitivity (Se) of QTF-Plus in our series is 96.88%,
its specificity (Sp) is 73.33%, the positive predictive value is 88.57% and the negative
predictive value is 91.67%.
Thus according to the result of our series which remains limited, we can
conclude that:
- In a patient suspected of having active TB, on clinical and radiological
arguments, the highest value of TB1 and TB2 less than 0.11IU / mL would
eliminate tuberculosis. (The Se amounts to 100% and the VPN to 100%)
- While a TCDS8 response estimated by the value of TB2-TB1 greater than
0.5 IU / mL associated with a higher value of TB1 and TB2 greater than
2.3 IU / mL would consolidate the diagnosis of active TB.
Keywords: Tuberculosis (disease, latent); gamma interferon release test;

Quantiferon Plus.
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Annexe 1 : une fiche d’exploitation standardisée
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Annexe 2 : Un exemple du résultat du test réalisé au laboratoire de recherche

génétique de gendarmerie
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