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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI
ADMINISTRATION :

Doyen par intérim : Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :
Mars, Avril et Septembre 1980

1

Mai et Octobre 1981

2. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
3.  Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

4.  Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie

5. Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie

6. Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

7.  Pr. LAHBABI Naima ép. AMRANI Physiologie

Novembre 1983

8. Pr. BELLAKHDAR Fouad Neurochirurgie

9.  Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie

Décembre 1984

10. Pr. BOUCETTA Mohamed* Neurochirurgie
11. Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil Radiothérapie



12.  Pr. MAAOUNI Abdelaziz
13. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
14. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

15. Pr. BENJELLOUN Halima

16. Pr. BENSAID Younes

17. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
18. Pr. IRAQI Ghali

19.

Janvier, Février et Décembre 1987

20. Pr. AJANA Ali

21. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
22. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
23. Pr. EL HAITEM Naima

24. Pr. EL YAACOUBI Moradh

25. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

26. Pr. LACHKAR Hassan

27. Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

28. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
29. Pr. DAFIRI Rachida

30. Pr. HERMAS Mohamed

31. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990
32. Pr. ADNAOUI Mohamed

33.  Pr. AOUNI Mohamed

34. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
35. Pr. CHAD Bouziane

36. Pr. CHKOFF Rachid

37. Pr. HACHIM Mohammed*

38. Pr. KHARBACH Aicha

39. Pr. MANSOURI Fatima

40. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
41. Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
42. Pr. AL HAMANY Zaitounia

43. Pr. AZZOUZI Abderrahim

44. Pr. BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
45. Pr. BELKOUCHI Abdelkader

46. Pr. BENABDELLAH Chahrazad

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimati
Chirurgie

Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
. x
Neurologie
Pneumo-phtisiologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie




47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. CHERRAH Yahia
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia

BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOUI Layachi

CHOKAIRI Omar

JANATI Idrissi Mohamed*

KHATTAB Mohamed

SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.

72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
&3.
&4.
85.
86.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
Pr.
Pr.

Pr

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed

TAGHY Ahmed
ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AGNAOU Lahcen

BENCHERIFA Fatiha
BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ¢p. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie
Histologie Embryol
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha

MOUDENE Ahmed*

OULBACHA Said

RHRAB Brahim

SENOUCI Karima ép. BELKHADIR

1994

109.
110.

I11.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.

Pr.
Pr.
Pr.
. Pr.
. Pr.
. Pr.
. Pr.
. Pr.
. Pr.
. Pr.
. Pr.
. Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amograne*
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Médecine Interne
Dermatologie
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obsté
Dermatologie

Urologie
Chirurgie — Pédiatri
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique

Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygicne

Cardiologie

Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale



Décembre 1996

130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
I51.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

BOUGTAB Abdesslam

ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima

LAZRAK Khalid *

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Généra
Meédecine Interne

Traumatologie-Orthopé
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Traumatologie Orthopédie



Novembre 1998

168. Pr. BENKIRANE Majid*
169. Pr. KHATOURI ALI*
170. Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan
BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

BOURKADI Jamal-Eddine
CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

ECHARRAB EI Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
EL OTMANY Azzedine
HAMMANI Lahcen
ISMAILI Mohamed Hatim
ISMAILI Hassane*
KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae
TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.
205.
206.
207.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed EIl Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale

Neurologie



Décembre 2001

208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.
227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243,
244,
245.
246.
247.
248.
249.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUIJI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed

EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Dermatologie
Gynécologie Obstétry
Rhumatologie
Anatomie
Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Gynécologie Obstérique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie




Décembre 2002

250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
2809.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya

BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJIJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Anatomie Pathologique
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Patholo
Psychiatrie g
Chirurgie Général& >
B
S

<
=1
Pédiatrie 9

Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale



PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

290.
291.
292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EIl Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KARMANE Abdelouahed
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said
SASSENOU ISMAIL*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.
327.
328.
329.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALAOUI Ahmed Essaid
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZ1Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENHALIMA Hanane
BENHARBIT Mohamed
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOUI Sakina
HAJJI Leila

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique

Radiologie
Gynécologie Obsté
Pédiatrie

Cardiologie

Pédiatrie
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale

Ophtalmologie
Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
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|- INTRODUCTION :

La tuberculose est 1'une des plus sérieuses menaces sanitaires
mondiales, avec deux millions de déces et plus de huit millions de nouveaux
cas par an [1,2], C'est la premiére cause de morbidité  plus d'un tiers de la
population mondiale, estimation fondée sur les résultats des tests cutanés a

la tuberculine et de mortalité infectieuse [3].

La maladie intéresse principalement les adultes jeunes (15-45 ans),

tranche d’age potentiellement active.

Dans les pays développés, grace a une politique de prévention
structurée, associant vaccination par le bacille de Calmette et Guerin (BCQG),
réseaux de surveillance et chimiothérapie antituberculeuse, l'incidence de la
maladie a diminué au vingtieme sieécle a partir des années cinquante.
Cependant, elle a réaugment¢ au début des années quatre-vingt lors de
I’explosion de [I’infection par le virus de I'immunodéficience humaine
(VIH), atteignant une phase de plateau au milieu des années quatre-vingt dix
[4].

La co-infection par le VIH, la malnutrition, l'insalubrité et la promiscuité
sont autant de facteurs aggravants 1'épidemie. II faut y ajouter l'apparition dans
les années 1990 d'une multirésistance (MDR pour « multidrug resistance»)
de certaines souches aux antibiotiques anti-mycobactériens due a des
mutations que désormais la biologie moléculaire peut identifier plus rapidement
que ne le font les cultures classiques [5, 6]. Depuis 2005, cette résistance a

franchi un pallier et on parle désormais de souche XDR (pour « extensive or
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extreme drug resistance » ou ultra résistance) : il s'agit de souches
résistantes non seulement a l'isoniazide et a la rifampicine, mais aussi aux
fluoroquinolones et a au moins un des antibiotiques injectables suivants :
capréomycine, kanamycine et amikacine. Elles sont retrouvées, principalement
en Afrique mais aussi en Asie, par foyers épidemiques chez des sujets co-

infectés par le VIH, avec une mortalité proche de 100 % [7, 8].

Les sujets au contact d'un patient infect¢ par Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) vont développer une réponse immunitaire. Ce
n'est qu'au bout d'un délai plus ou moins variable (mois ou année selon le statut
immunitaire de l'individu) qu'environ 10 % développeront une tuberculose
maladie avec une probabilit¢é maximale dans les deux premicres années [9].
Différents facteurs influencent cette progression : I’age, le sexe, les statuts

immunitaire et nutritionnel, le diabéte et le tabac [1,10].

La prise en charge de la maladie tuberculeuse dans une perspective de
santé¢ publique dépend de l'incidence de la maladie dans la population. En
pays de forte endémie, qui sont souvent aussi des zones de moindre
développement des structures sanitaires, la priorit¢ est a la détection et au
traitement des sujets bacilliféres. La situation est différente dans les pays
de faible incidence, qui, le plus souvent, bénéficient de structures sanitaires
fonctionnelles : la priorité est a la détection des infections tuberculeuses
latentes (ITBL) qu'un traitement adapté doit stopper dans leur progression
potentielle ultérieure vers une tuberculose maladie. Le dépistage peut se
concentrer sur des populations a risque [10], telles que les détenus, les

professionnels de santé ou les immigrants en provenance de pays a forte
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incidence de tuberculose, ces derniers ayant un risque de développer la
maladie multipli¢ par un facteur de 9,5 [11]. Depuis prés d'un siecle, ce
dépistage repose sur les tests cutanés a la tuberculine, qui souffrent de
certaines imperfections, faible spécificité chez les sujets vaccinés par le BCG
et faible sensibilit¢ chez les sujets immunodéprimés [12]. Avec une
meilleure compréhension de la réponse immunitaire cellulaire anti-
mycobactéries, de nouveaux tests de quantification de la libération d'interféron
gamma (IFN-y) par les lymphocytes T sensibilisés sont apparus depuis quelques

années, ce sont les Interferon-gamma-release assays (IGRA).

L’objectif de notre étude est d’une part analyser I’apport des IGRA dans le
dépistage et éventuellement le diagnostic de la tuberculose et d’autre part

maitriser leur mise en ceuvre.
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II- MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS :

Le complexe tuberculosis comprend M. tuberculosis (ou bacille de Koch
[BK]), Mpycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
canetti et Mycobacterium microti [13]. Les principales caractéristiques de ces

bactéries sont [14] :

e bacille acido-alcoolo-résistants (BAAR) ;

e aérobie stricte, expliquant le tropisme pulmonaire ;

e croissance aux températures modérées (25 — 41 °C) ;

e absence de spores ;

e pathogene intracellulaire obligatoire qui infecte les macrophages et est
capable d’y survivre a I’état quiescent, réplicatif ou non. Parmi les
4000 genes de M. tuberculosis, dont 48 identifiés, ils sont regroupés
dans une région appelée DosR (pour dormancy regulon), activement
transcrits au cours de I’'ITBL et favorisant la survie intracellulaire [9] ;

e croissance lente (temps de dédoublement de 12 a 20 heures), d’ou la

lenteur des lectures aux milieux solides

A noter que dans chaque population de mycobactéries, il existe des mutants
résistants naturels par exemple : vis-a-vis de D’isoniazide, il existe 1.10° de
mutants résistants, alors que pour la rifampicine il en existe 1.107, d’ou la

nécessité d’associer les antibacillaires.
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Dans les années quatre-vingt dix, le séquencage du génome de M.
tuberculosis a permis d’identifier plusieurs régions, baptisées régions de
différence (de RD-1 a RD-16) [15] qui sont délétées dans la plupart des autres
mycobactéries, notamment le BCG et les mycobactéries atypiques. En ce qui
concerne la région RD-1, pour le BCG, cette délétion est la conséquence des
repiquages de la souche de M. bovis ayant conduit a I’atténuation de la

virulence [1].

Trois protéines d’intérét y sont codées : early secretory antigenic target 6
(ESAT-6), culture filtrate protein 10 (CFP-10), et tuberculosis 7.7 (TB7.7).
ESAT-6 et CFP-10 sont sécrétées par les mycobactéries qui se répliquent in
vitro et in vivo [8]. Ces protéines sont les cibles des lymphocytes T CD4 (cluster

de différenciation 4) et Th1( T helperl) [12].

Elles sont absentes des souches de M. bovis BCG et de la plupart des
mycobactéries atypiques, a I’exception de M. kansasii, M. marinum et M.
szulgai (tableau let figure 1) [16]. En pratique, seule la premiére peut poser des
problémes de diagnostic différentiel compte tenu du tableau clinique particulier
de M. marinum et la trés faible incidence de M. szulgai [17]. 1l est a noter que
M. leprae possede une protéine homologue d’ESAT-6, source de possible

réaction croisée [18].
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M. tuberculosis, M. bovis, M alricanum,
M. Kansasii, M. marinum, M. szuigaf M. bovis BCG and environmental mycobacteria

RD1
/ A

CFP-10 ESAT-6

Figure 1 : Présence ou absence de geénes dans la région RD1 des mycobactéries. [16]

CFP-10 : Culture filtrate protein 10
ESAT-6: Early secretory antigenic target 6
RD-1 : Région de différence 1
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Complex
Tuberculosis

M tuberculosis
M africanum
M bovis
Souches BCG
gothenburg
maoreau
tice
tokyo
danish
glaxo
montreal
pasteur

Antigénes

ESAT CFP TB-7.7

Mycobactéries
non -TB

M abcessus

M avium

A branderi

M celatum

1

M fortuitum

M gordonii

M intracellulare
M kansasii

M malmoense
M marinum

M ocenavense
M scrofulaceum
M smegmatis
M szulgai

M terrae

M vaccae

M xenopi

\
M chelonae

ESAT CFP

Antigénes

Tableau 1 : Spécificité d’ESAT-6, CFP-10 et TB 7.7 [16]

CFP-10 : Culture filtrate protein 10

ESAT-6: Early secretory antigenic target 6
TB7.7 : Tuberculosis 7.7
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Histoire naturelle

de ["infection tuberculeuse
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I1l- HISTOIRE NATURELLE DE L'INFECTION TUBERCULEUSE :

Le devenir d’une infection tuberculeuse dépend de la virulence de

M. tuberculosis et du statut immunitaire de 1’hote.

Le risque de développer une maladie active aprés la primoinfection

augmente avec le degré d’immunosuppression.

Les mycobactéries sont contenues dans les gouttelettes d’expectoration des
patients bacilliféres expulsées au cours des efforts de toux ou d’éternuement.
Pour peu que le contact soit rapproché, une personne a proximité peut les
inhaler. Il se produit une primo-infection, infection aigue asymptomatique et non
contagieuse [13]. Apres inhalation, les bacilles sont dirigés jusqu’aux alvéoles
ou ils sont phagocytés par les macrophages alvéolaires. Il s’en suit une réponse
immunitaire cellulaire ou prédomine les lymphocytes Thl dont le stade ultime
est la formation d’un granulome inflammatoire [14]. Les cellules dendritiques
phagocytent les mycobactéries, migrent jusqu’aux ganglions, y présentent les
peptides bactériens aux lymphocytes T CD4 naifs, qui apres différenciation,
retournent dans le poumon orchestrer la réponse anti-infectieuse (figure 2)
[19,20].

11
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Figure n° 2 : Immunité antituberculeuse (d’aprés Hanakom et al. 2007) [19,20]

Ag : Antigéne
MTB : Mycobacterium tuberculosis
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On y retrouve les trois types cellulaires indispensables a une réponse
protectrice contre le BK : les macrophages, les lymphocytes T CD4 Thl et les
lymphocytes T CDS8 (cluster de différenciation 8). Les macrophages phagocytent
les mycobactéries et apres activation les détruisent. Les lymphocytes T CD4 Thl
sont les principales cellules de la réponse anti-M. tuberculosis, et les cytokines
majeures sont I’[FN-y, D’interleukine 2 (IL-2) et le facteur de nécrose des
tumeurs alpha (TNF-a). L’IFN-y a un rdle pivot pour [D’activation des
macrophages [21]. Les lymphocytes T CDS8, capables aussi de produire de
I’IFN-y, ont pour role de lyser les macrophages infectés et inefficaces.(figure 3)
[22].

Il semblerait que la sensibilit¢ a la survenue de la maladie tuberculeuse
et/ou sa sévérité puissent étre associées a des polymorphismes isolés ou

combinés des promoteurs des genes soit de ’IFN-y, soit de son récepteur de

type 1 [23].

L’IFN-y a un rdle paradoxal, en effet Cette cytokine proinflammatoire
participe dans le contréle de I’infection, et aussi a sa propagation. Produite en
exces et rappelons que son taux est en corrélation avec la production des
protéines ESAT-6 et CFP-10 par les mycobactéries qui proliferent elle
provoque la destruction tissulaire et la cavitation par ses effets
immunopathologiques. Autant de facteurs favorisant la dissémination du BK.
Tout est donc dans le juste équilibre du taux d’IFN-y. Dans les modéles animaux
c’est la quantité totale de cytokine produite qui est un facteur prédictif de la
progression vers la tuberculose maladie et non le nombre de lymphocytes T

sensibilisés [9].

13
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Figure n°3 : Acteurs immunitaires mis en place contre le BK [22]

CD4 : Cluster de différenciation 4 m ¢ : macrophages

CD8 : Cluster de différenciation 8 . . . .
RNI : reactive nitrogen intermediates

IFN-y : Interféron gamma

IL-12 : Interleukine 12

Thi : T helperl Tgd : lymphocyte gamma delta

ROI : reactive oxygen intermediates

TNFa : Facteur de nécrose des

tumeurs alpha
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Lors de la primo-infection, et au début de I'ITBL, peu d’antigénes
bactériens sont relargués par les macrophages infectés dans le milieu
extracellulaire. Ceci explique le faible niveau de la réponse humorale spécifique.
Ce n’est qu’a la phase tardive de 'ITBL que peuvent apparaitre des anticorps,

notamment contre les antigénes de la région DosR [9].

La primo-infection est toujours asymptomatique. Dans 90 % des cas, la
réponse immunitaire de 1’organisme prévient la prolifération des mycobactéries,
mais celles-ci peuvent persister a 1’état quiescent dans les macrophages. On
parle d’infection tuberculeuse latente. Elle se définit par la positivité des tests
cutanés a la tuberculine chez un sujet exposé au BK, mais asymptomatique [12].
L’IDR peut se positiver dés la deuxiéme semaine apres le contage. La
tuberculose maladie peut survenir lors d’un deuxiéme contact avec le BK
(réinfection) ou pour toute baisse de I'immunité cellulaire qui favorise le
passage a la tuberculose active. Survenant dans 10 % des cas, ’occurrence de

cette derniere est majeure dans les deux années qui suivent le contage [2]

(figure 4)[24].

Sa localisation en est pulmonaire pour les trois quarts des cas, extra-
pulmonaire pour le quart restant, associée ou non a une atteinte pulmonaire [2].
Soupconné sur des arguments cliniques, radiologiques ou histologiques, le
diagnostic de tuberculose maladie repose sur I’isolement et 1’identification de M.
tuberculosis aprés culture de produits pathologiques (crachats, liquide céphalo-

rachidien) [12].

15
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Pour juguler 1’épidémie, les priorités sont d’identifier et traiter les
tuberculoses maladies, mais aussi les ITBL. Dans les pays de forte prévalence et
de faible potentiel économique, I’effort est axé sur la tuberculose-maladie, alors
que dans les pays industrialisés de faible prévalence et de fort potentiel
économique, c’est 'ITBL qui est la cible prioritaire pour réduire le nombre de

passage en forme active [2].

Sujet contagieux

Voie aérienne

Sujet contaminé

Primo-infection tuberculeuse

90 % I 10 %
v v
Guérison Infection tuberculeuse
latente

l

Tuberculose maladie
- Soit précoce <2 ans
- Soit réactivation tardive

Voie hématogeéne/lymphatique Voie bronchogéne
Miliaire, tuberculose Tuberculose pulmonaire
extrapulmonaire commune

Figure 4 : Histoire naturelle simplifiée de la tuberculose humaine [24]
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Le diagnostic de [infection
tuberculeuse par
les tests cutanés :

17
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IV- LE DIAGNOSTIC DE L'INFECTION TUBERCULEUSE PAR LES
TESTS CUTANES :

L’intradermoréaction (IDR) a la tuberculine, mise au point par Mantoux en
1910, est donc le plus vieux test diagnostique encore utilisé a ce jour [25]. Elle
explore I’hypersensibilit¢ 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, obtenu a partir de souches de M. tuberculosis tuées par la chaleur,
appelé dérivé protéique purifié (DPP) (ou purified protein derivative [PPD]). Ce
dernier est constitué¢ de plus de 200 protéines plus ou moins dénaturées [12, 17].
Dans les années cinquante, 1’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS) a
standardisé la production et I’utilisation de la tuberculine : un test cutané se
définit par le nombre d’unités ou test unit (TU) injectées (5 TU correspondant a
0,0001 mg de PPD-S [PPD standard ou tuberculine RT23 a 20 TU/mL avec du
Tween 80]) [2].

Les professionnels de santé doivent maitriser parfaitement la réalisation de
I’IDR pour en assurer la reproductibilit¢ : injection rigoureusement
intradermique, exsangue, sur la face antérieure de 1’avant-bras de 0,1 mL de
tuberculine (figure 5)[26].

:ﬁiﬁ"ﬂiiirﬁii
2
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I
|

”-i%'lim
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jj

Figure n° 5 : Technique de I’IDR [26]
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La lecture se fait a la 72°™ heure en mesurant le diamétre d’induration [1].

Le seuil de positivité de 'I[DR a ¢été défini dans les recommandations de
2003 de la Direction générale de la santé (DGS) en fonction des antécédents de
vaccination par le BCG, I’ancienneté de cette vaccination ainsi que la proximité
avec le cas index) [27]. (tableau 2)[28].

C’est ainsi que :

» chez I’enfant, le seuil est fixé en ’absence de BCG, a 10 mm voire 5
mm si le risque est trés important. En cas de BCG, le seuil est ramené a
150ul0mm ;

» chez I’adulte quel que soit ’antécédent de vaccination, le seuil choisi
est de 15 mm, ramené a 10 mm en cas de contact trés proche ;

» chez le patient immunodéprimé, le seuil est ramené a 5 mm afin de ne

pas passer a c6té d’une infection.

La réduction de la tuberculose maladie par le traitement préventif de

I’ITBL évaluée par ’IDR est estimée entre 60 et 90 % [9, 13, 29].

Les principaux avantages de I’IDR sont son colit modique et 1’apparente

simplicité de sa réalisation qui ne nécessite pas d’infrastructure lourde [4].
Ses principaux désavantages sont [14] :

< 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 ;

19
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<>

lecture subjective, opérateur dépendante ;

<>

fausse négativité par anergie post-infectieuse virale ou post-vaccinale ;

<>

fausse négativité ou faible réponse en cas de tuberculose maladie

avec forte charge antigénique ;

< difficulté d’interprétation 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, 1’'une pour réaliser le test, ’autre pour sa

lecture : on estime a environ 30 % les patients non compliants qui ne

se représentent pas pour la lecture.

Du fait de I’absence de gold standard pour la définition de I’infection
tuberculeuse latente, la sensibilit¢ de ’IDR peut étre appréciée chez les patients

ayant une tuberculose-maladie.

Globalement, chez I’adulte elle est autour de 70 % avec une large
hétérogénéité selon les études (49-90 %). Chez I’enfant, elle est comprise entre
55 et 85 % [30,31,32]. La proportion de faux négatif chez 1’adulte non
immunodéprimé serait comprise entre 10 et 25 % en fonction du seuil choisi
pour ’IDR. La spécificit¢ de I'IDR varie entre 40 a 90 % selon la politique
vaccinale et la prévalence des infections mycobactériennes non tuberculeuses

[27].

20
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Tableau 2 : Interprétation de I'IDR selon le statut vaccinal et I’état d’immunodépression [28]

Intradermoreéaction a la tuberculine

Tl présumée Tl certaine
Terrain =
<5mm 59mm | 10-14mm pﬂljf;mgil:e
Adulte Tl possible | Tl présumee Tl certaine
B(ig ANS = Tl présumée Tl certaine
Enquéte 7
autour d'un
cas’ Enfant<15 | pog
ASUmé ' Tl certaine
ans > 10ANS Tl présumée | Tl certaine
BCG - w Tl présumée Tl pasinine

Enfant < 15 ans”

; Tl certaine Tl certaine si BCG
Tipossile e BG T e e S pe HEE

Sujet VIH

Tl certaine Tl certaine Tl certaine

Avant mise sous Anti TNF

Tl certaine Tl certaine Tl certaina

* Infection certaine :

sPassage de ' IDR < 5mm & 210 mm
*Augmentation de I' IDR de plus de 10 a partir de 25

TI : Tuberculose infection

BCG : Bacille de Calmette et Guerin

** Infection certaine si sujet trés contagieux

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

TNF : facteur de nécrose des tumeurs
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V- IGRA : Historique

Depuis les années 2000, de nouveaux tests sont crées pour aider au
diagnosic de la tuberculose. Ces tests s’appuient sur la mise en évidence de la
réponse immunitaire spécifique a médiation cellulaire mise en place contre M.
tuberculosis. lIls sont réalisés in vitro a partir de prélévements veineux
périphériques. Ils utilisent les lymphocytes T pour mesurer la production
d’IFN-y, ils reposent sur le principe suivant lequel les lymphocytes T
préalablement sensibilisés a des antigénes tuberculeux produisent des
concentrations ¢levées d’IFN-y lorsqu’ils sont réexposé€s aux mémes antigenes
mycobactériens [33](figure 6) [34]. Pour le moment, deux types différents de
tests de libération d’IFN- y sont commercialisés, Il s’agit du test QuantiFERON-
TB Gold In-Tube (Cellestis Limited, Carnegie, Victoria, Australie) et du T-
SPOT.TB (Oxford Immunotec, Oxford, Angleterre).

| Measurement of induration and erythema

IFN-~
Presentation of TNFa < _a ';_,_._:-_./_\ LS
mycobacterial : = e
antigens S LLL
o~ Skin test S
: - @
O g}‘ﬁ.
A Memory <~ In vitro IFN-y
s T cell .\ blood e e
presenting Pl TNFa pbimg, | | [l >|L8, etc
cell |_| |_|

Measurement of IFMN-y production

Figure 6 : tests de diagnostic de I’infection tuberculeuse in vivo et in vitro [34]

IFN-y : interféron gamma ; TNFa : facteur de nécrose des tumeurs alpha ; IL8 interleukine 8
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Le premier IGRA commercialis¢ était le QuantiFERON-TB, et ce test
utilisait comme antigéne stimulant le DPP. Il a ¢ét¢ remplacé par le
QuantiFERON-TB Gold (QFT-G) qui utilise des antigenes spécifiques de la
tuberculose. Le test T-SPOT.7B, a également recu le marquage conformité
européenne (CE); cette condition exigée pour mettre en marché un produit au
sein de I’Union européenne (UE) indique que le produit respecte les exigences
applicables des directives de I’UE. En janvier 2007, le T-SPOT.TB n’avait pas
encore été approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis.
Comme ces tests évoluent rapidement et qu’il existe des variations dans les
valeurs limites et les techniques employées, il importe de noter que la présente
déclaration se fonde sur les études publiées concernant le test QFT-G, et les

versions expérimentales et commerciales du test T-SPOT.TB.

Les IGRA plus récents utilisent des protéines spécifiques de M.
tuberculosis codées par des geénes situés dans la région RD-1 du génome de M.
tuberculosis. On ne retrouve pas ces antigénes dans le vaccin BCG ni dans de
nombreuses especes de mycobactéries non tuberculeuses (MNT) [33]. Les
antigenes immunogenes codés a I’intérieur de la RD-1 de M. tuberculosis sont
présents dans M. leprae, le type sauvage de M. bovis et certaines des MNT
(notamment M. kansasii, M. marinum, M. szulgai et M. flavescens). En théorie,
la présence de ces espéces chez un hote pourrait entrainer une réaction

faussement positive a un IGRA.
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En 2005, les Centers for Disease Control and Prevention (CDC) des états
unis ont recommandé que la version du test QFT-G approuvée par la FDA
américaine puisse €tre utilisée au lieu de I’'IDR pour toutes les indications, y
compris les recherches de contacts, I’évaluation des immigrants et les tests en

série effectués chez les travailleurs de la santé [35].

En 2006, les lignes directrices pour la Tuberculose du National Institute for
Health and Clinical Excellence (NICE) au Royaume uni (R-U) recommandaient
I’adoption d’une approche hybride en deux étapes pour le diagnostic de I’'ITBL :
un dépistage initial au moyen de I’IDR et un IGRA subséquent, si possible, chez
ceux qui étaient positifs a I’'IDR (ou chez lesquels I'IDR peut ne pas donner des

résultats fiables) afin de confirmer les résultats de I’IDR [36].
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IGRA : principe, mise
en ceuvre
et interprétation :
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VI- IGRA : principe, mise en ceuvre et interprétation :

1. Principe :

Les deux tests sont réalisés a partir d'un prélévement sanguin. Ils mesurent
la réactivit¢ des lymphocytes thymodépendants circulants mis en culture en
présence d'antigénes spécifiques de M. tuberculosis. Mais ils différent ensuite sur

le plan du concept de la méthode et de la technique réalisée [37] (figure7) [38].

La grande particularité¢ de ces tests est d’utiliser non plus la tuberculine
mais des antigénes de deux protéines de virulence, ESAT 6 et CFP 10, qui sont
immunodominantes, c'est-a-dire qu'elles sont la cible principale du systéme
immunitaire cellulaire de la grande majorité des individus infectés et spécifiques
de région du génome de M. tuberculosis (RD1) non partagée par le BCG ou la
plupart des mycobactéries atypiques. Un antigéne de la protéine TB7.7 codée
dans RD1 ayant les mémes caractéristiques a ¢été incorporé a la nouvelle
génération de Quantiféron (QFT Gold-In-Tube®) pour augmenter la sensibilité

du test [27].
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/ Détectionde l'interféron vy \

Antigenes

Dosage de l'interféron v
ESAT-6* (Quantiferon TB InTube®)
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=
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Cellule dendritique producteurs d'interféron
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kansasii, M. szulgai, M. marinum, M. flavescens
etM. gastrii

Figure 7 : Principes des tests immunitaires dans I’infection tuberculeuse
(IDR a la tuberculine et tests de libération d’interféron).[38]

CFP-10 : Culture filtrate protein 10 1L : Interleukine

ESAT-6: Early secretory antigenic  TNFa : Facteur de nécrose des

target 6 tumeurs alpha

TB7.7 : Tuberculosis 7.7 IP 10 : induced protein 10

IFN-y : Interféron gamma ICAM1 : Intercellular Adhesion
Molecule 1
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2. Mise en osuvre : (voir annexe)[39]

Ces tests ont des avantages li€s a leur technique. Ils nécessitent un simple
prélevement. QFT-Gold In Tube est un test réalis€ sur sang total. Trois tubes

fournis par le laboratoire sont utilisés [39]:
< un premier ne contenant aucun antigéne et servant de contrdle négatif ;

< un deuxiéme tube contenant de la phytohémagglutine (PHA) jouant un

role de controle interne de la réaction d'activation des lymphocytes T ;

<> un troisiéme tube contenant les antigénes spécifiques ESAT-6 ; CFP-10
ainsi que TB7.7, antigéne également codé par la région RD I.

Trois millilitres de sang (I ml par tube) seront nécessaires. A lissue du
prélévement, les tubes sont adress€s au laboratoire a température ambiante dans un
délai maximum de 16 heures (figure 11)[40]. Les trois tubes sont directement
mis aincuber dans une étuve a 37 °C pendant 16 a 24 heures [37]. A lissue de
cette incubation, les tubes sont centrifugés, et le surnageant (représenté en fait par
le plasma) sera utilis€ pour le dosage de IIFN-y par une méthode
immunoenzymatique Elisa (enzyme-linked immunosorbent assay), IFN-y liberé
dans le surnageant aprés activation des lymphocytes T au contact des antigeénes

présents dans le tube (figure 12 et 13)[40,41].
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Le test QuantiFERON®-TB Gold IT PHASE PREANALYTIQUE (1)

Le prélevement

Stockage des tubes a
température ambiante

-Prélévement : 3 x 1 mL
- Agitation douce par retournements (x5)
- Incubation a 37°C 16 a 24h

Figure 11 : phase préanalytique du test QuantiFERON Gold In Tube [40]
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QuantiFERON®-TB Gold IT

Etape 1: incubation sur sang total hépariné

Nil ESAT-6
Control CFP-10

1. 1mL de sang (X3) et

Alitogen
Control

incubation a 37°C pdt 16-24 h.

2. Centrifugation pdt
15 minutes.

IFN-y stable a 4°
pdt au moins 4
semaines.

Etape 2: Dosage ELISA de I'IFN-y

3. Plasma
+COonjugué.
Incubation 2H
a température 0
ambiante.

4 Lavage puis addition du
substrat Lecture des DO aprés
30mn.

5. Calcul et impression des
resultats

Figure 12 : Mise en ceuvre du test QuantiFERON Gold In Tube [40]

CFP-10 : Culture filtrate
protein 10

DO : Densité optique

ESAT-6: Early secretory

antigenic target 6

Elisa : Enzyme-linked
immunosorbent assay
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'bmmms Quantiféeron-1B GOLD"

MODE D'EMPLOI
ATTENTION, seul ce protocole est valide pour les enveis a Biomnis
Contenu du kit :

3 tubes spécifiques pour prélévement sanguin :

Mitogéne = tube violet,
Antigéne TB = tube rouge,
Témaoin négatif = tube gris

Prélever le sang par ponction veineuse.

Remplir les 3 tubes jusqu'a la margue noire,

Motar que le vide est prévu pour un prélevernent de Tl et
que le tube se remplit lenterment.

MNEB - En cas d'utilisation d'une épi cranienne, purger préala
blemeant la tubulure avec un tube sec.

Le delai entre le préleverment et le traiterment pré analytigue
dait &tre le plus court pessible, il ne doit pas excéder 4h

Secouer vigoureusement les tubes 10 fois.
Sivous avez bien seccué le tube, le sang doit mousser, Caci
n'endermrmage en rien les lymphocytes.

Immédiatement aprés 'agitation, incuber les tubhes
verticalement 8 37°C pendant 16h & 24 heures [non
conforme au-dela),

Aprés l'incubation, centrifuger les tubes pendant 15 mn.
[Verifier que le gel séparateur s'est correctement positionne
entra les globules rouges at le plasmal.

Me pas euvrir cu décanter les tubes.

Conserver et envoyer les tubes a +4°C.
[Stabilité & semainas & +4°C)
Meter le n® de lot de chacun des tubes sur le ben de demanda.

LES TUBES NON INCUBES ET/0U NON CENTRIFUGES NE SERONT PAS ACCEPTES.

novernbre 2012

K4P

Figure n° 13 : Mode d’emploi du test QuantiFERON Gold In Tube [41]
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Le T-SPOT.TB nécessite 10 ml de sang complet prélevé dans un tube spécial
fourni par le laboratoire (Vacutainer Cell Preparation Tube (CPT)). Idéalement, le
tube doit étre adressé le plus rapidement possible au laboratoire (ne pas dépasser
six heures). Le tube contient une solution dense et un gel permettant, apres
centrifugation, la séparation des cellules mononucléees circulantes (monocytes, les
lymphocytes B et T effectrices et mémoires). Les cellules sont lavées, puis
comptées sur cellule de Malassez ou a l'aide d'un automate d'hématologie. Les
cellules sont ensuite incubées en présence ou en absence d'antigénes ESAT-6 et
CFP- 10, et en présence de PHA (contréle interne) pendant 16 a 24 heures
(figure14)[40]. Plusieurs lavages sont réalisés a I’issue de cette incubation avant
d'ajouter un anticorps anti-IFN-y. Chaque cellule qui formera un spot aprés ajout
du substrat, représente un lymphocyte T produisant a sa périphérie de ITFN-y
(figure 15) [40].

La technique ainsi décrite s'appelle Elispot et consiste a énumerer tous les
spots formés a l'issue de l'incubation des cellules mononucléees circulantes avec
les antigénes spécifiques (figure 16) [40]. Cette lecture est réalisée manuellement
a l'aide d'un microscope, ou a l'aide d'automates Elispot plutot disponibles dans

les laboratoires d'immunologie (figure 17) [42].
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LE TEST T-SPOT-TB

Etape 1

Préparation

des cellules

Vacutainer CPT™
= centrifugation du tube

lymphocytes

automate d’hématologie)

6, CFP-10)
» Incubation 16 a 24h

= Préelevement de sang dans un tube

» Pipetage de la bande correspondante aux
* Lavage et comptage cellulaire (cellule ou

+ Ajout des cellules aux plagues 96 pts
= Ajout des antigénes dans les puits (ESAT-

S - " e
—= YYYyy| LYyyry
s
PBMC aprés extraction Ajout des PBMC et Ags TB. Capture de I'FN-y par les
Ficoll ou tubes BD CPT Les Ly T spé sécrétent 'IFN-y.  anticorps. Incubation.

Figure 14 : Mise en ceuvre du test T-Spot-TB : préparation des cellules [40]

CFP-10 : Culture filtrate protein 10
CPT : Vacutainer Cell Preparation
Tube

PBMC : Peripheral blood

monoculear cells
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LE TEST T-SPOT-TB
Etape 2
Révélation des spots

« Premier lavage des plaques

« Addition de réactif de détection 1h

+ Deuxiéme lavage des plaques

« Addition du substrat : les spots
apparaissent en 7 minutes

« Dernier lavage des plaques et
séchage :

Chague spot correspond a
une cellule sécrétrice d'IFN-y

55,4 BAA

Lavages et ajout de Ajout du substrat et
I'Ac conjugué comptage des spots

Figure 15 : Mise en ceuvre du test T-Spot-TB : révélation des spots [40]
Ac : anticorps

IFN-y : Interféron gamma
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LE TEST T-SPOT-TB
EXEMPLES SUJETS TEMOINS/ SUJETS TUBERCULOSE

Témoin Témoin Panel A Panel B
négatif positif

0 ry

Figure 16 : le T-Spot-TB : exemples de sujets témoins et sujets tuberculeux [40]
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| .® @

v 1 Isolement des lymphocytes a partir du sang

2 Activation cellulaire par des peptides de
M. tuberculosis.

$uut
-l® e

6 60w

3 Révélation des immunospots par des anticorps anti-INF-y

cellulaire,
& * ...". 5
"y *
u‘ : : ": e ..'_!.' .'i..'
4 LA . .' .
%ot ‘}

ELISpot négatif ELISpot positif

Figure® n°17 : Principe de la technique ELISpot du T-Spot-TB
pour le diagnostic de la tuberculose [42]

IFN-y : Interféron gamma

ELISPOT: enzyme-linked immunospot
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Chaque test présente des caractéristiques propres (figure 18) [43]. Une
approche plus complexe pour le T- SPOT.TB, comparativement au QFT Gold
est observée, avec purification préalable des lymphocytes T. QFT Gold est
beaucoup plus adapté¢ aux enquétes sur le terrain, notamment dans les pays
d'endémie tuberculeuse. Une meilleure sensibilit¢ devrait étre logiquement
attribuée T-SPOT.TB car la mesure de I1FN-y produit au contact des
lymphocytes T est plus sensible que la mesure de I'IFN-y libéré dans le plasma
[37,44]. Nous verrons ci-aprés qu'il est difficile d'établir une différence en

I’absence de gold standard.

Une autre différence notable est la concentration du mitogéne (la PHA)
utilisée dans chacun des tests, et qui intervient comme contréle interne de la
réaction. Cette concentration est inférieure dans le test QFT Gold, donnant donc
une valeur plus exacte du degré d'immunocompétence des sujets testés
(Lagrange, résultats non publics). Cela explique le plus grand nombre de
résultats indéterminés avec QFT Gold comparativement au T-SPOT-TB. En
tout cas, les différences de résultats observés peuvent Etre liées aux

caractéristiques techniques des deux tests sanguins.
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Whole blood (diluted or Mycobacteria tuberculosis
undiluted)/peripheral blood [ antigens (eg PPD, ESATE,
mononuclear cells CFP10, MPTE4)

l

Incubation
(overnight
or 5-6 days)

v

Sensitised T
cells release
IFNy

v

v

IFNy production
measured using

ELISA (eg Quanti- ELISPOT
FERON-TB) (eg T SPOT-TB)
Rzsults expressed Results expressed
as IFNvy (pg/mL or as number of IFN~y
U/mL) secreting T cells
(spot-forming cells)

Figure 18 : Mise en ceuvre des deux tests IGRA : QuantiFERON Gold In Tube et T-Spot-TB [43]
PPD : Dérivé de Protéines Purifiées
ESAT 6 : Early Secretory Antigenic Target 6
CFP 10: Culture Filtrate Protein 10
MPT 64 :Mycobacterium Tuberculosis Protein
IFN-y : interféron gamma
ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ELISpot: enzyme-linked immunospot
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3. Analyse des résultats :
» Un test positif peut correspondre a deux situations :

<> un vrai positif, qui traduit la présence dans le sang du sujet de cellules
T effectrices mémoire ou effectrices spécifiques de M. tuberculosis,
reflétant un contage par cette mycobactérie. Cependant, dans cette
situation, le résultat du test ne permet pas de faire la différence entre
une infection tuberculeuse latente et une tuberculose maladie, ni de
définir 1’ancienneté de I’infection ou le risque d’évoluer vers une

tuberculose maladie (figurel9) [38];

< un résultat positif est rarement un faux positif, Cette situation est
principalement observée au cours des rares colonisations ou infections
par M. kansasii, M. marinum ou M. szulgai (mycobactéries
environnementales exprimant les genes ESAT-6 et CFP-10). Ou

devant une performance erronée de I’analyse [27].

» Un résultat négatif traduit une fréquence nulle ou basse de cellules
mémoires effectrices ou effectrices spécifiques des antigénes étudiés : vrai
négatif (absence de contage par M. tuberculosis) ou faux négatif. Les faux
négatifs peuvent tenir a l'ancienneté¢ de l'exposition a M. tuberculosis
(disparition ou diminution de la réponse mémoire effectrice), ou a une non-
réponse du systéeme immunitaire du sujet aux antigénes étudiés dans les tests par
modification du répertoire antigénique des réponses mémoires spécifiques (dans
certaines ethnies, génes du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH)
différents de ceux des sujets €tudiés pour mettre au point les tests...). Ces

situations sont tres difficiles a identifier en pratique et limitent la sensibilité¢ de
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ces tests. un résultat faussement négatif peut étre imputable au stade de
I'infection (par ex. les échantillons ont été prélevés avant le développement de la
réponse immunitaire des cellules), un état comorbide affectant les fonctions
immunitaires, manipulation incorrecte des tubes de prélevement du sang
consécutive a la ponction veineuse, performance erronée de 1'analyse ou bien

d’autres variables immunologiques [39].
» Enfin, un test est ininterprétable ou indéterminé dans ces situations :

<~ soit la réponse au témoin négatif est positive, ce qui correspond a une
activation in vivo du systéme immunitaire avec sécrétion spontanée
d’IFN-y;

< soit la réponse au mitogéne est négative, ce qui correspond a une
incapacité du systéme immunitaire du sujet a développer une réponse
T fonctionnelle. Ces tests indéterminés sont fréquents chez les sujets
recevant une chimiothérapie ou une corticothérapie, les enfants agés
de moins de 2 ans, les personnes agées de plus de 80 ans et les sujets

immunodéprimés (figure20 [38] et tableau 5[45]).

< Soit les résultats indéterminés sont dus a des facteurs

techniques [39].tels que :

- un laps de temps supérieur & 16h heures entre le prélévement de
I’échantillon de sang et le début de I’incubation a 37°C.

- Stockage du sang hors de la plage de températures recommandée
(22°C + 5°C).
- Tubes de prélevement du sang insuffisamment mélangés.

- Lavage insuffisant de la plaque ELISA.
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La variabilité biologique des tests, c'est-a-dire a plusieurs points chez une
méme personne, a ¢té¢ peu étudiée et pourrait étre non négligeable [46]. Du fait
de I'imprécision de cette variation biologique des tests, il n’est pas actuellement
possible d’avoir une interprétation quantitative des résultats. De méme certains
auteurs recommandent [’utilisation de zones grises d’interprétation des tests

autour du seuil de positivité [47,48].

Enfin, pour que ces tests soient « interprétables » il est important que la
technique soit réalisée avec soin a toutes les étapes : prélevement, conservation,
acheminement et manipulation au laboratoire selon les recommandations des

fournisseurs Cellestis et Oxford Immunotech.

Un développement intéressant est 1’utilisation des IGRA directement sur
des liquides Biologiques tels que le liquide pleural, péricardique ou encore le
liquide céphalo-rachidien (LCR) dans le diagnostic des tuberculoses extra-
pulmonaires (conjointement aux IGRA sur le sang) ou encore sur le lavage
broncho-alvéolaire (LBA). Cependant la plupart de ces études concernent de

petites séries et le niveau de preuve est faible
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pas mycobactérie atypique

d’infection

Diameétre de lI'induration

0mm Smm 10 mm 15 mm 20 mm 25 mm

1DR - Selon antécédent de BCG ou

faussement | probabilité d'infection ou Infection certaine, mais récente
négative ? | immunodépression e

Réaction négative y
Zone d’incertitude

Réaction positive

VPP selon prévalence de VPP = 100%

I'infection tuberculeuse

Test de libération d’interféron

= ol oo D)

@ T4

Infection (> 3 mois) Zone d'incertitude Infection probable
peu probable (récente ou
0,35 Ul/ml ancienne)

¥

Réaction positive

Figure 19 : Schéma d’interprétation possible des tests d’infection tuberculeuse [38]
VPN : Valeur prédictive négative
VPP : Valeur prédictive positive

BCG : Bacille de Calmette et Guerin
IDR : intradermoréaction
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RESULTATS INDETERMINES

8
7 [
§ 6 ] P=0.0011 J-
o
0° I T
0 4 | o
E P00l
: 3 — b
1 fae 442 446 628
0 . . .
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Population
immunodéprimée

Figure 20 : Résultats indéterminés des tests IGRA chez la population saine et immunodéprimée [38]

QF-TB : Quantiferon - Tuberculose
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Tableau 5 : Corrélation entre un résultat indéterming et le statut immunitaire [45]

Population Nombre Résultats Commentaires Référence
teste indéterminés
(%)
Patients sains a 863 3 Recrus marine US. MNon publie
bas risque (0.3%)
Personnels 724 1 Personnels d’un hopital rural en Inde Pai et.al. 2005
soignants (0.1%)
Contacts avec TB/ 841 10 Plusieurs sites aux USA MNon publié
suspects (1.2%)
Patients TB active 118 0 Two (1.7%) did not respond to Mitogen Mori et.al.
{0%%) but did to the TB-specific antigens 2004.
Patients HIV 599 22 Corrélation significative entre des taux Brock et.al.
positifs (3.7%) bas de CD4 (< 100/ pL) et des résultats 2005
indéterminés (P<0.01 Spearman)
Patients dialysés 119 8 Etudes autour d'un cas aux USA MNon publie
(6.8%)
Maladies 142 8 Résultats significativement associés aux | Matulis et.al.
autoimmunes {5.6%) traitements anti TNF-a (p < 0.001}, mais 2005
pas avec autres immunosuppresseurs
Patients 318 68 Résultats indéterminés significativement | Ferrara et.al.
hospitalisés (21.4%) associés avec une IDR a 0 mm (p< 2005
0.0001) et un traitement
immunosuppresseur sévére telle que la
chimiothérapie (p < 0.0001)

TB : tuberculose

HIV : Human immunodeficiency virus

CD4: cluster de différenciation 4

TNF-a : facteur de nécrose des tumeurs alpha
IDR: intradermoréaction
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Etudes de validation
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VII- ETUDES DE VALIDATION DES TESTS IGRA :

Il s’est révélé difficile d’estimer la précision (« accuracy ») avec laquelle
les IGRA sont capables de diagnostiquer une ITBL car on ne dispose pas de test

de confirmation fiable.

L’estimation de la validit¢ d’un test passe par une estimation de sa
sensibilité (proportion de personnes affectées avec un test positif) et de sa

spécificité (proportion de personnes saines avec un test négatif).
1. Méthodologie

Dans I’évaluation des /GRA on se heurte au probléme de I’absence de «
gold standard » pour confirmer une ITBL. Les auteurs des études se sont donc
résolus a faire des estimations en testant des populations avec des

caractéristiques déterminées.

Ainsi, pour évaluer la sensibilit¢ on a pratiqué le test chez des personnes
avec une tuberculose active (censés avoir un test positif) et pour évaluer la
spécificit¢ on a réalisé le test dans des populations a trés faible risque d’étre
infectées par le BK (censées avoir un test négatif). Une autre approche a consisté
a faire des études longitudinales de suivi en estimant la fréquence d’apparition
d’une tuberculose active chez des personnes avec des tests positifs ou négatifs et
sans traitement préventif. Il s’agit des valeurs prédictives négatives (VPN) ou

positives (VPP) pour une progression.

On dispose de méta-analyses qui résument trés bien 1’état de la question
[49,50,51].

L’analyse de Diel et al. [51] est la plus récente et est particulierement
sélective dans le choix des études retenues en tenant compte notamment du

niveau de preuve. Elle a servi de source principale pour la discussion qui suit.
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2. Etudes de sensibilité

La sensibilit¢ moyenne du Quantiferon GiT (synthése de plusieurs études
réalisées dans une population de cas de tuberculose culture positive) a été établie
a 81-83%, alors que les chiffres correspondants pour I’Elispot et I’'IDR ont été
de 90-94% et de 89-95% respectivement [51].

L’Elispot qui comporte un comptage direct de cellules productrices
d’INF-y est donc plus Sensible que le Quantiferon. Il faut remarquer que la
sensibilité de '’IDR dépend directement du seuil d’induration (« cutoff ») utilisé.
Ainsi dans la plus grande étude réalisée sur 270 cas de tuberculose avec culture
positive (Singapour) [52] et ou le seuil a été¢ fixé a 10 mm, les chiffres de
sensibilité ont été respectivement de 83% pour le Quantiferon GiT, 94% pour le

T-spot TB et 95% pour I’'IDR [52].

3. Etudes de spécificité

Les études publiées ont été faites dans des populations a faible risque
d’ITBL.

L’interprétation des études évaluant la spécificité des tests /GRA doit étre

faite avec circonspection car :

a. les populations étudiées ne sont pas identiques (risque d’infection

tuberculeuse latente variable)
b. la méthodologie et les criteres d’interprétation different

c. Et la possibilité que des cas classés comme faux positifs appartiennent

a des groupes a risque ne peut etre écartée.
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En résumant les résultats des études de spécificité, on obtient les

estimations suivantes:

Quantiferon GiT 99%, T spot Tb 88% et IDR 85-86% [49]. Il y a donc
nettement moins de faux positifs avec le Quantiferon GiT. L’effet du BCG sur la
spécificité est difficile a estimer étant donné que la vaccination BCG est en

principe réalisée chez des personnes appartenant a des groupes a risque.

La spécificité peut étre également abordée en étudiant respectivement le
degré de concordance entre le résultat du test et la proximité de la durée de

contact avec un cas-index. Cette concordance est nettement meilleure pour les

IGRA que pour ’IDR [p<0,0001 réf. 53].

Enfin R. Diel, R. Loddenkemper et A. Nienhaus ont effectu¢ une méta-
analyse des ¢tudes évaluant les performances diagnostiques (sensibilité et
spécificité¢) des IGRA pour la détection de la tuberculose active en comparaison
avec I'IDR (figure 21 et 22) [54]. Cette évaluation a conclu que les IGRA sont

supérieurs a ’IDR surtout dans les pays développés
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Figure 21 : Sensibilité des tests IGRA pour la détection de la tuberculose active en
comparaison avec I’'IDR [54]

QF-TB : Quantiferon - TB
TST : Tuberculin Skin test
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RESULTATS SPECIFICITE
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Figure 22 : Spécificité des tests IGRA en comparaison avec I’IDR pour la détection de la
tuberculose active chez les personnes vaccinées ou non par le BCG [54]
QF-TB : Quantiferon - Tuberculose
TST : Tuberculin Skin test
BCG : bacille de Calmette et Guerin
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4. Estimation de la valeur prédictive négative (VPN)

La plupart des ¢tudes ont été réalisées chez des personnes suspectées
d’avoir une tuberculose active. La VPN correspond au pourcentage de patients
avec IGRA négatif chez qui on n’a pas diagnostiqué de tuberculose. Les résultats
sont trés variables d’une étude a I’autre, indépendamment du type de test utilisé

et vont de 74 a 100% avec une moyenne pour le QFT-GiT de 88% [49].

5. Estimation de la valeur prédictive négative pour une

progression

La VPN pour une progression est la proportion d’individus /GRA-négatifs
qui ne développent pas de tuberculose active durant une période d’observation
donnée, de préférence la plus longue possible. On part du principe que des sujets
qui développent une tuberculose ont dii passer par une ITBL. Un sujet
tuberculeux chez qui le test IGRA a été négatif est alors considéré comme faux
négatif. Les chiffres obtenus pour le QFT GiT et I’Elispot sont de
respectivement 99,8% et de 97,8% ce qui est remarquable [49].

La plupart des études n’ont pas permis de calculer la valeur correspondante
pour 'IDR. Dans I’étude de Diel [53], deux cas de tuberculose se sont déclarées
sur un total de 351 contacts IDR négatifs dont le diamétre d’induration < 5 mm,

ce qui donne une VPN de 99,4% [53].

52



Quantiferon : mythe ou réalité

7. Estimation de la valeur prédictive positive pour une

progression

Quatre études abordent cette question. deux concernent des enquétes autour
d’un cas de tuberculose et deux concernent des populations HIV suivies
longitudinalement. Il s’agit du suivi des personnes qui ont refusé¢ un traitement
préventif. Les chiffres pour le QFT GiT varient de 2,8 -14,6% et ceux pour
I’Elispot de 3,3-10% [49]. On peut donc en conclure que beaucoup de sujets
avec un test IGRA positif ne vont pas développer une tuberculose. Dans les deux
¢tudes ou on a aussi réalisé une IDR, la valeur correspondante de I’IDR était de
2,3-3,3%. Une enquéte réalisée a Hambourg et publiée tout récemment [53] a
¢tabli le taux de progression vers une tuberculose active a 19 cas sur 147
contacts Quantiferon GiT positifs (12,9%) non traités. Le chiffre correspondant
pour I'IDR a été de 3,1% en appliquant un seuil de 5 mm et de 4,8% pour un
seuil de 10 mm. Dans le sous-groupe des moins de 16 ans on a observé un

chiffre pour le Quantiferon nettement plus ¢élevé (28,6%).

En conséquence les /GRA ont une valeur prédictive positive pour une
progression certes un peu plus élevée que celle de '’IDR mais elle reste faible et
variable. Elle semble étre plus €levée chez les enfants. Il faut reconnaitre qu’on
ne dispose toujours pas du test idéal permettant de prédire avec une certaine
fiabilité une progression de I’infection tuberculeuse latente vers une tuberculose
maladie.

Les performances des IGRA sont résumées dans le Tableau ci-

dessous (tableau 6) [49].
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Ces nouveaux tests permettent cependant de réduire le nombre de

personnes inutilement traitées ce qui est d’autant plus important que le

traitement est potentiellement hépatotoxique.

Tableau 6 : Performances diagnostiques des tests IGRA en comparaison avec I’IDR [49]

QFT GiT T Spot-TB IDR
Sensibilité 81-83% 90-94% 89-95%
Spécificité 99% 88% 85-86%
VPN progression 99,8% 97,8% 99,7%
2,8-14,6%
VPP progression 3,3-10% 2,3-3,3%
(Enfants :28%)

VPN : Valeur prédictive négative
VPP : Valeur prédictive positive
QFT GiT : Quantiferon-TB Gold In Tube

IDR: intradermoréaction
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8. Concordance entre tests et reproductibilité :

La concordance entre les différents tests varie beaucoup d’une étude a
I’autre. Elle est affectée par des caractéristiques propres aux populations
¢tudiées : la prévalence de I'ITBL, I’estimation de la fréquence de contacts
récents ou anciens, 1’age, la vaccination BCG, la comorbidité, une éventuelle
séropositivit¢ HIV, la fréquence d’une IDR récente et I’exposition a des
mycobactéries non tuberculeuses. Elle dépend aussi de considérations
méthodologiques (interprétation du test). L’adge est un facteur a prendre en
considération dans le choix de la méthode. Etant donné le risque cumulé plus
grand d’une exposition potentielle et le fait d’étre né a une époque ou la
tuberculose était plus fréquente, le fait d’avoir un dge avancé est un facteur de
risque indépendant d’ITBL. L’IDR s’est révélée plus sensible chez les personnes
agées que les IGRA.

Des ¢études longitudinales ont montré une forte variabilité dans le temps de
la réponse IFN-y. Si une partie de ces fluctuations peut étre attribuée a des

réinfections tuberculeuses, a I’effet du traitement ou encore a un effet booster

d’une IDR, la plupart restent inexpliquée [49].
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9. Inconnvues :

Plusieurs inconnues persistent et nécessitent des études complémentaires. 11
s’agit notamment des facteurs susceptibles d’altérer la cinétique de la réponse en

IFN-gamma:
< temps écoulé depuis la primo-infection
< intensité de I’exposition
< role des mycobactéries non tuberculeuses
< effet du traitement anti-tuberculeux
< statut immunitaire
< effet théorique d’une résolution de I’infection tuberculeuse

<> possibilité d’évaluer la protection induite par le BCG ou de nouveaux

vaccins

D’autre part on ignore la signification d’un taux ¢€levé de réponse (par

exemple : une valeur >1,0 IU/ml versus une valeur <1,0 IU/ml).
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Indications des IGRA
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VIII- INDICATIONS DES IGRA :

Le CDC a proposé d'utiliser le test QFT Gold en remplacement de 1'DR,
pour le diagnostic de I’infection tuberculeuse [55]. Si le résultat du test est
positif, le patient est rapidement pris en charge, de manicre similaire & une IDR
positive. Les recommandations anglaises (National collaborating center for
chronic conditions et NICE 2006) sont différentes car elles utilisent une
stratégie en deux étapes : réalisation d'un test sanguin chez tout sujet

présentant une IDR positive.

L'inconvénient majeur est l'absence de détection des sujets IDR négative
mais tests sanguins IFN-y positifs. Une stratégie similaire a ét¢ mise en place en
Suisse (Ligue pulmonaire Suisse, 2005). La Haute Autorité de santé¢ (HAS,
Paris, France) a récemment posé le probléme des indications du dosage sanguin
de ’IFN -y. Le remplacement de I'TDR par ces tests serait la régle, avec quatre

indications précises [56]:

< pour réaliser l'enquéte (diagnostic de I’'ITBL) autour d'un cas,
uniquement chez les adultes (de plus de 15 ans) ;

< lors de leur embauche, pour les professionnels de santé et pour ceux
travaillant dans un service a risque dans les mémes conditions que
celles préconisées par les recommandations sur I'IDR ;

<> pour aider au diagnostic des formes extra pulmonaires de la tuberculose
maladie souvent difficiles a étiqueter ;

< avant la mise en route d'un traitement par anti-TNF-o dans les mémes
conditions que les recommandations de I’Agence francaise de sécurité

sanitaire des produits de sant¢ (AFSSAPS) de 2005.
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Si le résultat du test est positif, la conséquence est la possible mise en route
d'un traitement antituberculeux préventif en fonction des autres ¢léments

disponibles.

Pour ces indications et bas¢ sur son intérét diagnostique, la HAS a
considéré que l'utilité clinique de cet acte est suffisante pour étre inscrite a la
NABM (Nomenclature des Actes de Biologie Médicale). La mise a disposition
de ce test ne saurait avoir lieu sans l'acquisition de nouvelles connaissances
absolument nécessaires, au vu d'une part, du peu de données actuellement
disponibles sur ce test, et d'autre part, de l'enjeu de santé publique qu'il
représente dans la prise en charge de la tuberculose. En conséquence, la HAS
émet un avis favorable quant a l'inscription de ce test a la NABM, sous réserve

d'un recueil obligatoire de données supplémentaires [57].
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IX- STRATEGIES DE DEPISTAGE DANS CERTAINES POPULATIONS A
RISQUE

En France, il n’existe pas de stratégie de dépistage généralisée. Il existe des
recommandations de dépistage de 'ITBL ou de la tuberculose maladie dans
certaines populations considérées a risque d’étre infectées ou a risque d’étre
malades et/ou contagieuses. Le dépistage des sujets contacts autour d’un cas de

tuberculose contagieuse fait 1’objet de recommandations spécifiques.

1-Dans les popvulations migrantes originaires de pays
d’endémie :

Les différentes études effectuées dans les pays développés basées sur le
génotypage des souches (techniques RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ou Miru), semblent montrer que la tuberculose maladie des
migrants est surtout liée a la réactivation de 1’infection importée acquise dans le
pays d’origine et tres peu a I'infection contractée dans le pays d’accueil. De
plus, le passage de la transmission de la tuberculose maladie de la population

migrante vers la population autochtone se fait trés peu.

De ce fait, la plupart des pays développés ont adopté une stratégie de
dépistage de la tuberculose a I’entrée sur leur territoire et cela quel que soit
I’age. La majorité¢ des pays recommande le dépistage de la tuberculose maladie
par radiographie pulmonaire et le dépistage de 'ITBL par IDR chez les enfants
agés de moins de 15 ans comme en France, ou au Canada, agés de moins de 11
ans comme en Grande Bretagne, ou 4gés de moins de 5 ans comme en Belgique.
Seuls les Etats-Unis recommandent le dépistage des ITBL aupreés de tous les

migrants [27].
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En France, une radiographie pulmonaire est recommandée pour tous a
partir de I’age de 10 ans a la recherche d’une tuberculose maladie et une IDR est
recommandée pour les enfants 4gés de moins de 15 ans a la recherche d’une
ITBL. Si le résultat de I'IDR est supérieur a 10 mm, il est recommandé de
pratiquer une radiographie pulmonaire (Arrét¢é du 11 janvier 2006) [58].
L’apparition des tests IGRA depuis cinq ans n’a pas modifié¢ les stratégies sus
mentionnées. En France, il n’est pas fait mention dans les derni¢res
recommandations de la HAS de I’utilisation des tests IGRA dans les populations

migrantes.

Aux Etats-Unis, le remplacement des IDR par les tests IGRA est autorisé
dans toutes les indications de I’IDR et donc pour le dépistage des ITBL chez les
migrants. Les tests IGRA sont recommandés de préférence a ’IDR, dans les

populations ayant bénéfici¢é d’une vaccination antérieure [59].

Au Canada, lutilisation des tests IGRA et des IDR est autorisée
indistinctement dans le dépistage de ’ITBL des migrants a risque d’évoluer vers

la maladie : enfants agés de moins de 15 ans, immunodéprimés et diabétiques
[60].
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2 - Chez les patients avant mise sous traitement par anti-TNF
alpha :

Les traitements par anti-TNF alpha sont associés a une augmentation du
risque de tuberculose maladie multipli€¢ par 20 par rapport a la population
générale [61,62]. Ce risque est li¢ a une réactivation plutét qu’a une tuberculose
de novo [63]. La plupart des sociétés savantes dans le monde recommandent le
dépistage de I'ITBL avant la mise sous traitement. En 2005, I’AFSSAPS

préconise ce dépistage par :

<> un interrogatoire a la recherche de facteurs de risque ;
< une IDR ayant un seuil a 5 mm (quand le BCG date de plus de 10 ans
ou en I’absence de BCGQG) ; et si BCG < 10 ans le seuil est a 10 mm ;

<> une radiographie pulmonaire.

Si une ITBL est diagnostiquée, il est recommandé de mettre en place un
traitement prophylactique au minimum trois semaines avant la premiere prise

d’anti-TNF alpha.

Différentes équipes ont étudié I’intérét des tests IGRA par rapport a I’'I[DR
dans cette population. Liot¢ H et al. [61] ont montré que les meilleures
performances (sensibilité et spécificit¢) des tests IGRA permettent de diminuer
le nombre de patients mis sous traitement chimioprophylactique et donc les

effets secondaires liés a ces traitements.

L’équipe de rhumatologie de Newcastle utilise ces tests depuis 2004 [63].
Une étude prospective a inclus 101 patients qui ont bénéficié d’un test

Quantiferon avant la mise sous traitement par anti-TNF alpha. Sept patients
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avaient un test positif et ont recu un traitement prophylactique. Le suivi a duré
de 6 a 30 mois, aucune tuberculose maladie n’a été observée pendant cette
période. Ces tests ont permis de diminuer le nombre de patients mis sous
traitement et ne semblent pas étre affectés par la diminution de
I’immunocompétence. Dans le protocole que cette équipe a mis en place,

I’utilisation de ces tests est cotit-efficace [27].

L’¢étude de Laffitte [64] conduite aupres de 50 patients atteints de psoriasis,
montre qu’une ITBL a été dépistée par T-Spot-TB et traitée chez 20 % d’entre

Cux.

En France, une étude a été conduite chez des patients d’un service de
rhumatologie en 2010 et a montré que dans cette population majoritairement
vaccinée, 'utilisation des tests IGRA permettait de traiter moins de patients

(23 % versus 40 % avec I’IDR) (Données personnelles X. Mariette) [27].

En 2006, la recommandation de la HAS donne la possibilité¢ d’utiliser les

tests IGRA a la place de I’'IDR.

Actuellement une étude est en cours (Etude ETAT dans le cadre d’un STIC
Soutien aux Techniques Innovantes et Coliteuses ou non), dont I’objectif est

d’évaluer les performances d’un test par rapport a 'autre (IDR versus tests

IGRA)[27].
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3 - Sujets contacts d'un cas index contagieux :

Les recommandations du Conseil supérieur d’hygiene publique de France
(CSHPF) qui datent de 2003 ont ét¢ complétées en 2006. Elles reposent sur le
signalement et la déclaration obligatoire du cas de tuberculose au Centre de lutte
anti-tuberculeuse (CLAT) depuis 2006 et a 1I’Agence régionale de santé¢ (ARS)

du lieu d’exercice du médecin Déclarant [65].

Ce signalement donne lieu a une enquéte auprés du patient dans le but de
définir une liste de sujets contacts. Un sujet contact est défini comme une
personne ayant passé au moins 8 heures en contact rapproché et/ou répété avec
un malade contagieux. Les sujets contact les plus a risque €étant ceux qui vivent
sous le méme toit que le cas index (contacts étroits). Ces sujets pourront faire
I’objet d’un dépistage dans le but de découvrir des tuberculoses maladies
secondaires ou des ITBL. Ce dépistage est particulierement important compte
tenu de I’incidence ¢élevée (>1000/100000 habitants) dans cette population et se

fait en trois temps : TO, T3mois et T 12-18 mois.

Il repose sur une radiographie pulmonaire et un examen clinique a la
recherche d’une Tuberculose maladie puis un test tuberculinique : IDR dans la
majorité des cas ou test IGRA chez les personnes agées de plus de 15 ans depuis
2006 a la recherche d’une ITBL (voir exemple d’enquéte d’entourage en suisse

figure 23 [66]).
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Le nombre de perdus de vue dans cette population est important (autour de
30 %, données CLAT 75) : pas de présentation au dépistage, perdus de vue entre
le test IDR et la lecture, puis entre le ler et le 2éme. Par conséquent, il semble

que tout ce qui facilitera le dépistage améliorera I’adhésion des sujets contacts.

Deux études de suivi ont été réalisées sur les performances des tests IGRA
dans I’enquéte autour d’un cas dans des pays a faible incidence. Elles
concernent principalement des adultes. Il y a peu de données publiées chez les
enfants 4gés de moins de 6 ans évaluant le risque de développement d’une
tuberculose maladie quand la stratégie diagnostique dans I’enquéte autour d’un

cas repose sur les tests [IGRA.

Une étude allemande [67] a porté sur les sujets contacts de tuberculeux
ayant refusé la chimioprophylaxie. Sur une période de trois ans 954 cas contacts
ont bénéfici€é d'une IDR et dun Quantiferon-TB  Gold-In-tube.
Parmi ceux-ci 21 % avaient un Quantiferon positif contre 63 % pour
I’IDR>5mm et 25 % pour P'IDR>10mm. Parmi les 19 qui ont développé une
tuberculose maladie dans les deux ans de suivi, 100 % avaient un Quantiferon

positif, 90 % avaient une IDR>5mm et 53 % une IDR>10mm.

La proportion de patients ayant développé une tuberculose maladie
ultérieure parmi ceux ayant un test positif était de 12,9 % (19/147) pour le
Quantiferon, 3,1 % (17/555) pour ’IDR > 5mm et 4,8 % (10/207) pour
I’IDR >10mm. La proportion de ceux ayant développé une tuberculose maladie
ultérieure parmi ceux ayant un test négatif était de 0 % (0/756) pour le
Quantiferon, 0,6 % (2/348) pour I'IDR<5mm et 0,8 % (7/903) pour 'IDR<10

mm.
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Une étude néerlandaise [68] a porté sur des migrants, cas contacts de
tuberculeux ayant refusé la chimioprophylaxie. Tout ceux ayant une IDR>5mm
ont bénéfici¢ d’un test IGRA. Seuls ceux ayant une IDR initiale <Smm ont
bénéfici¢ d’un second temps de dépistage. Parmi les 310 ayant une IDR>5mm,
146 (47 %) avaient un Quantiferon positif et 168 (60 %) un T-SPOT TB positif.
Parmi les 9 qui ont développé une tuberculose maladie, 8 avaient une IDR
positive (un avait une IDR connue positive auparavant qui n’avait pas été
refaite), 5 un Quantiferon positif (1 cas n’a pas eu de Quantiferon) et 6 un T-
SPOT TB positif (1 cas n’a pas eu de T-SPOT TB). Il faut noter que parmi les
trois patients ayant développé une tuberculose maladie avec un ou les deux tests
IGRA négatifs, aucun n’a eu de second temps de dépistage et le premier temps
de dépistage avait eu lieu respectivement 5, 19 et 34 jours apres le diagnostic du

cas index.

La proportion de patients ayant développé une tuberculose maladie
ultérieure parmi ceux ayant un test positif était de 2,8 % (5/178) pour le
Quantiferon, 3,3 % (6/181) pour le T-SPOT TB, 3,8 % (7/184) pour I'IDR >
15mm et 3,1 % (9/288) pour 'IDR >10mm, 2,7 % (9/339) pour ’'IDR >5mm.
La proportion de ceux ayant développé une tuberculose maladie ultérieure parmi
ceux ayant un test négatif était de 2 % (3/149) pour le Quantiferon, 1,7 %
(2/118) pour le T-SPOT TB, 0,7 % (1/148) pour ’'IDR<15mm et 0 % (0/51)
pour 'IDR<10 mm.

Ces deux études ont donc des méthodologies tres différentes puisque dans
un cas IGRA et IDR sont fait de facon systématique et que dans I’autre la
réalisation de 'IGRA dépend du résultat de ’IDR. De plus dans la seconde
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étude le délai de réalisation du premier temps de dépistage (qui peut étre le seul)

est trés variable alors que dans la premiere étude il est fixé a neuf semaines.

Enfin la seconde étude porte sur une population d’immigrés pour laquelle

I’interprétation des tests IDR ou IGRA peut étre délicate car une positivité peut

ne pas €tre la conséquence du contage a I’origine de ’enquéte mais d’un contage

ancien dans le pays de provenance.

Il ressort que :

1.

Le nombre d’études disponibles sur le suivi longitudinal des sujets
dépistés positifs est réduit et qu’elles ont des méthodologies
différentes. Les deux études présentées concernent des populations
trés différentes sur le plan épidémiologique.

La valeur prédictive négative de ces tests comme de I'IDR est
excellente.

La valeur prédictive positive des tests IGRA parait équivalente a
celle de I’'IDR dans une étude et supérieure dans I’autre.

Le nombre de patients ayant un test positif, et donc susceptibles
d’étre traités, est réduit avec les tests IGRA sans que I’on puisse dire
toutefois qu’un test négatif exclut le développement d’une
tuberculose maladie ultérieure.

Les deux études sont tres différentes en termes de sensibilité puisque
I’une retrouve une sensibilit¢ de 100 % du test IGRA tandis que

I’autre retrouve une sensibilité de 63 a 75 %.
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Au total, ces premicres données prospectives montrent que ces tests IGRA
ont, dans I’enquéte autour d’un cas, dans des pays de faible incidence de
tuberculose, des performances au moins équivalentes a celles de I'IDR et
certainement supérieures dans les populations vaccinées. Ils peuvent permettre
d’envisager de proposer des traitements d’ITBL a une population plus réduite
que ne le permet I’IDR. Il semble par ailleurs que l'intérét d'une prise de sang
unique (versus IDR et lecture en deux séances) puisse permettre de réduire dans

certains centres le nombre de sujets perdus de vue.

Toutefois 1l faut noter que la négativité de ces tests ne semble pas exclure

le développement ultérieur d’une tuberculose maladie.
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Figure 23 : Algorithme de ’enquéte d’entourage d’un cas de tuberculose [66]

BCG : Bacille de Calmette et Guerin TB : Tuberculose
ITBL : Infections tuberculeuses latentes INH : Isomiazide
IFN-y : Interféron gamma
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4 Professionnels de santé et autres professionnels exposés
(y compris stagiaires et étudiants) :

La surveillance des professionnels de santé fait I’objet de recommandations

particulieres compte tenu de leur risque d’exposition et du risque de

transmission aux malades dont ils ont la charge. Elle a pour objectif :

< la protection de la collectivité hospitalicre (patients et autres

professionnels de sant€) ;
< le bénéfice individuel du soignant :

- en lui proposant si nécessaire une prophylaxie ou une surveillance

en cas de dépistage d’une infection tuberculeuse ;

- en actant par une déclaration de maladie professionnelle le lien
avec le travail permettant sa protection médico-légale avec

ouverture de droit a indemnisation éventuelle.

Les modalités de cette surveillance ont été rappelées dans 1’avis du CSHPF
du 15 novembre 2002 [69] qui vise non seulement les personnels de santé mais
aussi d’autres professionnels exposés tels les foyers de migrants, le milieu

pénitentiaire. A I’embauche :

< un examen clinique de référence doit étre effectué, complété
systématiquement d’une radiographie pulmonaire et d’une IDR datant
de moins de trois mois ; la radiographie recommandée par le CSHPF,
n’est obligatoire que pour la fonction publique hospitaliere [Article R

4626-23 du Code de Travail] [27].; en revanche, ’'IDR de référence
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est obligatoire pour tous (Décret n°2004-635 du 30 juin 2004 relatif a
la vaccination par le vaccin antituberculeux BCG et modifiant les
articles R. 3112-2 et R. 3112-4 du code de la santé publique (JO 152
du 2/07/04))[27].;

En cours d’activité professionnelle, la surveillance est différente selon le

niveau de risques [27] :

< risque élevé : secteur géographique accueillant au moins 5 tuberculeux
bacilliféres par an : surveillance tous les 18 mois a 2 ans de la
radiographie pulmonaire et de I'IDR si < 10 mm ; risque
intermédiaire : secteur géographique accueillant de 2 a 4 tuberculeux

bacilliféres par an : selon I’évaluation du médecin du travail ;

< risque faible : secteur géographique accueillant au plus 1 tuberculeux
par an chaque année : enquéte autour d’un cas contagieux non isolé
comme en population générale basée sur radio et IDR a TO, T 3mois et
T 12-18 mois. Depuis 2006 selon les recommandations de la HAS, les
tests IGRA peuvent étre utilisés en remplacement de ’IDR mais ils
I’ont été de facon trés inégale, sans indication ni conduite a tenir

standardisées.
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5 - Personnes infectées parle VIH :

En France, 150 000 personnes sont actuellement infectées par le VIH.
L’incidence de la tuberculose chez ces patients est particuliérement élevée (>
400/100 000 habitants) méme chez les patients sans facteur de risque autre que
leur VIH. Le dépistage et le traitement des ITBL quelle soit anciennes ou
récentes, diminue I’incidence de la tuberculose maladie dans cette population
Des données récentes sur la cohorte FHDH (base de données hospitalicre
francaise sur l'infection a VIH) portant sur plus de 80 000 patients suivis en
France montre que I’incidence de la tuberculose dans cette population a

tendance a augmenter [70].

Le dépistage et le traitement des ITBL quelle soit anciennes ou récentes,

diminue I’incidence de la tuberculose maladie dans cette population [71,72,73].

Le dépistage de I’infection tuberculeuse si possible et le traitement au cours
de [Iinfection VIH sont fortement recommandés par les organisations
internationales car le traitement de I’infection latente est 1’une des actions
prouvées pour contrdler la tuberculose associée au VIH (The HIV —associated

tuberculosis epidemic —when will we act) [74].

En France, le rapport d’expert (rapport Yeni 2010)[27] insiste sur
I’importance du risque de tuberculose dans la population infectée par le VIH et
constate la faible performance de I'IDR dans cette population pour dépister
I’infection latente. Le traitement de I’infection latente est recommandé mais la
place des IGRA n’est pas précis€e en I’attente des résultats d’études en cours en
France, en particulier une étude ANRS (Agence nationale de recherche sur le
sida) (Quantispot) et I’étude STIC [27].
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Récemment les recommandations anglaises du NICE insistent sur la
nécessité de dépister 1’infection chez les patients VIH dont le chiffre de CD4 est
inférieur a 500 par mm3. Les recommandations concernant 1’outil de dépistage

sont différentes selon que les CD4 sont inférieurs ou supérieurs a 200 par mm3.

La fiabilité des tests de dépistage IDR et IGRA est affectée par I’infection
par le VIH surtout en cas de CD4 inférieurs a 200/mm3. Plusieurs études

montrent que les tests IGRA sont moins affectés que les tests tuberculiniques

[75,76,77].

La réalisation systématique du test QFT Gold dans une cohorte de 830
patients adultes infectés par le VIH en Autriche a permis d’identifier 44 patients
avec un test positif dont 7 avec une tuberculose active, 47 indéterminés et 739
négatifs. Huit cent vingt-deux patients ont été suivis pour une durée médiane de
20 mois : 3 ont développé une tuberculose maladie pendant cette période parmi
les 37 positifs (8,1 %) tandis qu’aucun cas de tuberculose n’est survenu parmi
les 738 négatifs. Dans cette étude réalisée dans un pays de faible incidence et a
niveau économique ¢levé, donc de situation comparable a la France, la valeur

prédictive négative était trés €levée [78].
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6. Enfants :

Chez I’enfant 4gé de moins de 5 ans, le nombre de tests indéterminés est
augment¢ et le prélevement veineux est difficile a réaliser [79]. Le risque accru
de développement d’une tuberculose maladie a cet age et le peu de données
prospectives sur 1’utilisation des IGRA dans cette classe d’age conduit le groupe
de travail du haut conseil de la santé publique a ne pas recommander I’utilisation

des tests IGRA chez I’enfant de moins de 5 ans.

Le groupe recommande de ne pas modifier la stratégie diagnostique

actuelle (IDR chez les sujets contact le plus tot possible, puis a 3 mois).

Chez I’enfant a partir de 1’4gé de 5 ans et I’adulte, les performances des
tests IGRA sont intéressantes surtout en population vaccinée (spécificité et
sensibilité >85 %). Les tests IGRA peuvent peut-&tre permettre de proposer un
traitement a une population plus restreinte. Il semble par ailleurs que l'intérét
d'une prise de sang unique (versus IDR et lecture en deux séances) puisse
permettre de réduire dans certains centres le nombre de sujets perdus de vue
[27].

Le groupe propose que la stratégie diagnostique de ’ITBL dans I’enquéte
autour d’un cas chez I’enfant a partir de 5 ans et I’adulte repose soit sur ’IDR

soit sur un des tests IGRA.

Le groupe ne recommande pas l'utilisation préférentielle de l1'un ou l'autre
des tests IDR ou IGRA.

Sur un plan pratique et compte tenu d’une couverture vaccinale importante
par le BCG en France, les tests IGRA pourraient étre privilégiés, cependant cette
recommandation nécessite des ¢études médico-économiques et prospectives

supplémentaires.
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Avantages et [imites

des IGRA :
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X- AVANTAGES ET LIMITES DES IGRA :

1. Avantages :

Ces tests ont démontré, grace a l'emploi d'antigénes spécifiques de M.
tuberculosis, d'une meilleure spécificit¢ (pas de faux positif en cas de
vaccination BCG et/ou de contact avec la plupart des MNT) et d'une meilleure
sensibilité. Ils sont également rapides (résultat obtenu en moins de 24 heures), ne
dépendent d'aucun observateur et produisent des résultats quantitatifs et
objectifs. Ils possédent un contréle interne, permettant d'évaluer

I’immunocompétence du sujet ou sa réponse T non spécifique.

Comme cité précédemment, la concentration du mitogene PHA differe entre
les deux tests, permettant de préciser que QFT Gold définit mieux
I’immunocompétence du sujet testé. Enfin, ces tests ne nécessitent pas une seconde
visite, sauf en cas de positivité pour une réevaluation du patient, et peuvent
permettre de suivre I’efficacité du traitement prophylactique ou curatif administré
[37].

2. Limites

Les inconvénients sont li€s principalement a la nature des antigeénes utilisés.
ESAT-6 et CFP- 10 sont produits par deux autres mycobactéries pathogénes : M.
kansasii et M. marinum. Seule une confusion peut étre observée avec une
mycobactériose pulmonaire a M. kansasii, comme cela a été observé dans
certaines populations témoins. De plus, ces tests ne discriminent pas entre la
tuberculose maladie et la tuberculose infection. II est essentiel de définir Ia
tuberculose infection sur la base de l'exclusion de la tuberculose maladie, avec
absence totale de signes cliniques, en cas de positivité de ces tests. Par ailleurs, un

controle devra étre réalisé a l'instar de ce qui est préconis¢ aux Etats-Unis. En
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effet, aucun test n'a réellement ét¢ étudié sur le plan cinétique (a l'instar de I'étude
réalisée au laboratoire chez les enfants), par exemple pour déterminer
I’évolution de la réponse en absence de traitement chez les sujets détectés

positifs.

Ces tests ont également des impératifs biologiques, notamment le délai
d'acheminement pour le T-SPOT.TB comme décrit précedemment. ils n'ont pas
encore ét¢ validés dans trois populations : les enfants [80,81] ; les sujets coinfectés
par le VIH, et les patients mis sous immunosuppresseurs notamment sous anti-
TNF-a. Enfin, le colt des tests peut représenter leur inconvénient majeur. Mais
celui-ci doit étre comparé aux différents aspects de I'IDR : réalisation technique,
seconde visite, et chimioprophylaxie en exceés du fait d'une spécificité médiocre.
Le colit de I'IDR a été évalué aux Etats-Unis entre 41 a 363 $ pour les centres
hospitaliers, et 176 a 264 $ pour les centres de santé [82] Cela est a comparer
aux 25 € par test pour le QFT Gold auquel doit étre ajoutée la visite du

clinicien et le colt du prélevement.

Par ailleurs, une réduction des colts, déja obtenue par la visite et un test
biologique, pourrait étre renforcée par la mise en place d'un dépistage actif des
personnes a haut risque de développer une tuberculose maladie. Selon les
derniéres données francaises, les populations issues de I’'immigration a partir des
pays a forte endémie tuberculeuse représentaient prés de 44 % des cas de
tuberculoses déclarées. Ce pourcentage était de 62 % pour les tranches d'age
de 15 a 39 ans, donnant une incidence 13 fois supérieure a celles des populations
du méme age nées en France [83]. Des chiffres similaires sont retrouvés aux
Etats-Unis, en Angleterre et en Australie. D'ou les recommandations américaines
qui pronent principalement le dépistage des sujets a haut risque d'infection

ancienne ou récente afin de leur proposer une chimiothérapie antituberculeuse.
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3. IGRA versus IDR :

Tableau 7 : comparaison des deux tests de quantification de la libération d’interféron gamma

par les lymphocytes T sensibilisés par les antigénes de M. tuberculosis avec I’ intra-

Antigeénes

Controle positif et négatif

Uniformité de la méthode

Effet « booster »
2™ consultation
Délai de rendu du résultat

Cellules étudiées

Technologie

Systéme de lecture

Unités

Interprétation

dermoréaction [1,12,25].

ESAT-6 et CFP-10

Oui

Oui(nombre de cellules
fixe)

Non
Non
16-20 heures

Cellules mononucléées
sanguines

ELISpot
Lecteur ELISpot

Nombre de cellules
formant des spots [FNy+

Objective

ELISpot (T-SPOT-TB) @ ELISA(QuantiFERON)

ESAT-6 et CFP-10
(TB7.7)

Oui

Partielle(volume fixe)

Non
Non
16-24 heures

Sang total

ELISA
Lecteur ELISA

UI/mL d’TFN y

Objective

CFP-10 :culture filtrate protein 10 ; ELISA : enzyme linked immunosorbent assay ;

IDR
PPD

Non
Non

Oui

Oui
48-72 heures

NA

NA

Diamétre
d’induration

mm

Subjective

ELISpot : enzyme linket immunospot; ESAT-6: early secretory antigenic target 6; IDR:

intradermoréaction; NA: non applicable; PPD: purified protein derivative.
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4. Caractéristiques communes

Un test immunologique négatif que ce soit une IDR ou un test IGRA, ne

peut exclure ni une tuberculose infection ni une tuberculose maladie.

- Aucun de ces tests ne permet de différencier une infection ancienne
d’une infection récente.
- Aucun de ces tests lorsqu’il est positif ne peut donner d’indication
: L4 .
quant au risque d’évoluer vers une tuberculose maladie

- Ces tests sont dépendants du statut immunitaire du sujet.

5- Délai entre IDR et test IGRA

Treize études ont analysé s’il existait un effet « boost » de I'IDR sur le
résultat du test IGRA [84]. Cinq études ne retrouvent pas cet effet pour un test
IGRA réalisé 28 jours a 9 mois apres I’IDR, alors que sept études retrouvent un
effet possible si le test IGRA est réalis¢é dans les 21 jours suivant I’'IDR. Cet
effet n’est retrouvé que dans le cas d’IDR positive et ne concerne que des
valeurs de positivit¢ de I'IGRA proches du seuil. Les IDR négatives ne
« boostent » pas les tests IGRA. En pratique, le test IGRA pourra étre réalisé a
la lecture de I’'IDR.
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Recommandations
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Xl- RECOMMANDATIONS PUBLIEES CONCERNANT LE BON
USAGE DES IGRA :

Les IGRA sont de plus en plus utilisés dans les pays occidentaux a faible
incidence de tuberculose. Plus d’une douzaine de pays ont publié des

recommandations sur leur utilisation.

En voici les principales. Pour chacune d’elle nous citons les points
essentiels. Bien que les deux tests soient cités, il s’agit pour la plupart du test

Quantiferon GiT qui est utilisé :

A. Etats-Unis

Il s’agit des recommandations réactualisées du CDC en 2010 [85].

< Les critéres d’interprétation notamment pour le Quantiferon sont
définis avec précision et I'importance d’une catégorie de résultats
indéterminés est soulignée.

< les IGRA peuvent étre utilisés en remplacement de I’IDR (et pas en
supplément) dans toutes les situations ou I’IDR était utilisée pour
faire un diagnostic d’ITBL. Il s’agit des enquétes autour d’un cas de
tuberculose, de tests durant la grossesse, I’examen du personnel de la

santé et d’autres cas nécessitant des tests en série.
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Le CDC ne recommande donc pas de « two steps procedure » dans ces cas.

< L’IGRA est la méthode préférée dans une population vaccinée au
BCG et chez les personnes chez qui le risque de non-présentation

pour lecture de I’'IDR est élevé.

Les IGRA sont aussi proposés chez les enfants de moins de 5 ans. Il
faut noter que les guidelines des états unis laissent le choix entre les

2 méthodes (IGRA ou IDR).

< Les deux tests peuvent étre réalisés I’un aprés I'autre (« two-step
testing ») dans les situations ou :

1. le premier test (quel qu’il soit) est négatif et qu’il existe
néanmoins un risque ¢élevé de progression (par exemple HIV
positifs ou enfants < 5 ans)

2. et le premier test est positif et qu'on voudrait avoir une
confirmation pour augmenter les chances d’adhérence a un
traitement préventif (professionnels de santé nés a I’étranger
prétendant par exemple que I’'IDR positive est secondaire a une
vaccination BCG) ou encore en cas de risque tres faible d’ITBL.

< Le CDC attire I’attention sur la fréquence relativement élevée de
résultats indéterminés et la possibilité qu’on doive répéter le test ou
faire une IDR. Il est aussi noté que des tests IGRA répétés négatifs

ne permettent pas d’exclure une ITBL.
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B.CANADA:

Publiées par le Canadian Tuberculosis Committee en 2010 [86] :

<>

En cas d’IDR positive chez des personnes a faible risque d’ITBL il
est recommandé¢ de faire un test IGRA pour confirmation (two-
steps).

Chez des personnes a haut risque de progression vers une maladie
active il est recommandé de faire une IDR. En cas de positivité la
personne devrait étre considérée comme infectée et un traitement
doit étre proposé. En cas de négativité il est nécessaire de faire un
IGRA (possibilit¢ d’IDR faussement négative)

Chez les sujets immunodéprimés : commencer avec IDR. Si positive
la personne est a traiter. Si négative, un test IGRA de confirmation
est a faire.

Chez les enfants un test IGRA peut étre utilis€ comme aide au
diagnostic d’une tuberculose active en association avec les
recherches microbiologiques habituelles. Le test IGRA ne peut en

aucun cas remplacer la microbiologie (Examen direct, culture)
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C. Royaume Uni:

Publiées par la UK Health Protection Agency (HPA) en 2008 [87] :

<>

L’IDR devrait étre réalisée en premier lieu dans une enquéte autour
d’un cas et on peut proposer aux individus IDR positive de faire un
test IGRA de confirmation en fonction de la disponibilit¢ du test
(apparemment pas disponible dans toutes les régions du Royaume
Uni).

Les IGRA peuvent étre utilisés seuls en cas de probabilité élevée
d’IDR faussement négative (personnes immunodéprimées) ou dans

des enquétes de large ampleur pour des raisons de logistique.

D. France :

Publiées par la Haute Autorit¢ de Sant¢ (HAS) en 2006 [88]. Les

indications retenues pour réaliser un test IGRA (QFT GiT ou Elispot) sont :

<>

<>

<>
<>

Enquéte autour d’un cas, uniquement chez les adultes (car en France
quasi tout le monde est vacciné par le BCG)

Chez les professionnels de la santé a I’embauche et pour ceux
travaillant dans un service a risque.

Pour aider au diagnostic de tuberculose extra-pulmonaire

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

D’autres indications décrites comme potentiellement intéressantes n’ont

pas été retenues (faute de données suffisantes) telles que les patients HIV

positifs ou le dépistage des immigrés.

Le test n’est pas recommandé chez I’enfant de moins de 15 ans
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C. Cas particulier des Enfants :

Les recommandations américaines et canadiennes mentionnent 1’indication
des IGRA chez les enfants. L’ American Academy of Pediatrics (AAP) a publié

des recommandations en 2009 [89] :

< Chez les enfants immunocompétents de plus de 5 ans les IGRA
peuvent remplacer I’IDR pour confirmer un diagnostic d’ITBL ou de
tuberculose active. Le risque de faux positifs est moindre avec les
IGRA. Chez les enfants de moins de Sans on ne dispose pas de
données suffisantes.

< Les enfants IGRA positif doivent étre considérés comme infectés par
M. Tuberculosis (infection latente ou active). Cependant un test
négatif ne devrait pas é&tre interprété comme 1’absence de
tuberculose.

< Les résultats indéterminés ne devraient pas étre interprétés comme

I’absence de tuberculose.

Une méta-analyse récente n’a pas trouvé de preuves évidentes que le
Quantiferon est supérieur a I’'I[DR pour le diagnostic de I'ITBL chez I’enfant
[90]. 11 semblerait cependant que dans les pays a faible incidence de tuberculose,
le Quantiferon soit plus sensible que I’'IDR pour le diagnostic d’une tuberculose

active
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Tableau 8 : Recommandations internationales pour le dépistage de 'ITBL chez I’adulte [27]

Enquéte d'entourage Perzonnel ID/VIH Anti-THF a Migrants/SDF
de santé
Canada 2010 - en confirnation d™1 TST + ai -TST en 17, si + : diagnostic - Pas de dépistage systématique des migrants
faible risque de contamination ITL posé non recommande ;
- si contact etroit : TST ou -gi TST —et en fonction du - Depistage cible si risque de reactivation et si
IGRA risque, un test Igra peut &tre pathologie associée (VIH, transplantation,
prescrit (Tspot intéressant diabéte ..}
dans cette population)
UK 2008/ Nice 2011 -TST doit &tre utilisé en 1% A - =i risgue de faux négatif - Test IGRA - Migrants :
- 8i + : confirmation par IGRA | I'embauche |faire IGRA seul 16-35 ans : test IGRA
- IGRA seul si vaccination par | - IGRA si -5 CD4 =< 200 : TST + IGRA =35 ans : en fonction des cas
BCG IDR + chez |- i CD4 de 200 & 500 : test
nan IGRA zeul ou TST + IGRA
vaccines
BCG
-IGRA
d'emblée =i
originaire de
pays de
forte
endémie ou
=i a travaillé
dans
service a
haut risque
Australie20077 2009 T5Ten 1" sauf si BCG - geuil TST =5mm - tester pour traiter ITL
- geuil TST : 10 mm - migrants infectés par VIH, - indifféremment IGRA ou TST
faire 2TST, si négatif arienté
VErs specialiste
Suisse 2010 - IGRA en confirmation TST + [ IGRA : - IGRA en bilan initial - RP + IGRA
{=zeuil 10 mmy'S mm en 2011) surveillance
réguliére
France HAS 2006 - IGRA possible - embauche Interrogatoire,
- surveillancs clinique, RP,
i service & IGRANDR

risgue
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Tableau 8 suite 1

Allemagne - 2 étapes : TST puis IGRA IGRA & Sirisque de faux négatif, faire [ IGRA
200720092011 seuil TST : Smm I'embauche |un test IGRA
- 1GRA seul 5i BCG, risque et pour le
faux + ou faux-, risgque diagnostic
d'incbservance d’'ITL
Italie 2008 TST = test référence Faire un test IGRA cher tous
SiTST + et BCG : faire IGRA les sujets ID ou HIV+ avec un
TST négatif
Espagne 2008 TST = test référence
Danemark 2010 Faire IGRA chez adultes ou =i Pas de guide Préférer
BCG IGRA, mais
faire TST si
IGRA
impossible
Hollande 2007 TST initial 2i =5Smm, faire IGRA Faire TST et
Groupes a risque TST ou s'appuyer sur
IGRA la clinigue
MNorvége 2010 TST. si =6mm, faire IGRA Préférer test [ Si ID, préféré TspotTE
{QFT puis Tspot) IGRA
Japon 2006 -18-49 ans : QFT préféré au Préférer Dans les groupes a haut Préférer QFT
TST QFT aTST |rn=sque, préférer le QFT
=50ans : QFT ou TST mais
utilization limitée
- dépistage de masse OFT
préféré mais TST fait (colt)
Corée 2009 IGRA en confirmation TST+
Seuil : Smm sans BCG , 10mm
avec BCG
5i TST -, IGRA peut étre fait
Tchéquie 2006 IGRA et groupes & risque IGRA avant
le traitement
eten

surveillance

FPologne 2008

IGRA
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Tableau 8 suite 2

Slovaquie 2008 Deux étapes : TST puis IGRA |En 2 &tapes 2 gétapes ;- | En 2 étapes pour réfugiés et minorités
{quand TST +) - personnels avant mise
EXpOSEs SoUS
- militaires traitement
- puis
surveillance
annuelle
USsA 2010 - IGRA ou TST sans IGRA ou - TST+IGRA : quand rizque - thez les SDF ou usagers drogues - préférer
préférence TST =ans éleve de progression vers la IGRA
- dans le cas de vaccination préférence | maladie
antérieure par BCG : préferer | IGRA de
IGRA préférence
- quand risgue éleve de si vaccinés
progression vers la maladie ou | BCG

pour faciliter l'observance au
traitement : faire les 2 tests

BCG : Bacille de Calmette et Guerin

ITBL : Infections tuberculeuses latentes

IGRA: Interferon-gamma-release assays

HAS : Haute Autorité de santé

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

TST : Tuberculin Skin test

RP : radiographie pulmonaire

ID : Immunodépression

SDF : sans domicile fixe

89
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Tableau 9 : recommandations internationales pour le dépistage de I’infection tuberculeuse chez I’enfant [27]

Enquéte autour des cas et migrants

Patients Immunodéprimés

Canada 2010

IGRA en confirmation d'un TST +, évaluer le risque en fonction de la durée et

du degré du contact

TST initial, si négatif le clinicien peut décider
IGRA

Australie 2009

Tester dans lintention de traiter, tous

les migrants avec TST ou IGRA

<5ans seuil TST a Smm ; =5ans, seull TST 10mm

Si migrants infectés par VIH ; dépistage en
Z etapes
Seuil TST & Smm

Suizsse 2007 / Tchéquie / Pologne /

Slovaquie f Allemagne 2007 [ ltalie 2009 /7
Espagne 2008 / France 2006 / UK 2003

Pas de recommandation particuliére chez I'enfant

Danemark 2009

Chez les contacts ; utiliser indifferemment TST ou IGRA sauf 51 BCG

Hellande 2007

Enfants migrants dgés de 4 semaines

IGRA

a 12 ans : faire un TST, si =5mm faire

Worvége 2007

2 étapes : TST puis confirmation par IGRASI TST =6mm

Japon 2006

Mon recommandé sauf =i aide
diagnostic TM

Sujets contacts
-53-12ans : TST ou QFT
-12-18 ans : QFT=TST

Corée 2008

Contact =6 ans, faire TST

Seuil @ 5 mm eta 10 mm chez
vaccinés par BCG . 5i TST+, faire
IGRA

UsA 2010

TST de préférence, certaing pensent
faire TST + IGRA car risgue éleve de
passage d'lTL vers TM

TST ou IGRA sans préférence

TST+IGRA guand rizque élevé de passage
ITL vers TM

Royaume-Uni 2011

Migrants dgés de 5 a 15 ans : TST, si
positif IGRA
Contacts autour d'un cas dgés de 2 a
Sans:TST

TM : Tuberculose maladie
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Tableau 10 : tests IGRA et diagnostic de tuberculose maladie [27]

=5 ans S ans et pluas

Cansdas 210

=15 ans - aid=e au
diagno=tic de T

J=pony 20O

Side mau dismagrro=stic

T chSquis
Silowaagure Z20O0E

Diagnostic differenti=el de T pulmonairse et extra
pulmmeomnair=

France Has 2006
Suiss=se 2010

Agde mu disgnostic de tuberco lhoss
exirapulmmoresire
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XIll- CONCLUSION :

I’objectif d’introduire les tests IGRA dans la stratégie de prise en charge
des patients tuberculeux est de diminuer les traitements prophylactiques institués
sur I’existence d’IDR positive chez des sujets vaccinés, et de mieux cibler, grace
a une meilleure sensibilité, les sujets ayant une ITBL qui ont une trés forte
probabilité de progresser vers la tuberculose maladie. Outre les économies de
sant¢ (trois mois d’Isoniazide sont évalués a environ 132€), on peut aussi
espérer I’éradication des complications iatrogenes. Leur efficience diagnostique
gagnera certainement a leur utilisation adaptée au contexte socio-économique

des populations étudiées.

Les critéres du choix de leur utilisation en premiére ou en seconde intention
seront : la prévalence de I'infection dans les populations étudi€es, le statut
vaccinal de ces populations, et la possibilit¢ de mettre en place un suivi

sérologique des sujets a risque lorsque cela est économiquement possible.

Elle passera par une évolution des tests vers 1’établissement de profils
cytokiniques plus Informatifs sur le stade évolutif de I'infection que le dosage
du seul IFN-y. Tout comme ce fut le cas lors de la fondation praxique des
premiers concepts de I’immunologie au tournant des années 1900, la meilleure
connaissance de la réponse immunitaire anti-M. tuberculosis devrait permettre
de faire des IGRA un nouvel outil pour la prévention, le diagnostic et le

1 éme

traitement de 1’infection, pouvant devenir I’'IDR du 2 siecle.

93



Quantiferon : mythe ou réalité

94



Quantiferon : mythe ou réalité

Mise en ceuvre du Quantiferon-TB Gold In Tube [39].

1- Phase pré-analytique :
» Matériels :

e 3 Tubes spéciaux fournis par le laboratoire :

un premier ne contenant aucun antigéne et servant de contréle négatif
(bouchon gris);
un deuxieme tube contenant de la phytohémagglutine (PHA) jouant un
r6le de controle interne de la réaction d'activation des lymphocytes T
(bouchon pourpre);

un troisiéme tube contenant les antigenes spécifiques ESAT-6 ; CFP-
10 ainsi que TB7.7, antigéne également codé par la région RD 1.
(bouchon rouge)

Incubateur 37 °C . CO2 non nécessaire.

Pipettes a volume variable étalonnées de 10ul a 1000ul avec embouts
jetables.

Pipettes multicanaux étalonnées d un volume de 50ul et de 100ul avec

embouts jetables.

Agitateur pour microplaque.

Eau déionisée ou distillée — 2 litres.

Laveur de microplaque (laveur automatique recommandé).

Lecteur de microplaque équipé de filtres de 450 nm et de filtres de

référence de 620 a 650 nm.
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e Composants pour ELISA :

Bandelettes microplaque 24 x 8 puits

IFN-y

Standard humain, lyophilisé 1 x flacon

Diluant vert (Green Diluent [GD]) 1 x 30ml
Concentré 100X de conjugué, lyophilisé 1 x 0,3ml
Concentré 20X de tampon de lavage 1 x 100ml
Solution de substrat d’enzyme 1 x 30ml

Solution de stoppage d’enzyme 1 x 15ml

> Prélévement :

Le test nécessite un simple prélévement, il est réalisé sur sang total.

Pour obtenir des résultats optimums, il faut respecter les procédures

suivantes:

1. Pour chaque sujet, prélever par ponction veineuse Iml de sang

directement dans chacun des tubes de prélévement sanguin QuantiFERON®-TB

Gold IT.

eles tubes de prélevement sanguin QuantiFERON® standards devraient

étre utilisés jusqu’a une altitude de 810 meétres. Les tubes de prélevement

sanguin QuantiFERON ® Haute Altitude (HA) devraient étre utilis€és a des

altitudes supérieures a 1020 metres.

96



Quantiferon : mythe ou réalité

Si les tubes de prélevement sanguin QuantiFERON® sont utilisés a une
altitude différente de celles mentionnées ci-dessus ou encore, si le volume de
sang prélevé est trop faible, les prélevements peuvent étre effectués au moyen
d’une seringue. Iml de ce sang sera ensuite transféré dans chacun des trois
tubes. Pour des raisons de sécurité, il est conseillé d’oter d’une part, [’aiguille
de la seringue et d’autre part, les bouchons des trois tubes QFT-Gold IT — tout
en veillant a respecter les procédures de sécurité appropriées - et d’ensuite
verser 1 ml de sang dans chacun des trois tubes de prélevement (jusqu’a la ligne
de marquage noire sur le coté de [’étiquette du tube). Remettre les bouchons,

s assurer qu’ils sont bien en place et mélanger comme décrit ci- dessous.

eVu que les tubes de 1ml aspirent le sang assez lentement, dés qu’un tube
semble étre plein, maintenir celui-ci sur l'aiguille pendant 2 a 3 secondes afin de

prélever le volume exact.

Sur le coté du tube, la ligne noire de marquage correspond a un volume
delml. Les tubes de prélevement sanguin QuantiFERON®-TB Gold sont validés
pour une plage de volumes allant de 0,8 a 1,2ml. Si dans un tube, le niveau de
sang n’atteint pas presque la ligne de marquage, il est recommande de refaire

un prélevement sanguin.

oSi le prélevement est effectué avec une “aiguille butterfly”, il y a lieu
d’utiliser également un tube purgeur pour assurer que la tubulure est remplie de

sang avant d utiliser les tubes QuantiFERON®-TB Gold.
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2. M¢élanger le contenu de chaque tube en secouant vigoureusement
pendant 5 secondes (ou 10 fois) et s"assurer que toute la surface interne du

tube est parfaitement recouverte de sang.

el es antigénes ont été appliqués et séchés sur les parois internes des tubes
de Prélevement sanguin, de sorte qu’'il est essentiel de bien mélanger le contenu
des tubes avec le sang prélevé.

o] ’apparition de mousse au niveau du sang est normale lors d’une telle
manipulation. Elle n’affecte en aucun cas la performance du test et ne doit pas

préoccuper le phlébotomiste.
3. Etiqueter les tubes de maniere adéquate.

4. Les tubes doivent ensuite étre transférés le plus rapidement possible dans
un incubateur a 37°C et au plus tard dans les 16 heures suivant le prélevement.

Ne pas réfrigérer ou congeler les échantillons sanguins.
» Incubation du sang et récolte du plasma

1. Si le sang n’est pas incubé immédiatement apres son prélevement, les

tubes doivent étre immédiatement remélangés avant 1'incubation

2. Incuber les tubes DEBOUT a 37°C pendant 16 a 24 heures.

L’incubateur ne nécessite pas de CO2 ou d humidification.

3. Les tubes de prélévement du sang peuvent Etre conservés a une

température entre 2°C et 27°C jusqu’a 3 jours avant d’étre centrifugés.

4. Apres incubation des tubes a 37°C, centrifuger les tubes pendant 15
minutes entre 2000 et 3000 RCF (Relative Centrifugal Force) (g). Le plug de gel
séparera les cellules du plasma. Si ce n’est pas le cas, les tubes doivent étre

centrifugés une nouvelle fois a une vitesse plus élevée.
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o]l est possible de récolter le plasma sans centrifugation, cependant il est

encore plus délicat de récupérer le plasma sans déranger les cellules.

5. Les échantillons de plasma peuvent étre chargés directement a partir des
tubes de prélévement du sang dans la plaque ELISA du test QuantiFERON®-TB

Gold, surtout lorsque 1'on utilise des postes de travail ELISA automatisés.

6. Alternativement, les échantillons de plasma peuvent étre stockés avant
d’effectuer L’ELISA, soit dans les tubes centrifugés ou bien recueillis dans des
conteneurs déstockage du plasma. Si les échantillons doivent €tre conservés,
recueillir par exemple plus de 150 ml dans les puits d"'une microplaque ou bien
dans des microtubes sur support en format de 96 puits, scellés pour éviter les

éclaboussures et 1'évaporation.

el es échantillons de plasma peuvent étre stockés jusqu’a 4 semaines a une
température entre 2°C et 8°C ou en-dessous —20°C (de préférence moins de —
70°C) pour une période prolongée.

2- Phase analytique : IFN-g humain ELISA

1. Tous les échantillons de plasma et les réactifs, sauf le concentré 100X de
conjugué, doivent étre portés a température ambiante (22°C + 5°C) avant

I"emploi. Prévoir au moins 60 minutes pour 1'équilibrage.

2. Retirer du cadre les bandelettes superflues, resceller dans la poche en

pellicule et restocker au réfrigérateur jusqu’a nouvelle utilisation.

Prévoir au moins une bandelette pour les standards de QuantiFERON®-TB
Gold et un nombre suffisant de bandelettes pour les sujets testés (se reporter
respectivement aux figures 8 et 9 pour les formats a 2 tubes et a 3 tubes) [39].
Apres l'utilisation, conserver le cadre et le couvercle pour les bandelettes

restantes.
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1 2 3 4 5 ] 7 8 g 10 |11 |12
A |IN |5N (9N |[I3N|17N SI | 25M | 29N | 33N | 37N (41N
B 1A [5A |oA |13A(17a 52 [ 25A 1204 | 33A | 37A [ 41A
C |2N |6N |10N| 14N | 18N 33 | 26N | 30N | 34N | 38N | 42N
D |24 [6A |10A]14A [18A 54 | 20A | 30A | 34A | 38A (424
E |3N |78 |1IN|15N | 19N | 21N | 23N [ 27N | 31N | 35N | 39N | 43N
F13a [7A |11A|15A|10A |21A|23A |27A |31A | 35A | 39A |43A
G 14N (8N | 12N | 16N | 20N | 22N | 24N | 28N | 32N | 36N [ 40N | 44N
H |44 [8A |124| 164 [20A | 224 | 24A | 28A | 32A | 36A 404 | 44A

» S1 (Standard 1), 52 (Standard 2), 53 (Standard 3), 54 (Standard 4).
» 1N (Echantillon 1. plasma de controle nul); 1A (Echantillon 1. plasma antigéne TB).

Figure 8 : plan recommandé de répartition sur la plaque des échantillons des tubes nuls et
antigenes TB du QuantiFERON-TB Gold In Tube (44 tests par plaque) [39]

1 2 3 4 & 7 8 0 10 11 12

&1 13 | 13A | 13M | 21N | 21A | 21M

IN |1A | 1M
IN | 2A | 2M

52 14N | 14A | 14MD) 20N | 22A | 22M

3N |3A |3M
4N | 4A | 4M

53 15 | 15A | 15M | 23N | 23A | 23M

5S4 16N | 16A | 16M | 24NN | 24A | 24M

o el bkl -

5N ([3A | 5M | 9N OM | 17 [ 17A | 17M | 25N | 25A | 25M

6N |6A | oM | 10N | 10A | 10N | I8N | 18A | IBM | 20N | 20A | 20M

TN | 7A | 7MW | 1IN | 11A | TIM| 19N | 124 | 19N | 27N | 27A | 27M

I 6 Mo Q0 W

8N | 8A | 8M | 12N | 12A | 12N | 20N | 20A | 20M | 28N | 28A | 28M

« 51 (Standard 1), 52 (Standard 2), 53 (Standard 3). S4 (Standard 4)_
« 1N (Echantillon 1. plasma de contrdle nul); 1A (Echantillon 1. plasma antigéne THB):
1M (Echantillon 1. plasma de contréle mitogéne).

Figure 9 : plan recommandé de répartition sur la plaque des échantillons des tubes nuls,
antigénes TB, et mitogénes du QuantiFERON-TB Gold In Tube (28 tests par plaque) [39]
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3. Reconstituer le standard lyophilisé du kit avec le volume d’eau déionisée
ou distillée indiqué sur 1'étiquette du flacon standard. Mélanger doucement pour
minimiser la formation de mousse et obtenir une solubilisation compléte. La
reconstitution du standard dans le volume indiqué produira une solution d'une

concentration de 8,0 IU/ml.

Remarque: Le volume de reconstitution du standard du kit differera

d un lot a 1"autre.

Utiliser le standard du kit reconstitué pour produire une série de dilutions a
1 pour 4 de I'lFN-y dans du GD (figure 10) [39]. Les standards doivent étre

analysés au moins en double.

ePréparer des dilutions fraiches de standard de kit pour chaque analyse

ELISA

(Standard du kif) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
5.0 UT'ml 4.0 Uliml 1,0 Ul'ml 0,25 UT'ml 0 Ul'ml
[senlement TN

Figure 10 : préparation de la courbe standard pour 1’analyse ELISA du QFT-GiT [39]
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4. Reconstituer le concentré 100X de conjugué lyophilisé avec 0,3ml d’eau
déionisée ou distillée. Mélanger doucement afin de minimiser la formation de

mousse et d’obtenir la dissolution compléte du conjugué.

Le conjugué prét a 1'emploi se prépare en diluant la quantité requise de

concentré 100Xreconstitué dans du GD (comme indiqué au tableau 3) [39].

e Me¢langer complétement mais avec douceur pour éviter la formation
de mousse.

e Restocker immédiatement le concentré 100X de conjugué non utilisé a
une temperature entre 2°C et 8°C.

e Utiliser uniquement du GD.

Tableau 3 : préparation du conjugué pour I’analyse ELISA du QFT GiT [39]

NOMBRE VOLUME DE VOLUME DE
DE CONCENTRE DILUANT VERT
BANDELETTES 100X DE CONJUGUE (GD)
2 10 ul 1.0ml
3 15 ul 1.5ml
4 20l 20ml
5 25l 25ml
] 30 ul 3.0ml
7 35l 35ml
8 40 ul 4 0ml
o 45 ul 45ml
10 50l 5.0ml
11 55l 5.5ml
12 60 ul 6.0 ml
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5. Avant l'analyse, les plasmas doivent étre mélangés pour assurer que

I’IFN-y est Réparti de fagon homogene dans tout 1'échantillon.

6. Ajouter 50ml de conjugué concentré prét a 1’'emploi fraichement préparé

aux puits ELISA en utilisant une pipette multicanaux.

7. Ajouter 50ul d’échantillons de plasma de tests dans les puits
correspondants en Utilisant une pipette multicanaux (Se reporter au plan
recommandé¢ de répartition des échantillons sur la plaque dans les figures 8 et 9).

Enfin, ajouter 50ul a chaque standard de 1 a 4.

8. Mélanger complétement pendant 1 minute les €chantillons de conjugué

et de plasma/standards en utilisant un agitateur pour microplaque.

9. Couvrir chaque plaque d'un couvercle et incuber a température ambiante

(22°C £ 5°C) pendant 120 + 5 minutes.
eMettre les plaques a 1’abri de la lumiere directe pendant 1'incubation.

10. En cours d’incubation, diluer 1 volume de concentré 20X de tampon de
lavage avec 19 volumes d’eau déionisée ou distillée et mélanger
vigoureusement. La quantité déconcentré 20X de tampon de lavage fournie est

suffisante pour préparer 2 litres de tampon de lavage prét a 1’'emploi.

Laver les puits avec 400ul de tampon de lavage pendant au moins 6 cycles.

Il est recommandé d’utiliser un laveur de microplaques automatique.
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oeUn lavage approfondi est trés important pour le bon fonctionnement de
I"analyse. Veiller que chaque puits soit rempli a ras bord de tampon de lavage
avant chaque cycle de lavage. Il est recommandé de laisser tremper pendant au
moins 5 secondes entre deux cycles.

eAjouter un désinfectant standard de laboratoire dans le réservoir
d’évacuation des effluents et observer les procédures en vigueur relatives a la

décontamination de matériaux potentiellement infectieux.

11. Frapper les plaques retournées sur un linge absorbant pour faire couler
les résidus De tampon de lavage. Ajouter 100ml de solution de substrat
d’enzyme a chaque puits et mélanger vigoureusement avec un agitateur de

microplaque.
12. Couvrir chaque plaque dun couvercle et incuber a température
ambiante (22°C £ 5°C) pendant 30 minutes.

eMettre les plaques a 1’abri de la lumiere directe pendant 1'incubation.

13. Aprés l'incubation de 30 minutes, ajouter dans chaque puits 50ml de

solution de Stoppage d’enzyme et bien mélanger.

e Ajouter la solution de stoppage d’enzyme dans les puits selon le méme

ordre et & peu prés au méme rythme que le substrat au point 11.

14. Mesurer la densité optique (DO) de chaque puits dans les 5 minutes
consécutives au stoppage de la réaction en utilisant un lecteur de microplaque
équipé d'un filtre de 450nm et dun filtre de référence de 620 a 650nm. Les

valeurs DO sont utilisées pour Calculer les résultats.
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3- Phase post-analytique :

» Calculs et interprétation des tests :
Le logiciel d’analyse pour QuantiFERON®-TB Gold IT utilis€¢ pour

I"analyse des données brutes et le calcul des résultats est disponible auprés du

fournisseur (Cellestis).

Le logiciel effectue une vérification du controle de qualité de 1’analyse,

génere une Courbe standard et fournit un résultat de test pour chaque sujet.

La méthode ci-dessous représente un procédé alternatif a lutilisation du
logiciel d’analyse QuantiFERON®-TB Gold IT pour déterminer les résultats des

tests:

eGénération dune courbe standard (si le logiciel QuantiFERON®-TB Gold
IT n’est pas utilisé)

Déterminer les valeurs moyennes DO des répliques du standard de kit sur
chaque plaque.

Construire une courbe standard log(e)-log(e) en tracant plotting le log(e) de

la valeur

Moyenne DO (axe y) contre le log(e) de la concentration d'TFN-y des
standards en IU/ml (axe x), en omettant dans ces calculs le standard zéro.

Calculer la ligne line optimale de la courbe standard par analyse de régression.

Utiliser la courbe standard pour déterminer la concentration d’TFN-y
(IU/ml) pour chacun des échantillons de plasma de test en tenant compte de la

valeur de chaque échantillon.
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Ces calculs peuvent étre effectués en utilisant des progiciels livrés avec les

lecteurs de microplaques, avec des logiciels standards de feuilles de calcul ou de

statistique (comme Microsoft Excel). Il est recommandé d utiliser ces progiciels

pour effectuer 1’analyse de régression, calculer le coefficient de variation (%CV)

pour les standards, et le coefficient (r) de corrélation de la courbe standard.

» Controle de qualité du test :

L’exactitude des résultats des tests dépend de la génération d'une courbe

standard précise.

C’est pourquoi les résultats déduits des standards doivent étre examinés

avant de Pouvoir interpréter les résultats des échantillons de test.

Pour que les résultats de 1'analyse ELISA soit valides:

La valeur moyenne DO pour le standard 1 doit étre > 0,600.

Le %CV pour les valeurs DO de réplique de standard 1 et le standard
2 doit étre < 15%.

Les valeurs DO de réplique pour standard 3 et standard 4 ne doivent
pas

Varier de plus de 0,040 unités de DO de leur valeur moyenne.

Le coefficient de corrélation (r) calculé a partir des valeurs

moyennes d’absorbance des standards doit étre > 0,98.

Le logiciel d’analyse QuantiFERON®-TB Gold IT calcule et rapporte ces

parametres de contrdle de qualité.

Si les critéres ci-dessus ne sont pas satisfaits, I’analyse est invalide et

doit étre répétée

La valeur moyenne DO pour le zéro standard (diluant vert, GD) doit
étre < 0,150. Si la valeur DO moyenne est > 0,150, il y a lieu de

vérifier le Processus de lavage des plaques.
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e Interprétation des résultats :

Les résultats du test QuantiFERON®-TB Gold IT sont interprétés sur la

base des critéres suivants:

Tableau 4. Tableau d’interprétation du QFT GiT [39].

" e o o ; Reésultat
Nul | Antizéne TB moins Nul |Mitogéne moins ¢ - e
- v el [QuantiFERON"-TB| Rapport/Interprétation
[TU/mi] [TU/mi] Nul [TU/ml] e
=035 =05 Infection au M
> 035et<25%dela S Négarif mberculosis
valeur nulle S Improbable
=2 035et= 25%dela | .. P Infection au M
=80 valeur nulle i e Positif’ fuberculosis probable
<035 <05 i
=~ 0035 et < 75% ésultats sont
SRAIE S 20,5 Indéterming’ | indéterminés pour la
: réponse a 1'antiséne TH
=807 n'importe lequel n'importe lequel B 5

1 Les réponses au contrdle positif mitogéne (et occasionnellement a I'antigéne TB) peuvent étre

situées communément hors de la plage de lecture du lecteur de microplaques. Ceci n'a aucune

influence sur les résultats des tests.

2 Dans les cas ou une infection au M. tuberculosis n’est pas soupgonnée, un résultat initialement

positif peut étre confirmé en retestant les échantillons de plasma originaux en double par la méthode

ELISA QuantiFERON®-TB Gold. Si le test répété de 1'une ou des deux répliques s’avére positif, la

personne en question doit étre considérée comme ayant été testée positivement.

3 Se reporter au chapitre Dépannage pour établir les causes possibles.

4 Dans les études cliniques, moins de 0,25 % des sujets présentaient des niveaux d TFN-y > 8,0

IU/ml pour le contréle nul.
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Dépannage ELISA

Coloraition non-spécifique

CAUSE POSSIBLE

SOLUTION

Lavage incomplet de la plagque.

Laver 1a plaque au moins § fois avec 400ul/puits de
tampon de lavage. Selon le laveur utilisé, plus de 6 cycles
de lavage peuvent étre necessaires. Prévoir de laisser
tremper au moins 5 secondes enfre les cycles de lavage.

Contamination croisée des puits
ELISA

Pipeter et mélanger avec soin les échantillons pour
minimiser les risques.

Le kit / composants ont dépassé la
date de péremption.

Veiller a utiliser le kit avant 1a date de péremption. Veiller
a utiliser le standard et le concentreé 100X de conjugué
reconstitfue dans les trois mois a compter de la date de
reconstitution.

La solution de substrat d enzyme est
contamineée.

Evacuer le substrat en cas de coloration blene. Veiller a
utiliser des réservoirs de réactifs propres.

Valeurs de lechire des standards de faible densiié optigue

CAUSE POSSIBLE SOLUTION
Veiller a ce que les dilutions du standard de kit soient
Erreur de dilution du standard. préparées comrectement et conformément a la notice
d’emploi.
Eiiesis de pipetiage. Veiller a ce que les pipettes soient calibrées et utilisées

conformément aux instructions du fabricant.

Température d'incubation trop basse.

Incubation du test ELISA doit étre effectuée i température
ambiante entre 17°C et 27°C.

Temps d'incubation trop cout.

Lrincubation de 1a plagque contenant le conjugué, les
standards et les échantillons doit durer 120 = 5 minutes. La
solution de substrat d'enzyme est mcubée sur la plaque
pendant 30 minutes.

Filtre du lecteur de plaque est La plaque doit étre Iue a 450 nm avec un filtre de référence
incorrect. entre 620 et 650 nm.

Tous les réactifs, a l'exception du concentré 100X de
Réactifs sont trop froids. conjugué, doivent étre portés a température ambiante avant

de commencer 1"analyse. Cette opération dure environ une
heure.

Kit / composants ont dépasse la date
de péremption.

Veiller a utiliser le kit avant 1a date de péremption. Veiller
a utiliser le standard et le concentre 100X de conjugué
reconstitue dans les trois mois a compter de la date de
reconstitution.
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Forte coloration de fond

CAUSE POSSIBLE

SOLUTION

Lavage incomplet de la plaque.

Laver la plaque au moins § fois avec 400ul/puits de
tampon de lavage. Selon le laveur utilisé, plus de 6 cycles
de lavage peuvent étre nécessaires. Prévoir de laisser
tremper au moins 5 secondes entre les cyeles de lavage.

Température d"incubation trop élevée.

L'incubation du test ELISA doit étre effectuée a
température ambiante entre 17°C et 27°C.

Le kit / composants ont dépassé la
date de péremption

Vedller & utiliser le kit avant la date de péremption. Veiller
autiliser le standard et le concentré 100X de conjugué
reconstitué dans les trois mois & compter de la date de
reconstitution.

La solution de substrat d'enzyme est
confaminge.

Evacuer le substrat en cas de coloration blene. Vetllera
utiliser des réservoirs de réactifs propres.

Courbe signdard non liméaire et variabilité double

CAUSE POSSIBLE SOLUTION
Laver 1a plague au moins 6 fois avec 400ul/puits de tampon
i de lavage. Selon le lavenr ufilisé, plus de 6 cycles de lavage
S2niapn el o S placgu peuvent £tre nécessaires. Prévoir de laisser tremper au
moins 5 secondes entre les cycles de lavage.
Veiller a ce que les dilutions du standard de kit sotent
Erreur de dilution du standard. préparées comrectement et conformément 3 1a notice
d’emploi.
Mélange irisuffisant Mélanger complétement les réactifs par inversion ou en les

agitant doncement avant de les ajouter sur 1a plague.

Technique de pipetage incohérente ou
bien infermption pendant la
préparation de |'analyse.

L"addition de 1"échantillon et du standard doit étre
effectuée de facon contime. Tous les réactifs dofvent étre
préparés avant de commencer I"analyse.
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Résumeé

Titre de la Thése : Quantiferon : mythe ou réalité

Auteur : El Ouardi Hanane

Rapporteur : Pr Sakina El Hamzaoui

Mots clés : interféron-gamma, Intradermoréaction a la tuberculine, Mycobacterium
tuberculosis, Quantiferon

L’intradermoréaction cutanée a la tuberculine (IDR), couramment utilisée depuis un

siecle pour le diagnostic d’infection tuberculeuse, présente de nombreux inconvénients.

De nouveaux tests de quantification de la libération d'interféron gamma (IFN-y) par les
lymphocytes T sensibilisés sont apparus depuis quelques années, ce sont les interferon-
gamma-release assays (IGRA). Ils mesurent soit la production d’ IFN-y dans le sang total, soit
le nombre de lymphocytes T producteurs d’ IFN-y aprés stimulation in vitro par des protéines
spécifiques de M. tuberculosis _ Early Secretory Antigenic Target 6 (ESAT 6), Culture
Filtrate Protein 10 (CFP 10) et TB7.7 absentes du Bacille de Calmette et Guerin (BCG) et de
la plupart des mycobactéries atypiques. Deux tests sont a I’heure actuelle commercialisés, le

Quantiferon Gold in tube© (QFT) et le T-SPOT-TB®O.

Le gain en spécificité permet de réduire les résultats faux positifs chez les sujets
vaccings, évitant ainsi le colit de chimioprophylaxies inutiles et potentiellement toxiques. Le
gain en sensibilité, identifiant les infections tuberculeuses latentes parmi les sujets ayant une
IDR faussement négative, permet d’accroitre les performances diagnostiques dans les
populations les plus a risques de progresser vers la tuberculose maladie, a savoir les patients

immunodéprimés.

L’¢évaluation de ces tests doit désormais se focaliser sur certains points qui restent a
préciser : leur sensibilit¢ chez ’enfant et le sujet immunodéprimé, leurs valeurs prédictives
positive et négative et I’'interprétation de leur variation éventuelle au cours du temps, que les

patients soient traités ou non.
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Summary

Thesis title: Quantiferon: myth or reality

Author: El Ouardi Hanane

Rapporteur : Pr Sakina El Hamzaoui

Keywords: interferon-gamma, tuberculin skin test, Mycobacterium tuberculosis,

Quantiferon

The tuberculin skin test used to detect latent Mycobacterium tuberculosis infection has
Many drawbacks. New diagnostic assays have recently been introduced, the interferon-
gamma-release assays (IGRA). There are two commercial kits available : the QuantiFERON

Gold in tube test and the T-SPOT-TB assay.

The former quantitatively measures the amount of interferon y released by effector T
Cells after exposure of whole blood to M. tuberculosis specific antigens _ Early Secretory
Antigenic Target 6 (ESAT 6), Culture Filtrate Protein 10 (CFP 10) et TB7.7 they are absent
in the Mycobacterium bovis Bacille Calmette-Guerin (BCG) , as well as most non tuberculous
mycobacteria, The T-SPOT-TB assay is designed to count the number of effector T cells
producing interferon vy after stimulating purified peripheral blood mononuclear cells with the
same specific antigens overnight. Higher specificity will reduce false-positive assay results in
BCG-vaccinated people, thus avoiding the costs associated with unnecessary
Chemoprophylaxis and its associated toxicity. More true-positive results in infected people
would increase the rate of diagnosis and treatment of latent tuberculosis infection in the most
vulnerable populations before progression to active disease, namely immunocompromised
patients. Some controversial issues need longitudinal studies to be resolved: sensitivity in
children and immunocompromised patients, the positive and negative predictive values of
these blood assays and interpretation of possible changes in test results over time, the subjects

being treated or not.
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Au moment d'étre admis a devenir membre de la profession médicale, je

m'engage solennellement a consacrer ma vie au service de [humanité.

>

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur

sont dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes

malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [honneur et les

nobles traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s'interposera entre mon devoir et

mon patient.
Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés la conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances médicales

d'une fagon contraire aux lois de [humanité.

Je m'y engage librement et sur mon honneur.
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