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1. INTRODUCTION 

La tuberculose (TB) est une maladie respiratoire contagieuse causée par des bactéries du complexe du 

Mycobacterium tuberculosis (MTBC).(1) En effet, les bacteries du MTBC sont des bacilles qui se 

propagent lorsqu’ une personne atteinte de tuberculose (TB) expulse des aérosols contenant des 

mycobactéries dans l’air lors d’une toux. Elle touche généralement les poumons, d’où la forme clinique 

appelée tuberculose pulmonaire active (TBP). Elle peut se disséminer sur d’autres parties du corps, 

dans ce cas-ci on parle de tuberculose extra-pulmonaire.  

 

La TB est considérée par l’Organisation mondiale de la Santé (OMS) comme l’une des dix premières 

causes de décès dans le monde et la première cause de mortalité due à un seul agent infectieux avant 

la pandémie à coronavirus. Environ 1/4 de la population mondiale est atteinte de la tuberculose latente 

(2). L’OMS estime qu’environ 10 millions de personnes ont contracté la tuberculose en 2019 (1), une 

incidence qui a diminué très lentement au cours des dernières années.  Le continent africain occupait 

25% des cas de tuberculose dans le monde en 2019, suggérant son rôle majeur de cette région dans la 

transmission de la TBP dans le monde. (1) 

 

De façon universelle, l’épidémiologie de la TB nous révèle que les hommes sont en général plus 

affectés que les femmes. Spécifiquement, 64% des cas de tuberculose sont du sexe masculin contre 

seulement 36% chez le sexe opposé.(1) De même, le nombre de décès dû à la tuberculose était 

significativement élevé chez les hommes que chez les femmes (56% versus 44%) en 2019.(1) Cette 

augmentation de cas chez les hommes semble être une tendance globale persistante toute fois 

l’intensité des différences entre les sexes au cours de la TBP peut aussi varier par région géographique. 

 

Le Mali, pays situé au cœur de l’Afrique de l’Ouest, estimait une incidence de 53/100.000 habitants.(3) 

Dans une cohorte malienne de patients atteints de TBP (N=1,359), 71% des sujets étaient des hommes 

contre seulement 29% de femmes.(1) Ce qui nous a incité à émettre l’hypothèse qu’au Mali, comme 

dans tous les autres pays, les hommes sont plus susceptibles à la tuberculose que les femmes. 

 

Bien que la cause de ce biais lié au sexe ne soit pas connue, les facteurs socio-épidémiologiques et 

comportementaux ont été historiquement considérés comme la force motrice de cette différence entre 

les deux sexes. Selon Bozzano et collègues, la   différence entre les deux sexes dans l’épidémiologie 

de la TB, pourrait être expliquée par deux hypothèses dominantes a) le sous-diagnostic ou la sous-
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déclaration de la tuberculose chez les femmes, et b) les différences réelles entre les hommes et les 

femmes dans la capacité de répondre à l’infection causée par Mycobacterium tuberculosis.(4) 

 La première hypothèse englobe des facteurs socioéconomiques, culturels, et comportementaux, 

notamment la stigmatisation des femmes atteintes de TB et l’accès limité aux soins de santé. 

Cependant, cette différence entre les deux sexes persiste même dans les pays à revenu élevé, où l’accès 

au soin de santé est universel. Par exemple, en Europe, il y a une différence remarquable entre les 

hommes et les femmes avec des prévalences respectives de 65% et 35%. (1) 

 

La seconde hypothèse reflète des facteurs biologiques liés au sexe tels que les hormones sexuelles qui 

peuvent influencer la réponse immunitaire au MTB soit en favorisant la progression ou la réactivation 

de la tuberculose latente. En effet, des études ont montré que les femmes ont en général une immunité 

plus robuste que les hommes ce qui favorise une élimination plus efficace des agents pathogènes et 

une meilleure efficacité des vaccins.(5) Par contre, ceci pourrait aussi promouvoir une inflammation 

incontrôlée pouvant être nuisible à la personne. Un exemple patent est la prépondérance des maladies 

auto-immunes et inflammatoires chez les femmes. De plus, l’incidence mondiale de la TB chez les 

hommes et les femmes avant la puberté était respectivement de 52% et 49% en 2020, mais elle 

atteignait 62% chez les hommes adultes et 38% chez les femmes, suggérant ainsi la contribution des 

hormones dans la susceptibilité à la maladie. (1) 

 

Cependant, malgré les progrès importants au cours des dernières années sur la pathogenèse de la 

tuberculose, les mécanismes gouvernant l'immunité protectrice surtout la contribution du sexe 

biologique lors de l’infection à MTB reste à élucider.  La vision classique de l'immunité contre le MTB 

est basée principalement sur la participation des macrophages et des cellules du système immunitaire 

inné et adaptatif (lymphocytes T CD4+ et CD8+) pour éliminer des mycobactéries.(4) Il faut noter que 

les lymphocytes T CD4+ occupent un rôle majeur pour restreindre le développement vers une phase 

active de la TBP surtout les lymphocytes T CD4+ auxiliaires de la réponse Th1 (T-helper 1).   En effet, 

les patients lymphopéniques qui ont un taux de CD4 bas avec ou sans infection par le VIH courent un 

risque accru de développer une tuberculose active.(6) D’où l’intérêt de mieux comprendre le rôle des 

hormones sexuelles dans la réponse immunitaire médiée par les cellules T CD4+ pour contenir le 

MTB. 

 

De ce fait, lors de cette thèse de Pharmacie, nous planifions d’investiguer le rôle potentiel des facteurs 

biologiques sur cette différence entre les sexes, notamment le rôle des hormones dans la réponse 
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immunitaire dirigée contre l’infection mycobactérienne. La question centrale de recherche est de 

déterminer s’il y a une différence dans la réponse immunitaire médiée par les CD4+ entre les hommes 

et les femmes faisant une TBP. Spécifiquement, nous proposons d’étudier les sous-populations T 

CD4+ et les médiateurs solubles potentiellement impliqués dans ce processus, avec un accent 

particulier sur l’interaction entre la réponse immunitaire T CD4+ et les hormones stéroïdiennes 

sexuelles. Nous croyons fortement que cette étude peut fournir des informations précieuses sur les 

facteurs biologiques qui confèrent une protection efficace contre le MTB, facilitant ainsi le 

développement rational de nouveaux vaccins et de médicaments efficaces contre la tuberculose dans 

le monde.   
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2. OBJECTIFS 

2.1  Objectif général 

L’objectif principal de cette étude est de comparer la réponse immunitaire cellulaire dirigée 

contre le complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC) entre les hommes et les femmes atteintes de 

tuberculose.  

 

2.2  Objectifs spécifiques 

- Comparer les proportions et les valeurs absolues des sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

entre les hommes et les femmes faisant une tuberculose pulmonaire active ; 

- Comparer les fréquences des lymphocytes T CD4+ productrices de cytokines inflammatoires 

en réponse à une stimulation par les antigènes du Mycobacterium tuberculosis chez les deux 

sexes ; 

- Comparer les niveaux des cytokines inflammatoires circulantes chez les hommes et les femmes 

atteints de tuberculose pulmonaire active ; 

- Analyser les fluctuations des concentrations de testostérone au cours du traitement de la 

tuberculose chez les hommes.  
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3. GENERALITES 

3.1 Définition : 

La tuberculose est une maladie infectieuse due aux bacilles du complexe Mycobacterium tuberculosis 

(MTBC) qui infectent généralement les cellules pulmonaires (tuberculose pulmonaire) mais peut 

également toucher d’autres sites (tuberculose extra-pulmonaire).(1) 

3.1.1 Agent pathogène : 

Le MTBC est l’agent causal de la tuberculose. Découvert par Robert Koch en 1882, il appartient au 

genre des Mycobactéries (mycobacterium spp.). Son génome complet fut séquencé en 1998 .(7) Il  se 

présente en  petits  bacilles en forme de bâtonnets, aérobie strict, immobile, droit ou légèrement 

incurvé, de 2 à 5 µm sur 0,3 à 0,5 µm capable de provoquer différentes maladies chez l’Homme. (7) 

Le complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC) fait référence à un groupe d'espèces qui sont 

génétiquement similaires.(8, 9) Il s’agit des 5 membres traditionnels (Mycobacterium tuberculosis, M. 

africanum, M microti, M. bovis, Bacille de Calmette et Guérin [BCG]) ainsi que les espèces récemment 

découvertes, notamment, M. canettii, M. caprae, M pinnidi et M. mungii.  

 

Le genre Mycobacterium est généralement séparé en deux grands groupes sur la base de leur taux de 

croissance. Un groupe comprend des espèces à croissance lente telles que les agents pathogènes bien 

connus : Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis et Mycobacterium leprae qui sont les 

agents éthiologiques de la tuberculose humaine (TB), de la tuberculose bovine (BTB) et de la lèpre, 

respectivement. L'autre groupe regroupe des espèces à croissance rapide comme Mycobacterium 

smegmatis, qui sont en général des bactéries opportunistes ou non pathogènes.(8, 9) 

 

Parmi ces espèces, le M. tuberculosis (MTB) est le membre le plus connu, infectant plus d'un quart de 

la population humaine mondiale selon l’OMS.(1) Les animaux en contact avec les humains sont 

souvent touchés par le M. tuberculosis. Le M. canettii et le M. africanum, étroitement apparentés à M. 

tuberculosis, peuvent être responsable de la tuberculose humaine et sont généralement isolés chez les 

patients africains ou d'ascendance africaine. Le M. bovis présente le plus large spectre d'infection de 

l'hôte. Il peut infecter les hommes, les bovins et les chèvres domestiques ou sauvages. M. caprae n'a 

été isolé que des chèvres.(8, 9) 

 

Le génome de Mycobacterium tuberculosis  a été entièrement séquencé en 1998. Elle possède 

un chromosome circulaire de 4 411 529 paires de bases (GC%=65.6) pour 3 924 gènes. Un locus 

https://fr.wikipedia.org/wiki/A%C3%A9robie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Microm%C3%A8tre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Microm%C3%A8tre
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nome
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9quen%C3%A7age_de_l%27ADN
https://fr.wikipedia.org/wiki/1998
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Paires_de_bases
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
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particulier, appelé RD1 (region of difference 1) semble essentiel au pouvoir pathogène du bacille chez 

l'homme.(10) Ce gène est absent chez le BCG et les bactéries non pathogéniques. Il s'agit du gène 

codant pour la protéine ESAT-6, sécrétée par la bactérie et déclenchant une forte production de la 

cytokine Interféron-gamma (IFN-γ). La paroi du Mycobacterium tuberculosis est formée, de l'intérieur 

vers l'extérieur, d'une bicouche lipidique (membrane plasmique), d'une couche formée de polymères 

et d'acides mycoliques et d'une seconde bicouche lipidique. 

 

Figure 1. Mycobacterium tuberculosis au microscope (15549X) 

Source : Bibliothèque d'images de santé publique (Public Health Image Library). 

3.1.2 Manifestation clinique, transmission et pathogénèse : 

Le MTB est transmise par voie aérienne lorsque les personnes atteintes de tuberculose pulmonaire 

active projettent des aérosols contenant des bactéries, par exemple en toussant.(9)  Occasionnellement 

par voie orale ou digestive. La bactérie provoque des lésions qui sont très riches en germes, ce qui 

permet une dissémination importante de l'agent infectieux par les voies respiratoires, lors des violentes 

quintes de toux qui accompagnent la maladie dans sa forme pulmonaire. La tuberculose pulmonaire 

résulte de l'inhalation de particules « nuclei » suffisamment petites (égales ou inférieures à 8 microns) 

pour atteindre les alvéoles. Le MTB a la particularité d’être très résistant dans l’air et les poussières ce 

qui fait de la tuberculose une maladie très contagieuse. 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vaccin_bili%C3%A9_de_Calmette_et_Gu%C3%A9rin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_mycolique
https://phil.cdc.gov/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Voies_respiratoires
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alv%C3%A9ole_pulmonaire
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Globalement, une part relativement faible des personnes infectées par MTB développe la maladie. 

Toutefois cette probabilité est nettement supérieure chez les personnes infectées par le VIH selon 

l’OMS.(1) La maladie est également plus courante chez les hommes que chez les femmes, et touche 

principalement les adultes dans les tranches d’âge les plus productives. Les symptômes cliniques sont 

essentiellement dus à la réponse immunitaire de l’hôte. 

 

La primo-infection peut évoluer de trois façons : 

• Guérison complète après un stade exsudatif plus ou moins aigu avec présence de 

bacilles et polynucléaires. 

• Formation de tubercules (stade prolifératif), guérison lente par fibrose et finalement 

calcification (lésions pauci bacillaires). 

• évolution par extension et confluence des tubercules; la liquéfaction du caseum crée 

une cavité; si celle-ci s'ouvre dans une bronche, il y a apport d'oxygène nécessaire à la survie des 

bacilles, et la lésion devient pluri bacillaire (un million de bacilles dans une caverne de 2 cm). 

Cette évolution défavorable se produit dans environ 5 % des cas. 

• Les tuberculoses de réinfection, surtout chez l'adulte, peuvent être endogènes (reprise 

d'activité des bacilles enfermés dans un tubercule plus ou moins fibrose) ou résulter d'une 

réinfection exogène. 

 

La dissémination dans l'organisme peut se faire par plusieurs mécanismes : 

• Extension de proche en proche aux tissus contigus. 

• Propagation par les bronches vers d'autres secteurs pulmonaires. 

• Passage par les voies lymphatiques vers les ganglions  

• Essaimage par voie sanguine (méningite, tuberculose urogénitale, etc.). Le sang est 

envahi soit par la rupture d'une caverne dans un vaisseau, soit plus souvent par forçage du barrage 

ganglionnaire (il n'y a pas de septicémie mais seulement une bactériémie transitoire).(4) 

 

 

 

 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9ponse_immunitaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Transpiration_animale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Polynucl%C3%A9aire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fibrose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Caseum
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bronche
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Endog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Exog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lymphe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ganglion_lymphatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9ningite
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sang
https://fr.wikipedia.org/wiki/Septic%C3%A9mie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ri%C3%A9mie
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Figure 2.  Cycle de transmission du Mycobacterium tuberculosis chez l’homme 

Le cycle est basé sur des études cliniques, épidémiologiques et immunologiques chez l'homme.(11)   
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3.2 Diagnostic de la tuberculose : 

De nos jours, il existe plusieurs outils efficaces pour détecter la tuberculose et réaliser un diagnostic 

fiable, notamment l’examen du prélèvement de crachat au microscope, la culture sur milieu liquide ou 

solide, les méthodes moléculaires, les tests immunologiques, et l’histologie.  

 

La méthode la plus courante pour diagnostiquer la tuberculose est l’examen microscopique des frottis 

d’expectorations, au cours duquel on observe au microscope la bactérie dans des échantillons 

d’expectorations. La culture permet de mettre en évidence les bacilles dans les prélèvements car 

l’examen direct n’est pas toujours positif.  Par contre, les méthodes de biologie moléculaire se 

concentrent sur le génome (ADN) des mycobactéries à partir d’ADN.  En effet, les tests moléculaires 

rapides sont de plus en plus utilisés pour diagnostiquer la tuberculose maladie et la tuberculose 

pharmaco-résistante.(12) Tandis que les tests immunologiques tels que les tests IGRA (IFN-γ Released 

Assay) permettent de détecter la tuberculose latente. Toute fois la culture demeure la référence en 

matière de diagnostic de la tuberculose. 

3.2.1 Examen microscopique : 

En cas de suspicion de TB pulmonaire (TBP), à partir des signes cliniques d’un patient ou de la 

radiographie, des examens bactériologiques sont pratiqués sur l’expectoration du malade. Ils peuvent 

aussi être pratiqués sur des tubages gastriques (sécrétions bronchiques dégluties) ou des aspirations 

bronchiques. Pour les patients faisant de la tuberculose avec une localisation extra-pulmonaire 

soupçonnée, les prélèvements (biopsies) sont faits en fonction de la localisation de la maladie. 

L’examen microscopique des crachats permet d’identifier de manière rapide et fiable les patients 

atteints de TB pulmonaire (TBP) si la charge bacillaire est supérieure à 5000 bacilles/ml de crachat.(12) 

Si le crachat contient moins de 5000 bacilles/ml, il est peu probable que l’examen microscopique 

détecte une TBP, sa sensibilité est donc faible. De plus, en raison de manque de caractéristiques propre 

de l’examen, il est difficile de distinguer le MTB des mycobactéries non tuberculeuses (MNT). 

Toutefois, dans les régions où la prévalence de la TB est très élevée, il est très probable qu’un frottis 

positif soit dû au MTB. (12) 

 

La fiabilité de l’examen microscopique dépend en général de la qualité de l’échantillon recueilli et de 

la préparation des lames de lecture. Les crachats émis tôt le matin sont souvent plus riches en bacille. 

Par conséquent, les techniciens de laboratoire doivent être correctement formés et le laboratoire doit 

faire l’objet d’un contrôle de qualité régulier. Des études ont montré que lorsque les techniques de 
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recueil et d’examen sont correctes, 80% des patients à frottis positif sont détectés lors du premier 

examen et plus de 15% lors du second.(12) D’où la recommandation et la nécessité de faire au moins 

2 examens chez tous les cas suspects de la tuberculose pulmonaire.(12) Lorsqu’il y a une suspicion de 

TBP chez un patient, habituellement, un premier échantillon est prélevé lors de la consultation. Un 

deuxième échantillon est prélevé le lendemain matin (et le patient le ramène au laboratoire si 

l’échantillon a été recueilli à domicile). Afin de limiter le nombre de déplacements, deux échantillons 

de crachats peuvent être recueillis le même jour à une heure d'intervalle. Cette stratégie a donné des 

résultats semblables à la stratégie standard sur deux jours en termes de taux de détection.(12) 

 

Il faut noter que l’étape initiale avant de lire les lames avec le microscope est la coloration du culot de 

crachats. Notamment, la coloration Zeihl Neelsen et Auramine/ Rhodamine. Ces colorations se basent 

sur le caractère acido-alcoolo résistant des mycobactéries.(13) Les mycobactéries sont difficiles à 

coloré en raison de la teneur élevée en lipides de la paroi cellulaire .(7)  Le composant phénol des 

colorants acido-résistants sert à dissoudre suffisamment le lipide permettant la pénétration avec le 

colorant primaire. Lorsqu'elle est exposée à de l'alcool acide, la paroi cellulaire résiste à la 

décoloration, d'où le terme « acido-résistant ». Un contre-colorant est ajouté pour fournir un arrière-

plan et mettre en évidence la paroi colorée.(14) La méthode décrite ici est utile pour évaluer la 

contamination bactérienne des échantillons de culture tissulaire ou pour examiner le statut 

de coloration de Gram et les caractéristiques morphologiques des bactéries isolées de cultures 

bactériennes mixtes ou isolées.  

3.2.2 Culture : 

La culture est la méthode de référence pour le diagnostic de la tuberculose car elle est plus sensible 

que la microscopie.(13) Bien que la croissance des mycobactéries du MTBC soit très lente, le 

diagnostic de la tuberculose et la culture demeurent indissociables. Associée à une étape préalable de 

décontamination–fluidification pour les prélèvements provenant de cavités ouvertes, la culture 

demeure la méthode de référence pour le diagnostic de la tuberculose au laboratoire.(9) Elle permet 

également d’isoler la souche, support technique nécessaire à l’identification d’espèce et aux tests de 

sensibilité aux antituberculeux. Contrairement à la microscopie, Il faut 10 à 100 bacilles/ml pour 

obtenir un résultat positif. Seuls les laboratoires spécialisés avec un grand contrôle de qualité régulier 

peuvent réaliser des cultures.(12) Aussi, le délai de culture est fonction de la charge bactérienne et peut 

être corrélé aux résultats de l’examen direct. Les cultures en milieu solide se positivent en 2 à 

6 semaines.  
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Du fait de la croissance lente du MTB, les résultats des cultures ne sont obtenus qu’après plusieurs 

jours.  Les cultures devraient prendre une place plus importante dans le diagnostic et le suivi des 

patients, en raison des performances limitées de la microscopie dans les cas suivants : 

• Confirmation d’échec thérapeutique 

• Diagnostic de TB extra pulmonaire 

• Confirmation d’une TB à frottis négatif en cas de doute  

• Distinction entre le complexe M. tuberculosis et les MNT 

• Surveillance et évaluation de la réponse au traitement chez les patients sous 

antituberculeux de deuxième ligne.(12) 

 

Au laboratoire de tuberculose de l’UCRC, la technique de culture utilisée est la combinaison de deux 

types de milieux : le milieu liquide et le milieu solide .(7)  L'échantillon de crachats est d’abord 

centrifugé après avoir été décontaminé pour éliminer d’autres micro-organismes. Le sédiment est 

cultivé sur un milieu de culture liquide ou solide, dans un incubateur à 37°C. La culture en milieu 

liquide utilisant des tubes MGIT (mycobacteria growth indicator tube) est couplée à une détection 

automatique de la croissance à l’aide d’un automate avec incubateur incorporé tel que le 

Bactec MGIT960® de Becton Dickinson. Ceci a l’avantage de réduire significativement le délai de 

positivité de 10 à 14 jours en moyenne par rapport aux cultures en milieu solide. En cas de positivité 

de la culture, le germe est identifié selon les recommandations internationales. Il existe plusieurs 

méthodes pour identifier les bacilles du MTBC. Les tests peuvent être phénotypiques (le test le plus 

courant est le test à la niacine) ou génotypiques (tests reposant sur l'analyse de l'ADN). Étant donné la 

complexité de l'identification phénotypique, les tests génotypiques sont préférés au laboratoire UCRC.  

3.2.3 Techniques moléculaires : 

Aujourd’hui, de nombreuses techniques moléculaires adaptées au diagnostic de la tuberculose sont 

utilisées grâce à l'amplification de l’acide désoxyribonucléique (ADN). Ils sont également utilisés pour 

détecter une pharmacorésistance en identifiant une mutation génétique (allèles associés à une 

résistance aux médicaments) de la bactérie responsable (antibiogramme génotypique). Différents tests 

et plateformes ont été développés. Cependant, une technique moléculaire récente, simple, et rapide 

semble être la plus utilisée de nos jours. Il s’agit du test Xpert MTB/RIF, qui est une Polymérase Chain 

Reaction (PCR) en temps réel, permettant de diagnostiquer une TBP et une résistance à la 

Rifampicine.(15) Contrairement à d'autres techniques (culture in vitro, antibiogramme et techniques 

moléculaires classiques), le test Xpert MTB/RIF peut être utilisé dans des laboratoires périphériques 
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et sa réalisation n’exige pas de matériel sophistiqué ni de personnel hautement qualifié. Il cible les 

séquences d'acides nucléiques spécifiques constituant le génome du MTBC et fournit simultanément 

des informations sur les mutations les plus fréquentes liées à une résistance à la rifampicine. 

 

Il s'agit d'un test automatisé (3 étapes manuelles seulement), géré dans un système fermé avec une 

cartouche par échantillon, donc moins susceptible d’être contaminé que d'autres tests basés sur les 

tubes de PCR. Chaque instrument peut traiter simultanément 4 échantillons, en moins de 2 heures. Il 

existe des instruments de plus grande capacité dans les pays développés. Les performances de ce test 

sont proches de celles de la culture. Les études ont montré que pour la détection de la TBP, la sensibilité 

est de 98% pour les échantillons à frottis positif et culture positive et 72% pour les échantillons à frottis 

négatif mais culture positive.(12) La sensibilité peut atteindre 90% si le test est répété 3 fois.(12)  

 

Le test Xpert MTB/RIF a également une bonne sensibilité (environ 80%) et une excellente spécificité 

(> 98%) lorsqu’il est effectué sur des échantillons de liquide céphalo-rachidien, suc ganglionnaire et 

liquide gastrique.(12) 

 

Du fait de ses bonnes performances, de sa rapidité et de sa simplicité d’utilisation, il a été recommandé 

d’utiliser ce test en première intention chez les patients infectés par le VIH et lorsqu’une TB multi 

résistante (TB-MR) ou une TB méningée est suspectée, aussi bien chez l’adulte que chez l’enfant.(12) 

Le test MTB/RIF ne remplace pas la microscopie directe, la culture et l’antibiogramme conventionnel, 

qui restent nécessaires pour suivre l’évolution du traitement et détecter les résistances à d’autres 

médicaments que la Rifampicine.(12) 

3.2.4 Radiographie : 

La radiographie (Rx) du thorax n’est pas un examen spécifique dans le diagnostic de la TB mais permet 

d’établir un bilan initial des lésions thoraciques de forme, de siège et de taille variable.(12)  Elle n'est 

pas systématiquement indiquée chez les patients à frottis positif dans de nombreux pays, en raison d’un 

manque de ressources. 

 

Compte-tenu de son absence de spécificité, la Rx du thorax est considérée comme un outil de 

diagnostic complémentaire. En effet, des études comparatives ont montré que le taux d’erreurs 

commises par des spécialistes – par défaut ou par excès – était d’environ 20% .(12) Il est souvent 

difficile de différencier des lésions cicatricielles anciennes d’une TB évolutive. La radiologie est 
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rarement concluante et ne peut que compléter les données de l’examen clinique et les antécédents, pour 

constituer un faisceau d’argument en faveur d’une TB.(12) 

La Rx du thorax est toutefois recommandée lorsque l'examen des crachats revient négatif ou chez les 

enfants dans le cadre d’un diagnostic de TB. Elle est particulièrement utile lorsque la proportion de 

TB bactériologiquement non confirmée (c.-à-d. résultat négatif à l’examen microscopique des crachats 

ou au test Xpert MTB/RIF) peut être élevée, comme dans les populations où la prévalence du VIH est 

élevée.(12) Il existe principalement quatre types de lésions : fibrome, exsudatives, calcifiés et 

caséeuses ou caverneuses.(16, 17) 

· L’infiltrat se traduit comme des lésions débutantes de l’infection. Il se manifeste comme une 

partie peu opaque, hétérogène et étendue de l’imagerie radiographique.  

· Le nodule est un granulome de taille variable, isolé ou groupé.  

· Le tuberculome est un nodule isolé pseudo-tumoral. 

· La caverne est une région vide due à une perte de substance au sein d’un infiltrat à paroi épaisse. 

Dans sa forme pulmonaire, la TB se manifeste par la présence d’infiltrats et de nodules 

principalement localisés aux sommets des poumons et parfois associés à des cavernes. En cas de 

coïnfection par le VIH, les infiltrats, notamment en cas de déficit immunitaire prononcé, tendent à être 

diffus et localisés aux lobes inférieurs. Au contraire, les cavernes sont moins souvent observées chez 

les patients infectés par le VIH. 

 

Il faut noter que la radiographie du thorax est intéressante pour le diagnostic d’un épanchement pleural 

ou péricardique, en particulier au stade précoce de la maladie, lorsque les signes cliniques sont 

minimes. Un élargissement de la silhouette cardiaque est un élément clé du diagnostic de péricardite 

tuberculeuse.(18) La radiographie est également utilisée en cas de suspicion de TB osseuse ou 

articulaire. Elle peut être utile, ainsi que la tomodensitométrie, en cas de Mal de Pott. 

3.3 Traitement et vaccin : 

En l’absence de traitement, le taux de mortalité due à la tuberculose reste élevé. Dans les études sur 

l’histoire naturelle de la maladie, parmi les sujets VIH négatifs atteints de tuberculose pulmonaire à 

frottis positif, environ 70 % décèdent dans les 10 ans.(19) De même, parmi les cas à culture positive 

mais à frottis négatif, 20% décèdent dans les 10 ans.(19) Les modalités du traitement varient en 

fonction de la sensibilité aux antibiotiques de la bactérie isolée par le laboratoire. Ainsi, selon les 

recommandations de l’OMS, en cas de souche sensible, le traitement comprend une association de 4 
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antibiotiques antituberculeux : Isoniazide , Rifampicine , Ethambutol et Pyrazinamide selon deux 

schémas.(20) 

3.3.1 Isoniazide : 

L’isoniazide est l’hydrazide de l’acide isonicotinique, un composé chimique synthétisé pour la 

première fois à Prague en 1912. Son efficacité dans le traitement de la tuberculose n’a été toutefois 

démontrée qu’en 1952.(21) Depuis, il se classe parmi les agents antituberculeux les plus puissants. 

L’isoniazide n’est efficace que contre le bacille tuberculeux et n’a pas d’effet sur d’autres bactéries. Il 

pénètre rapidement dans tous les tissus et toutes les lésions et son activité n’est pas affectée par le pH 

de l’environnement. En raison de sa puissance, de la rareté de ses effets toxiques, de son faible volume 

et de son coût réduit, ce médicament est largement utilisé pour traiter la tuberculose. Il est aussi 

employé à titre prophylactique pour réduire le risque d’évolution de l’infection tuberculeuse vers une 

tuberculose active.(21) L’isoniazide est administré par voie orale, la posologie pour les schémas 

thérapeutiques quotidiens étant de 5 (4 à 6) mg/kg, c’est-à-dire une dose de 300 mg généralement. 

Pour les schémas thérapeutiques trihebdomadaires, la posologie est de 10 (8 à 12) mg/kg, soit environ 

450 à 600 mg, administrés sous forme de dose unique pour les patients pesant de 40 à 60 kg et, pour 

les schémas thérapeutiques bihebdomadaires, la dose est de 15 (13 à 17) mg/kg. Ce médicament ne 

doit pas être donné sous forme fractionnée. Il a été montré qu’une valeur de pic élevée de la 

concentration sérique importait plus que la présence d’une concentration inhibitrice en continu.(21) 

3.3.2  Rifampicine : 

La Rifampicine est un antibiotique semi-synthétique, préparé pour la première fois en 1965 et très 

active contre les bacilles tuberculeux. Des études in vitro et in vivo ont fait la preuve de l’action 

bactéricide exceptionnelle de ce médicament et de sa compatibilité avec un usage intermittent.(22) 

Comme des doses orales non toxiques permettent de produire des concentrations sériques environ 100 

fois plus élevées que la concentration inhibitrice pour le MTB, la Rifampicine a, dès le départ, soulevé 

l’espoir d’un raccourcissement possible du traitement.(23) Parmi les souches sauvages du bacille, on 

a constaté que la proportion de mutants résistants à la rifampicine était substantiellement inférieure à 

celle de mutants résistants à l’isoniazide.(22) La rifampicine est une composante clé des traitements 

antituberculeux modernes et constitue le seul médicament essentiel dans la chimiothérapie de courte 

durée. Elle est administrée par voie orale et la posologie usuelle est de 10 (8 à 12) mg/kg (dose 

maximum 600 mg), deux ou trois fois par semaine. Elle doit être prise de préférence au moins 30 

minutes avant un repas, car son absorption diminue lorsqu’elle est ingérée en même temps que des 

aliments. Comme réactions indésirables, la rifampicine est bien tolérée par la plupart des patients aux 

https://www.doctissimo.fr/principe-actif-5508-ISONIAZIDE.htm
https://www.doctissimo.fr/principe-actif-5801-RIFAMPICINE.htm
https://www.doctissimo.fr/principe-actif-5380-ETHAMBUTOL.htm
https://www.doctissimo.fr/principe-actif-5781-PYRAZINAMIDE.htm
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posologies actuellement recommandées. A la différence d’autres antituberculeux, elle déclenche 

certaines réactions indésirables plus fréquemment dans le cadre d’un schéma intermittent que dans 

celui d’une prise quotidienne. En outre, le risque d’effets indésirables augmente avec la durée de 

l’intervalle entre les doses : la toxicité d’un traitement hebdomadaire est donc forte. 

3.3.3 Pyrazinamide : 

On a montré que le Pyrazinamide exerçait une action stérilisante à l’intérieur des macrophages dans 

lesquels les bacilles se développent lentement en raison du pH acide du milieu.(22) Ce médicament 

est ainsi capable de tuer des bacilles tuberculeux qui autrement ne pourraient être attaqués efficacement 

par les antituberculeux actuellement disponibles. Comme il raccourcit la durée du traitement à 

appliquer, le Pyrazinamide est un composant indispensable des chimiothérapies de courte durée. Il est 

administré par voie orale et la dose quotidienne habituelle est de 25 (20 à 30) mg/kg. Dans le cadre des 

schémas thérapeutiques intermittents, on administre 35 (30 à 40) mg/kg trois fois par semaine ou 50 

(40 à 60) mg/kg deux fois par semaine. Comme réactions indésirables Aux doses actuellement 

recommandées, le Pyrazinamide entraîne rarement une toxicité grave, mais une hépatotoxicité peut se 

manifester à forte dose.(22) Les douleurs articulaires sont un effet secondaire courant, qui apparaît 

plus fréquemment avec les schémas thérapeutiques à base de pyrazinamide quotidiens qu’avec les 

schémas intermittents de ce type. L’arthralgie peut être traitée avec succès par l’acide acétylsalicylique 

ou par d’autres agents anti-inflammatoires et analgésiques et ne nécessite pas le retrait de 

l’antituberculeux. La goutte classique se manifeste rarement ; elle peut, le cas échéant, être traitée par 

la colchicine. Les concentrations d’acide urique sont souvent élevées chez les malades traités par le 

pyrazinamide ; une augmentation asymptomatique du taux sérique d’acide urique ne requiert aucun 

traitement. 

3.3.4  Ethambutol : 

L’Ethambutol est un composé synthétique non apparenté aux autres antituberculeux. Il est efficace 

contre le MTB et certaines autres mycobactéries, par exemple M. kansasii, mais n’agit pas contre les 

autres bactéries et n’a pas d’effet antifongique.(22) L’Ethambutol a principalement une action 

bactériostatique. Il est administré par voie orale et sa posologie est habituellement de 15 (15 à 20) 

mg/kg pour une administration quotidienne, de 30 (25 à 35) mg/kg à raison de trois fois par semaine 

et de 45 (40 à 50) mg/kg à raison de deux fois par semaine. Comme réactions indésirables, 

l’Ethambutol peut provoquer une névrite rétrobulbaire, caractérisée par une détérioration de la vision, 

avec réduction de l’acuité visuelle, cécité au rouge-vert, vision brouillée, scotomes centraux et défauts 

du champ périphérique. La toxicité ophtalmique semble dose-dépendante et ne se manifeste que 
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rarement si la dose quotidienne administrée ne dépasse pas 15 mg/kg.(24) Les malades recevant de 

l’Ethambutol doivent être avertis de la nécessité de pratiquer un examen oculaire si des symptômes 

ophtalmiques apparaissent. La vision retourne habituellement à la normale en l’espace de quelques 

semaines lorsqu’on arrête l’Ethambutol, mais le nerf optique peut être définitivement endommagé si 

l’on poursuit le traitement. Ce médicament ne doit généralement pas être administré à de jeunes 

enfants, sur lesquels on ne peut compter pour signaler une perte d’acuité visuelle ou chez lesquels une 

telle perte ne peut être mesurée avec fiabilité. En raison de sa dégradation rapide sous les climats 

tropicaux, l’Ethambutol doit être fabriqué et entreposé de manière à éviter l’absorption d’humidité. 

 

En plus des antituberculeux de 1ère ligne, présente en haut, les Antituberculeux de deuxième ligne ou 

intention sont aussi disponible : Les antituberculeux de deuxième intention comprennent des 

aminoglycosides (kanamycine, amikacine), des polypeptides (capréomycine), des thioamides 

(éthionamide et protionamide), des fluoroquinolones (ofloxacine et ciprofloxacine), la cyclosérine et 

le PAS (Acide para-aminosalicylique).(25) Ils peuvent être classés comme suit  : 

• Activité bactéricide élevée : aminoglycosides, capréomycine et thioamides 

• Activité bactéricide faible : fluoroquinolones  

 

• Vaccination au BCG : Effet bactériostatique : cyclosérine et PAS.(26, 27) 

3.4 Vaccin :  

De nos jours, un seul vaccin contre la tuberculose est reconnu par l’OMS, à savoir le Bacille 

Calmette Guérin (BCG) qui est un vaccin atténué après plusieurs passages en culture. Il est préparé à 

base d’une souche atténuée de bacille tuberculeux dérivé d’un isolat de MTB.(19) Le degré de 

protection et réduction du taux de mortalité contre les formes pulmonaires de la maladie après une 

dose de vaccin est de 50% selon plusieurs études observationnelles faite en Afrique de l’Ouest.(19, 28, 

29) Les meilleurs résultats de vaccination ont été obtenus chez les jeunes enfants.(19) Spécifiquement, 

le risque de mortalité des formes graves de la maladie, plus fréquentes à bas âges, sont réduits de 30 à 

50% des cas après administration du vaccin jusqu’à 2 ans en Afrique de l’Ouest et s’étendant à 5 ans 

à Ouganda.(20) Une fois l’effet protecteur du vaccin installé après 5 à 10 semaines, il peut perdurer au 

moins 10 ans.(30) Le vaccin BCG est injecté par voie intradermique dans le bras. Si l’injection est 

correctement réalisée dans le derme, on voit apparaître une papule cutanée de +/- 8 mm qui disparaît 

rapidement. Après environ trois semaines, un nodule dur se développe à l’endroit où l’injection a été 

réalisée. Celui-ci s’ulcère parfois et guérit après 3 à 4 mois tout en laissant une cicatrice.(31) 

https://www.vaccination-info.be/lexique/#souches-dun-virus
https://www.vaccination-info.be/lexique/#papule
https://www.vaccination-info.be/lexique/#nodule
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Il faudra signaler que la prévention de la tuberculose passe aussi par l'amélioration des conditions de 

vie en luttant contre la pauvreté, le manque d'hygiène, la malnutrition, le surpeuplement, etc…Aussi, 

les gestes simples d’hygiène et des mesures barrières peuvent diminuer le risque de contamination de 

la tuberculose. 

3.5 Epidémiologie de la tuberculose 

3.5.1 Incidence et prévalence : 

La tuberculose existe depuis plus de 120 siècles.(7) En 2020, selon les estimations de l’OMS, 9 

millions de personnes l’ont contractée et 1,5 millions de personnes en sont décédées, dont 360 000 

sujets VIH-positifs.(1) Une des nouvelles caractéristiques de l’épidémie est une augmentation des 

souches multi-résistantes.(1) 

 

L’Assemblée mondiale de la Santé a adopté la nouvelle stratégie mondiale OMS de lutte contre la 

tuberculose pour la période 2016-2035, qui vise à réduire de 90% l’incidence de la tuberculose dans 

le monde et à mettre fin à l’épidémie mondiale de tuberculose.(1) La stratégie met l’accent sur la 

collaboration au niveau mondial et sur l’adaptation au niveau national. Elle insiste sur la nécessité 

d’adapter la politique nationale de lutte antituberculeuse à l’épidémiologie locale et au système de 

santé du pays surtout aux pays qui se rapprochent d’une incidence annuelle inférieure à 10 cas pour 

100 000 habitants.(1) 

3.5.2 Cas du Mali : 

Au Mali, il a été rapporté en 2019 une incidence estimée à 53 cas pour 100 000 habitants soit 

exactement 10585 cas de tuberculose pour une population de 20 849 154 d’habitants selon l’OMS.(32)  

Au total, 6909 cas ont été notifié en 2019 soit un taux de notification de 35 pour 100.000 habitants.(32) 

Le taux de détection a connu une irrégularité de 58% en 2014 à 65% en 2019.(32, 33) Le niveau de 

transmission de la maladie et les paramètres épidémiologiques ont été globalement stables ces 

dernières années. Ainsi, les différentes formes notifiées en 2018 par exemple n’ont pas trop variées 

par rapport à 2019 et se répartissent comme suit : 

• Les nouveaux cas de TBP avec confirmation bactériologique ont passé de 63% en 2018 

à 66%¨en 2019. 

• Les formes cliniques pulmonaires représentaient 13% et sont restées stationnaire. 

• Le taux de positivité des cas de TB+ a passé de 13% en 2017 à 9% en 2018.  
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Globalement, le taux de dépistage a évolué, de 71% en 2018 à 78% en 2019 soit une progression de 

7%.(32) Le sexe masculin est le plus représenté avec environ deux fois plus d’hommes pour une femme 

pour toutes les régions sauf Kidal qui n’a mené aucune activité de dépistage.(32) 

Une évolution en dents de scie du taux de détection de la maladie a été constatée entre 2010 et 2014, 

passant de 56% des estimations de l’OMS en 2013 à 58% en 2014, le taux de décès dus à la maladie a 

diminué très légèrement dans le pays au cours des dernières années. L’incidence est restée stationnaire 

entre 2009 et 2013 soit 63 pour 100 000 habitants en 2010, 62 en 2011 et 60 de 2012 à 2014. De 2014 

à 2018, la tendance générale de la notification a été mitigée. De 35 pour 100 000 habitants en 2014, la 

notification a augmenté à 39 pour 100 000 en 2015, à partir de cette date elle a décliné constamment 

pour atteindre 34 en 2017, puis elle s’est améliorée modérément en 2018 et reste stationnaire en 2019 

avec 35 pour 100 000 habitants.(32) 

3.6 Réponse immunitaire : 

3.6.1  Immunité innée et acquise : 

L’immunité nécessite la reconnaissance et l’élimination ou le confinement des organismes infectieux. Ces 

taches sont effectuées par deux systèmes définis de façon assez large à savoir l’immunité innée et 

l’immunité acquise.(34) Le système immunitaire inné, considéré comme une première des défenses 

immunitaires non spécifiques et à action rapide contre les micro-organismes envahisseurs, est composé de 

molécules et de cellules qui distinguent la cellule de l’hôte de celles d’agents infectieux, en partie par la 

reconnaissance de motifs conservés chez les micro-organismes.(35) En revanche, le système immunitaire 

adaptatif a évolué pour être capable de générer une grande diversité de récepteurs d'antigènes, il est donc 

hautement spécifique mais beaucoup plus lent à répondre que la réponse immunitaire innée.(35) Une 

caractéristique du système immunitaire adaptatif est sa capacité à « se souvenir ». Lorsque les cellules 

mémoires T et B reconnaissent l'antigène, elles génèrent des réponses effectrices qui sont quantitativement 

et qualitativement supérieures à celles des cellules T ou B naïves.(35)  

 

Les composants du système immunitaire inné sont activés dans les heures qui suivent l’exposition et leur 

efficacité n’est pas augmentée significativement à la suite d’un contact précédent. Par contre les cellules 

du système immunitaire acquis et les anticorps qu’ils produisent peuvent reconnaitre un nombre 

pratiquement illimité de cibles différents, mais ils ne deviennent efficaces que quelques jours après le 

premier contact avec un micro-organisme particulier. Toutes fois les lymphocytes et les produits dirigés 

spécifiquement contre ce micro-organisme persistent sous forme d’une mémoire immunitaire qui assurera 

une protection rapide lors d’une nouvelle exposition au même agent infectieux. Cette propriété du système 
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immunitaire acquis ou adaptative constitue la base de l’effet protecteur d’une vaccination.(19) La plupart 

des mécanismes qui éliminent les organismes infectieux sont fournis par le système immunitaire inné. La 

réponse immunitaire inflammatoire est un exemple d'immunité innée car elle bloque l'entrée d'agents 

pathogènes envahissants par la peau, les voies respiratoires ou gastro-intestinales. Si les agents pathogènes 

peuvent percer les surfaces épithéliales, ils rencontrent des macrophages dans les tissus sous-épithéliaux 

qui tenteront non seulement de les engloutir, mais aussi de produire des cytokines pour amplifier la réponse 

inflammatoire.(36)  

 

Le système immunitaire réagit de manière variée à différents micro-organismes souvent déterminés par les 

caractéristiques du micro-organisme. Face aux bactéries, la réponse dépend souvent de la pathogénicité de 

la bactérie et du stade de l’infection.(37) Par exemple, on peut anticiper une : 

• Activation du système du complément par les couches lipidiques bactériennes gram-négatifs 

• Activation des phagocytes contre les bactéries en utilisant une chimiotaxie positive, une 

fixation, une absorption et enfin en engloutissant ces bactéries ; 

• Activation des lymphocytes T CD8+ pour tuer les cellules infectées par des bactéries ; 

• Production d’anticorps neutralisants si la pathogénicité bactérienne est due à une toxine ; 

• Production d’anticorps opsonisants pour la destruction des bactéries extracellulaires 

3.6.2 Initiation de la réponse immunitaire dirigée contre les Mycobactéries : 

Lorsque le bacille responsable de la tuberculose pénètre dans les alvéoles pulmonaires, il est phagocyté par 

les macrophages et les cellules dendritiques via certains récepteurs.(34) Les cellules dendritiques subissent 

un processus de maturation, migrent vers les ganglions où elles stimulent des clones de lymphocytes T. 

Ces derniers sont activés par les molécules de présentation classique (CMH de type I et II) et d’autres 

molécules de présentation type CD1. Ces lymphocytes activés prolifèrent et migrent vers le poumon pour 

s’accumuler sur le site d’infection et former le granulome avec les cellules infectées en leur centre et 

l’anneau de lymphocyte autour.(34) Ces lymphocytes activés exercent leur activité bactériostatique ou 

bactéricide par sécrétion entre autres d’interféron-γ (lymphocytes dit Th1), mais aussi d’autres cytokines. 

Cette inflammation est modulée par des lymphocytes régulateurs qui produisent des molécules anti-

inflammatoires. Donc, la réponse immunitaire efficace dirigée contre le mycobactérium nécessite la 

reconnaissance du bacille. Cette reconnaissance du bacille est une interaction très précoce entre le bacille 

et les phagocytes via certains récepteurs de type « DC-SIGN ». Ce récepteur est une lectine qui reconnaît 

les sucres dont est particulièrement riche le bacille tuberculeux et son inhibition par des anticorps empêche 

la fixation du bacille sur les cellules dendritiques, indiquant que cette dernière est le récepteur principal du 
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bacille sur ces cellules.(38) L’étude anatomo-pathologique du tissu pulmonaire et des ganglions 

médiastinaux de patients affectés par la tuberculose montre que cette lectine exprimée par les cellules 

dendritiques du parenchyme pulmonaire a un rôle dans la capture initiale du bacille, mais aussi dans son 

transport vers les ganglions](12). L’étude en cytométrie de flux de l’expression de DC-SIGN sur différentes 

populations cellulaires de lavages broncho-alvéolaires (LBA) de patients porteurs de pathologies 

pulmonaires multiples, montre que jusqu’à 75 % des macrophages alvéolaires des sujets faisant de la  

tuberculose expriment cette lectine.(12)  

3.6.3 Rôle des lymphocytes T CD4+ dans la réponse immunitaire contre le MTB : 

L'immunité protectrice contre le MTB ainsi que le contrôle de sa réplication nécessitent une réponse 

immunitaire adéquate. Parmi les cellules de l’immunité adaptive, les lymphocytes T CD4+ occupent 

un rôle majeur pour restreindre le développement vers une phase active de la tuberculose. En effet, le 

rôle des lymphocytes T CD4+ lors de l’infection mycobacterienne a été décrit par plusieurs groupes 

de recherche travaillant sur les modèles murins mais aussi lors d’investigations transrationnelles sur 

les sujets faisant une tuberculose pulmonaire active ou latente.(39) Par exemple, chez les souris, les 

réponses des lymphocytes T CD4+ sont absolument nécessaires pour contrôler la réplication 

bactérienne et les animaux dépourvus d’une telle réponse succombent rapidement aux 

mycobactéries.(40, 41) Similairement, les personnes vivantes avec le VIH et qui ont un taux de CD4 

bas sont plus susceptibles de développer une tuberculose pulmonaire active comme maladie 

opportuniste.(40) 

 

Parmi les sous-types de lymphocytes, la qualité et la quantité de la réponse des cellules T CD4+ 

auxiliaires de type 1 communément appelé T-helper 1 (Th1) semble déterminer le résultat de 

l’infection tuberculeuse. Spécifiquement, la production d’interféron- γ (FN-γ) par les cellules Th1 est 

considérée comme essentielle pour la protection contre les infections mycobactériennes. A titre 

d’exemple, les souris déficientes en IFN-γ succombent à une infection à faible dose du MTB. (42, 

43)De même, les souris dépourvues d'interleukine-12 (IL-12), une autre cytokine clé de la réponse 

Th1, sont également incapables de contrôler l’infection mycobacterienne.(44, 45) Les effets 

antimycobactériens de l'IFN-γ dans les modèles murins sont largement liés à l'induction de peptides 

antimicrobiens, et de cytokines qui activent les macrophages infectés pour restreindre la réplication 

bactérienne intracellulaire, bien que d'autres mécanismes sous-jacents à l'immunité médiée par l'IFN-

γ produite par les lymphocytes T CD4+ contre l'infection à M. tuberculosis sont en train d’être 

élucidés.(46)  Dans les études d'immunogénétique humaine, les carences liées à la signalisation IFN-γ 

chez les jeunes patients porteurs de mutations au niveau des récepteurs IFNGR1 et IFNGR2 confèrent 
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une sensibilité mortelle aux infections mycobactériennes. (45, 47, 48) Aussi, la susceptibilité 

mendélienne aux maladies mycobactériennes (MSMD) décrit comme un spectre de mutations 

génétiques dans cinq gènes autosomiques (IFNGR1, IFNGR2, STAT1, IL12B, IL12RB) et un gène lié 

au chromosome X, confère une sensibilité aux mycobactéries environnementales généralement 

avirulentes mais aussi au vaccin Bacille Calmette Guérin (BCG) .(47)  En plus, les personnes souffrant 

de rhumatismes inflammatoires et sous traitement avec des anticorps monoclonaux anti-TNF-α ont un 

risque très élevé de réactivation de leur tuberculose latente.(46) Ensemble, ces données suggèrent que 

le nombre de lymphocytes T CD4+, leur passage de la périphérie aux poumons, et la qualité des 

cytokines et d’autres molécules antimicrobiennes semblent être déterminant pour une réponse 

immunitaire efficace anti-mycobacterienne, d’où l’intérêt porter sur ces cellules pour développer des 

stratégies vaccinales contre le MTB.  

 

Il faudra noter que bien que la réponse Th1 semble être importante pour l'immunité contre la 

tuberculose, des études ont également démontré que d’autres sous-populations de lymphocytes T 

CD4+ tels que les lymphocytes T CD4 secrétant IL-17 (Th17) et ceux exprimant le FoxP3+ contribuent 

à la réponse contre l'infection à MTB.(39) Le rôle précis des cellules Th17 dans l'immunité protectrice 

contre le MTB reste cependant à clarifier. Des résultats récents suggèrent leur rôle dans le 

développement de granulomes moins hypoxiques, dans le recrutement des cellules Th1 (49)ou dans 

l'induction de CXC- chimiokines et follicules de cellules B.(50) Quant aux lymphocytes T FoxP3 + 

CD4, ou cellules T régulatrices (T-regs), elles sont suspectées d’altérer les réponses des cellules T anti-

mycobactériennes et contribuer à la maladie, mais peuvent également limiter l'inflammation par la 

sécrétion de cytokine anti-inflammatoire comme l’interleukine-10 (IL-10).(51) L’analyse en 

cytométrie de flux des lymphocytes porteurs de CD4, CD25 et FOX P3 spécifiques des lymphocytes 

régulateurs montre qu’ils sont plus augmentés chez les patients faisant de la tuberculose que chez les 

sujets sains.(38) Une réduction du nombre de lymphocytes T régulateurs par déplétion est associée à 

une augmentation de la production d’interféron-γ mesuré dans le plasma des patients récemment 

traités, suggérant le rôle immunomodulateur de ces lymphocytes lors de l’infection 

mycobacterienne .(5) Aussi, le passage de la tuberculose latente à tuberculose active s’accompagne de 

l’émergence de lymphocytes régulateurs (5), sans qu’il soit possible de préciser s’il s’agit d’une cause 

ou d’une conséquence. 
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3.7 Sexe biologique et Tuberculose : 

Au cours des vingt dernières années, les notifications de cas de tuberculose (TB) chez les hommes ont 

dépassé celles des femmes dans la plupart des contextes.(12) En 2014, le rapport homme/ femme (H: 

F) dans la notification des cas de tuberculose pulmonaire à bacilloscopie positive était de 1,7 à l'échelle 

mondiale.(1)  L'excès de cas notifiés chez les hommes a souvent été expliqué par les obstacles 

rencontrés par les femmes pour rechercher des soins et recevoir un diagnostic de TB.(38, 

45) Cependant, les données de notification à elles seules sont insuffisantes pour déterminer si cela est 

vrai ou si les différences entre les sexes dans les notifications de cas reflètent un excès de charge de 

morbidité chez les hommes et même un désavantage chez les hommes dans la recherche et l'accès aux 

soins de la tuberculose. 

 

Par contre il est maintenant prouvé que le nombre de cas chez les hommes reste très élevé même dans 

les pays où il n’existe aucun obstacle apparent d’accès aux soins de santé et de diagnostic de la 

tuberculose chez les femmes.(51) Une analyse antérieure a révélé que la prévalence de la tuberculose 

chez les hommes dépassait la prévalence de la tuberculose chez les femmes dans 27 (93%) des 29 

enquêtes de prévalence menées dans 14 pays entre 1953 et 1997.(51) La même analyse a calculé le 

taux de diagnostic des patients (l'inverse du rapport prévalence/notification) et a révélé que les cas 

féminins étaient plus susceptibles d'être notifiés que les cas masculins dans 21 enquêtes (72%).  

 

L'ampleur de la différence entre homme et femme semble varié d'un pays à l'autre et selon l'âge des 

patients. La question est de savoir si cette différence de sexe reflète réellement un risque plus élevé de 

développer la tuberculose pour les hommes que pour les femmes, ou si cela est factice, reste largement 

non résolue. Cependant, il est reconnu à l’échelle mondiale que, la prévalence du taux de l’infection à 

la tuberculose chez les garçons demeure comparable à celle des filles jusqu’à l’adolescence après quoi 

les biais masculins se révèle.(52) Ceci suggère une différence biologique réelle entre les deux sexes à 

partir de la puberté. De plus, nous savons que la susceptibilité et ou la gravité de la maladie dans 

certains cas est dépendante du sexe. Par exemple, la plupart des maladies auto-immunes et/ou 

inflammatoires sont prédominantes chez les femmes (53) alors que les hommes développent certain 

type de cancers qui sont rares chez la femme.(53) 

En résumé, ces données épidémiologiques révèlent la nécessité de déterminer l’influence sous-estimée 

du sexe biologique sur la susceptibilité à la tuberculose et, éventuellement la réponse au traitement. 
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3.7.1 Influence des hormones sexuelles sur l’immunité : 

Les hormones sexuelles sont potentiellement des acteurs clés responsables des différences 

immunitaires entre homme et femme en raison de la présence de leurs récepteurs sur les cellules 

immunitaires. (52)Les hormones sexuelles, telles que les œstrogènes, la progestérone, les androgènes 

et la prolactine peuvent influencer différents aspects du fonctionnement du système immunitaire. Les 

effets des hormones sexuelles peuvent varier en fonction non seulement de leur concentration mais 

également du type de cellule cible et du sous-type de récepteurs exprimés sur les cellules. Par 

conséquent, pour comprendre comment le sexe biologique affecte l’immunité en général, il faut 

élucider les interactions complexes qui se produisent entre les hormones sexuelles, les chromosomes 

sexuels et les gènes de la réponse immunitaire. Dans le paragraphe suivant, nous discuterons des 

connaissances actuelles et des nouvelles connaissances sur la relation entre les hormones sexuelles et 

le système immunitaire. 

 

Des études ont montré que les hormones sexuelles les plus importantes incluant les androgènes 

(testostérone et di estrogène) les œstrogènes (17β estradiol) et la progestérone sont susceptibles de 

moduler le recrutement et la fonction de divers types de cellules immunitaires.(54) Le consensus 

général est que la testostérone et la progestérone ont des activités immunosuppressives, tandis que 

l’effet de l’œstrogène est plus nuancé et dépendant de la dose. Par exemple, de faibles doses d’estradiol 

favorisent la réponse Th1, alors que des taux élevés de 17β-estradiol favorisent l’immunité Th2. (51). 

Nous pensons que la capacité de l’œstrogène à agir sur les réponses immunitaires est largement due à 

sa capacité à réguler l’activité transcriptionnelle des gènes de cytokines et des chemokines sur les 

cellules, notamment l’expression de l’IFN-γ par les cellules Th1. En fait, les gènes qui codent pour 

l’IFN-γ et son facteur de transcription le T-bet ont des séquences d’ADN régulatrices dans leur 

promoteur qui sont reconnues par les hormones.(54, 55) Inversement, la testostérone diminue la 

production d’IFN-γ, de TNF-α et des espèces réactives de l’oxygène par les macrophages .(56-58) Les 

effets des androgènes sur la fonction immunitaire comprennent un passage du phénotype Th1 à Th2, 

basé sur une production accrue de l’IL-5 et d’IL-10 et une diminution des cytokines pro-

inflammatoires, y compris IFN-γ, TNF-α et IL-17. La testostérone réduit également la prolifération et 

la différenciation des lymphocytes et peut supprimer la production d'immunoglobulines.(56, 58) Des 

doses supra-physiologiques de testostérone peuvent également inhiber l'activité des cellules NK 

cytotoxiques. Par exemple, les hommes souffrant de déficience en androgènes, se manifestant par de 

faibles taux de testostérone en circulation, présentent des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires 

par rapport aux hommes sans altération génétique des androgènes. (59, 60) 
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Ces données combinées indiquent des hormones sexuelles sont des puissants modulateurs de la réponse 

immunitaire.  A ce jour, on ne sait pas exactement si la même observation est vraie dans un état 

pathologique tel que la tuberculose pulmonaire active d’où l’intérêt apporté à ce thème de recherche. 

3.7.2 Facteurs influençant la différence homme et femme en matière de tuberculose : 

Bien que notre question de recherche soit centrée sur le rôle des facteurs biologiques, notamment les 

hormones, dans la pathogenèse de la tuberculose, nous reconnaissons aussi que conceptuellement, de 

nombreux facteurs peuvent également avoir des effets additifs et/ou opposés sur les différences entre 

les sexes. Ces facteurs peuvent être démographiques, comportementaux et ou environnementaux. En 

effet une étude antérieure a suggéré qu’au moins 30% des différences entre homme et femme au cours 

de la tuberculose était lie à une consommation plus fréquente de la cigarette chez le sexe masculin.(61) 

Donc, des recherches futures seront nécessaires pour explorer les contributions et les interactions des 

facteurs environnementaux, démographiques et comportementaux, en relation avec les facteurs 

biologiques sur la progression de la maladie ainsi que sur la réponse au traitement et la vaccination. 
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Figure 3: Facteurs potentiels pouvant influencer la différence sexuelle au cours de la tuberculose 

(Source : Dabitao D, communication personnelle, encours de publication)  
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4.  METHODOLGIE 

4.1 Cadre et type d’étude : 

Cette étude s’est déroulée au Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC) de l’Université des 

Sciences, des Techniques, et de Technologies de Bamako (USTTB). Nos investigations se sont 

déroulées en deux phases distinctes. La première phase consistait à faire une analyse rétrospective de 

la base de données des patients faisant de la tuberculose inclus dans divers protocoles de recherche du 

programme UCRC avec comme objectif de faire ressortir la différence entre homme et femme en 

matière de réponses immunitaires. La deuxième phase consistait à mesurer de façon prospective les 

concentrations de testostérone présentes dans les échantillons de plasma archivés de 2006 à nos jours 

au sein du laboratoire ImmunoCore de l’UCRC dans le but d’évaluer les variations ou fluctuations 

hormonales au cours de la tuberculose. 

4.2 Sélection des participants pour la phase rétrospective de l’étude : 

Nous avons parcouru la base de données disponible au laboratoire afin d’identifier des femmes adultes 

(âge >18 ans) qui ont été nouvellement diagnostiqué comme faisant une tuberculose active pulmonaire, 

qui n’avait pas commencé le traitement contre la tuberculose, et qui ont une base de données complète 

en termes de données en mycobactériologie et en immunologie. Nous avons identifié 20 femmes qui 

respectaient ce critère. Sur ces 20 femmes, nous avons exclus 10 femmes. Les raisons de ces exclusions 

étaient la résistance multiple aux antituberculeux, une discordance entre la culture et les résultats de la 

microscopie directe, une infection par une souche de MTB qui n’a pas été isolée chez aucun des 

hommes dans la base de données, etc…. De ce fait 10 femmes ont été retenues pour l’analyse finale 

comme indiqué dans la Figure 4. Ensuite, on a choisi 10 hommes dans la même base de données qui 

ont les mêmes caractéristiques en termes d’âge, de sérologie VIH, d’abondance des mycobactéries par 

la microscopie directe, et de souches infectantes de MTB que les 10 femmes sélectionnées. Donc 

finalement, la taille globale de notre échantillonnage était de 20 personnes dont 10 hommes et 10 

femmes faisant de la tuberculose. 
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Figure 4. Sélection des participants pour la phase rétrospective de l’étude 
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4.3 Sélection des participants pour la phase prospective de l’étude : 

Pour cette phase, les échantillons de plasma archivés qui ont été collectés chez les hommes 

uniquement. Notamment, les échantillons collectés chez des hommes testés négatifs pour une infection 

mycobactérienne par le test intradermo-reaction (IDR< 15mm) et la radiographie pulmonaire ainsi que 

pour l’infection VIH a été inclus. De même, les échantillons prélevés chez des hommes nouvellement 

diagnostiqués comme ayant une tuberculose active pulmonaire et naïfs de traitement ont été analysés 

au laboratoire. Au total, 36 échantillons ont été testés de façon prospective au laboratoire pour cette 

phase dont 19 hommes sains et 17 hommes faisant de la tuberculose. 

 

4.4 Techniques de laboratoire 

4.4.1 Diagnostic des mycobactéries : 

Dans le laboratoire de Biosécurité niveau 3 de l’UCRC, communément appelé BSL-3, les 

échantillons de crachats après leur réception dans les mesures de sécurité étaient mis en culture 

après digestion, décontamination, centrifugation et concentration à l’aide d’une technique établie 

faisant appel au N-acétyle L-cystéine hydroxyde de sodium (NaLC-NaOH) utilisés à volume 

égal pendant 15 minutes, suivi d’une neutralisation avec une solution tampon de phosphate à pH 

neutre (6,8±0,2) et une centrifugation à haute vitesse (3000g) pendant 15 minutes à 4°C pour 

avoir le culot, qui est la forme concentrée de l’échantillon et pour éliminer d’autres micro-

organismes.(62) Pour chaque échantillon concentré obtenu par centrifugation, un frottis a été 

préparé pour la détection des bacilles acido-alcoolo résistants (BAAR) au microscope et une 

autre fraction était utilisée pour l’ensemencement en milieu liquide ou solide.  

 

Pour la réalisation du frottis, on a utilisé la coloration Auramine/Rhodamine pour la lecture au 

microscope à fluorescence afin de confirmer le diagnostic (la présence ou l’absence de BAAR 

dans l’échantillon). Pour la culture en milieu liquide (MGIT), la durée d’incubation allait de deux 

semaines pour observer le début de la poussée de la culture à 6 semaines ou 42 jours à 37 °C 

avec une concentration de CO2 à 7% dans un BACTEC. Les cultures étaient examinées au moins 

une fois par semaine pour voir s’il n’y a pas de croissance qui signifiait la positivité ou une 

contamination par d’autres germes.  Les cultures positives ont été confirmées par les colorations 

de Kinyoun (Remel Inc. Lenexa, KS 66215, US) et d’Auramine/Rhodamine. Ensuite on 

procédait à l’identification des mycobactéries du MTBC par le test capilia TB Neo,  et le 

Genprobe. Après identification des mycobactéries, on procédait au spoligotypage pour classer 
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les sous espèces de mycobactéries tuberculeuses. Le spoligotypage est une nouvelle méthode de 

détection et de typage simultanés des bactéries de MTB. Le principe est basé sur la PCR 

(Polymerase Chain Reaction) d’un locus de répétition directe hautement polymorphe dans le 

génome du MTB.(2) Dans les conditions optimales, le spoligotypage nécessite moins des 24H 

pour obtenir des résultats d’où son avantage.(63) 

4.4.2  Diagnostic du Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) : 

Les tests de dépistage de l’infection à VIH fut initié depuis les années 80 au début de la 

découverte dudit virus comme agent causal du syndrome d’immunodéficience humaine 

(SIDA).(63)  L’utilisation des tests sérologiques simples pour les anticorps anti-VIH utilisant 

des préparations d’antigènes viraux dérivés de culture ont été développés pour le diagnostic et 

pour la protection de l’approvisionnement en sang ou en produits sanguins.   

 

Au niveau du laboratoire ImmunoCore de l’UCRC, le dépistage du VIH se fait selon le protocole 

ou algorithme suivant.  

- Premier test utilisé : Test rapide Alere DetermineTM HIV-1/2 (Abott) 

- Deuxième test utilisé en cas de positivité au premier test : GenscreenTM ULTRA HIV 

Ag-Ab (Biorad) 

- Troisième test utilisé en cas de positivité du deuxième test : New Lav-Blot I/II (Biorad) 

Le principe et un résumé des protocoles pour faire ces tests sont présentés dans les 

sections ci-dessous. 

4.4.2.1 Test rapide Alere DetermineTM HIV-1/2: 

Nous avons utilisé le test Détermine HIV-1/2 qui est un test immunochromatographique pour la 

détection qualitative des anticorps anti-VIH-1 et VIH-2. L'échantillon de sérum était ajouté au niveau 

de la zone de dépôt de l’échantillon. Au fur et à mesure que le sérum migrait à travers la bandelette, il 

se mélangeait avec le conjugué d'antigène. Ce mélange continuait de migrer vers les antigènes 

recombinants et les peptides synthétiques fixés au site de la fenêtre de lecture des résultats du patient. 

Si des anticorps anti-VIH-1 et/ou VIH-2 sont présents dans l'échantillon, les anticorps se lient aux 

antigènes fixés à la fenêtre du patient, formant une ligne rouge. Si les anticorps au VIH-1 et/ou au 

VIH-2 sont absents, aucune liaison ne se produit et aucune ligne rouge ne se forme à la fenêtre du 

patient. Pour garantir la validité du test, une barre de témoin procédurale est incorporée dans le 

dispositif de test. 
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Figure 5. Exemples de résultats obtenus à l’aide du test Alere DetermineTM HIV-1/2 
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4.4.2.2 GenscreenTM ULTRA HIV Ag-Ab:   

 

Le Genscreen™ ULTRA HIV Ag-Ab est une technique immuno-enzymatique basée sur le principe 

d’ELISA (Enzym Linked Immunosorbant Assay) sandwich pour la détection de l’antigène (Ag) 

du VIH et des différents anticorps (AB) associés aux virus VIH-1 et/ou VIH-2, dans le sérum ou 

plasma humain. La phase solide est préparée avec des anticorps monoclonaux dirigés contre 

l’antigène p24 du VIH-1, des antigènes purifiés tel que la protéine gp160 recombinée, un peptide 

synthétique mimant un épitope spécifique du virus VIH-1 groupe O totalement artificiel (c’est à 

dire codé par aucun virus existant) ainsi qu’un peptide mimant l’épitope immunodominant de la 

glycoprotéine d’enveloppe du virus VIH-2. 

 

 Les conjugués sont préparés avec : 

• Des Ab polyclonaux biotinylés contre l’Ag VIH (conjugué 1), 

•  De la streptavidine et des antigènes VIH marqués à la peroxydase (peptides gp41 et 

gp36 mimant les épitopes immunodominants des glycoprotéines d’enveloppe des 

virus VIH-1 et VIH-2, et le même peptide synthétique mimant un épitope spécifique 

du virus VIH-1 groupe O totalement artificiel comme celui utilisé dans la phase 

solide) (conjugué 2). 

 

 La mise en œuvre du test comprenait les étapes réactionnelles suivantes :  

• Le conjugué 1 (anticorps polyclonal anti-p24 du VIH-1 biotinylé) était distribué dans 

toutes les cupules de la microplaque ;  

• Les sérums à étudier, ainsi que les contrôles étaient ensuite distribués dans les cupules : 

Les antigènes VIH éventuellement présents se fixent sur les anticorps monoclonaux de 

la phase solide et forment des complexes avec les anticorps biotinylés du conjugué 1. Si 

des anticorps anti-VIH-1 et/ou VIH-2 sont présents, ils se lient aux antigènes fixés sur la 

phase solide. Le dépôt du conjugué 1 et des échantillons est validé par un changement de 

couleur, du jaune-vert au bleu ; 

• Après incubation à 37°C, puis lavage, le conjugué 2 était ajouté : La streptavidine réagit 

avec les complexes Ac-Ag-Ac biotinylés éventuellement fixés sur la phase solide.  Les 

antigènes VIH-1 et VIH-2 purifiés, marqués à la peroxydase se lient à leur tour aux IgG 

et/ou IgM et/ou IgA, retenus par la phase solide ; 
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• Après incubation à température ambiante (18-30°C) la fraction de conjugué 2 restée libre 

était éliminée par lavage ; 

• Après une nouvelle incubation à température ambiante (18-30°C) la présence de 

l’enzyme immobilisée sur les complexes était révélée par la modification de la coloration 

du substrat. 

• Après arrêt de la réaction, la lecture était effectuée à l’aide d’un spectrophotomètre de 

type Versamac à 450/620-700 nm. L’absorbance observée pour un échantillon permettait 

de conclure quant à la présence ou l’absence d'antigène VIH et/ou d’anticorps anti-VIH-

1 et/ou VIH-2. 

 

4.4.2.3 New Lav-Blot I/II: 

Le New Lav Blot est une technique de Western Blot qui est la méthode de référence pour confirmer 

l’infection à VIH. Elle est basée sur une technique d’ELISA indirecte sur une bandelette de 

nitrocellulose contenant toutes les protéines constitutives du VIH-1 ou du VIH-2 et un contrôle interne 

anti-IgG. La bande correspondant au contrôle interne est localisée sur l'extrémité de la bandelette sans 

aucun numéro, avant la réaction p18 pour le VIH-1 et p16 pour le VIH-2, et permet de valider l'ajout 

de l'échantillon et des réactifs ainsi que le bon déroulement de la procédure. Les protéines VIH-1 ou 

du VIH-2 inactivées sont séparées selon leur masses moléculaires par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide dans un milieu de dissociation et de réduction et ensuite transférées électriquement sur 

une feuille de membrane de nitrocellulose. (64) 

La procédure comprend les étapes suivantes : 

• Réhydratation de la bande de nitrocellulose ; 

• Incubation des échantillons à tester ou des sérums témoins. Si des anticorps anti-VIH-1 ou anti-

VH-2 sont présents, ils se lient aux protéines virales identifiées, présentes sur la bandelette ; 

• Après lavage, les anticorps anti-IgG humaines marqués à la phosphatase alcaline sont incubés. 

Le conjugué se lie aux anticorps anti-VIH capturés sur la phase solide ; 

• Après lavage et élimination de l'excès de conjugué, la solution de développement couleur 

permet de mettre en évidence l'activité enzymatique des complexes liés à la nitrocellulose ; 

• L'apparition de bandes colorées spécifiques permet de mettre en évidence la présence 

d'anticorps anti-VIH-1 ou anti-VIH-2 dans l'échantillon. 

Au laboratoire ImmunoCore de l’UCRC, nous utilisons le New Lav Blot I pour confirmer la présence 

de l’infection au VIH-1 et le New Lav Blot II pour le VIH-2.  
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4.4.3 Analyses immunologiques  

4.4.3.1 Immunophénotypage 

• Principe : 

 L’immunophénotypage est la technique de base pour faire le tri-cellulaire dans un échantillon de sang 

total à l’aide d’anticorps marqués par des fluorochromes, qui émettent des signaux fluorescents 

lorsqu’ils sont excités par le ou les lasers d’un cytomètre. Pour ce travail, nous avons utilisés des 

anticorps marqués par les fluorochromes suivants : le FITC (fluorescein isothiocyanate), le PE 

(phycoérythrine), le PercP Cy5.5 (péridinine couplée a la Cyanine), et l’APC (Allophycocyanine). 

• Préparation des réactifs : 

 Pour ce protocole nous avons utilisé les solutions suivantes : 

o Le BD-Wash est une solution de lavage. Sa composition est la suivante : 

- 500 mL de la solution PBS 1X (Phosphate Buffer Saline) ou Tampon phosphate Saline 

1X (Cat# : ABI-102-01 ; ABI American BioInnovation) 

- 7.1 mL de la solution BSA (Bovine Saline Albumin) ou Sérum d’Albumine Bovine 

(Lot# : SLBG6589; SIGMA) 

- 0,5g d’azide de sodium (Cat# : 034K0234 ; SIGMA) 

Ce mélange était filtré à l’aide d’un filtre stérile de 500mL de volume (Cat#: SCGPU05RE, 

Millipore Express). Le BD-Wash préparé était conservé au réfrigérateur pour une durée 

maximale d’un mois. 

o Le FACS-Lyse (10X) est une solution permettant de faire la lyse des globules rouges dans le 

sang total. Elle était fournie par BD sous une forme concentrée (10X) qui devait être diluée au 

un dixième (1/10) dans un récipient stérile pour avoir une concentration finale à 1X. Le FACS-

Lyse (1X) était conservé à la température ambiante jusqu’à utilisation et pour une durée d’un 

mois. Pour sa préparation, on a utilisé les éléments suivants : 

- 25 ml de FACS-Lyse (Cat#: 349202 ; BD Biosciences) 

- 225 ml d’eau distillée 

o Les anticorps de marquage : Au laboratoire ImmunoCore, les anticorps MultiSet qui sont des 

cocktails composés de 4 anticorps fluorescents, étaient utilisés. Ces anticorps sont : 

- Panel Cellule T : CD3/CD8/CD45/CD4 (Cat# : 340499, BD) 

- Panel Memoire: CD45RA/CD62L/CD3/CD4 (Cat#: 340977, BD) 

- Panel Activation: CD4/CD38/CD3/HLADR (Cat# 340573, BD) 

Le premier panel de MultiSet permettait de distinguer les lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui 

sont des cellules CD3+ des autres lymphocytes qui n’expriment pas le CD3. En revanche, le 
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deuxième panel de MultiSet servait à différencier les lymphocytes T CD4+ mémoire de ceux qui 

sont naïves. Quant au troisième panel, il a été utilisé pour différencier les lymphocytes T CD4 + 

activés exprimant à la fois le CD38 et le HLADR des cellules qui sont au repos. Il faut noter que 

nous avons utilisés des fluorochromes associés à un anticorps monoclonal anti-CD8 pour les 

tubes de compensation pour minimiser les chevauchements spectraux lors de l’acquisition, à 

savoir le CD8-FITC (Cat# : 347313), CD8-PE (Cat#:340046), CD8-PerCP (Cat#:341049), et 

CD8-APC (Cat#: 340659) de la compagnie BD. En effet, il faudra savoir que lorsqu'on utilise 

plusieurs fluorochromes ensemble, il peut exister des chevauchements entre les spectres 

d’émissions de ces fluorochromes qui pourront être à l'origine de « faux positifs». Autrement dit, 

certaines cellules apparaîtront positives pour deux marqueurs alors qu'elles ne sont réellement 

positives que pour un seul. 

o Consommables : En plus des réactifs, les consommables utilisés pour cette procédure 

d’immunophentypage étaient les suivants : 

- Tubes Polystyrène 12 x 75 mm (5 mL) 

- Vortexer Mixer 

- Centrifugeuse Eppendorf (Model 5810R) 

- Pipette Eppendorf pour Combitips 

- Combitips (5ml, 10 ml, et 25 ml) 

- Pipette Aid, Drummond 

- Pipettes Sérologiques (5ml, 10 ml, et 25 ml) 

- Gants stériles 

• Procédures de marquage du sang total : 

 La procédure décrite en bas a été mise au point au laboratoire pour l’immunophénotypage des 

lymphocytes, il y a de cela plusieurs années comme indiquée dans la publication de Siddiqui et 

collaborateurs.(63) 

o Prendre sept tubes polystyrènes de 5 mL pour chaque échantillon à tester 

o Nommer les tubes de la façon suivante : 

- Tube 1 : Non-marqué 

- Tube 2 : FTIC 

- Tube 3 : PE 

- Tube 4 : PERCP 

- Tube 5 : APC 

- Tube 6 : Panel Cellule T 



 

 

 

35 

- Tube 7 : Panel Mémoire 

- Tube 8 : Panel Activation 

o Les tubes 1-5 sont les tubes de compensation 

o Les tubes 6-8 sont les tubes d’analyses. 

o Ajouter 20µl d’anticorps (anti-CD8 FITC, anti-CD8 PE, anti-CD8 PERCP, Panel T, 

Mémoire, et Activation) dans les tubes indiqués ci-dessus, sauf pour l’anti-CD8 APC qui sera 

utilisé à un volume de seulement 5µl pour le Tube 5. Le tube non-marqué ne contiendra pas 

d’anticorps. 

o Ajouter 100 µl de sang total dans chaque tube puis vortexer pendant 10 secondes. 

o Mettre les tubes en incubation à la température ambiante et à l’abri de lumière pendant 20 

min 

o Ajouter 2mL de la solution de FACS-Lyse, vortexer pendant 10 secondes, et mettre en 

incubation à la température ambiante pendant 10 min. 

o A la fin de l’incubation, centrifuger à 300g par minutes pendant 5 min. 

o Aspirer le surnageant pour conserver le culot au fond du tube.  

o Ajouter 2mL de la solution de lavage (BD-Wash), vortexer pendant 10s et centrifuger à 300g 

pendant 5 min. 

o Aspirer le surnageant et refaire le lavage d’en haut une deuxième fois.  

o A la fin du lavage, aspirer le surnagent et ajouter 1mL de BD-Wash sur le culot cellulaire, 

vortexer pendant 10 secondes. 

o Couvrir les tubes avec du papier aluminium et conserver les tubes dans le réfrigérateur entre 

2-8ºC jusqu’au moment de l’analyse sur le cytomètre. 

 

• Acquisition des échantillons : 

L’acquisition des échantillons a été effectuée sur le BD FACS Calibur à l’aide du logiciel 

Cellquest Pro selon la procédure standard du fabricant BD Biosciences. Le cytomètre était 

d’abord soumis à un contrôle de qualité interne en utilisant des billes marquées, notamment les 

billes CalibriteTM (Catalog N° : 340486) pour vérifier la performance des lasers et du système 

fluidique avant de commencer l’acquisition des échantillons. Cette étape était suivie du passage 

des tubes de compensation dans le but de soustraire les chevauchements spectraux de façon 

manuelle en jouant sur les geomeans et les voltages. Ensuite, 100,000 lymphocytes étaient 

collectés pour les tubes 6 et 8 (Panel T, Mémoire, et Activation). A la fin de l’acquisition, les 

fichiers contenant les données (fichiers de type FSC) étaient exportés pour d’ample analyse. 
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• Analyse qualitative des données : 

Cette analyse qualitative permet de générer les pourcentages des différentes sous-populations 

lymphocytaires dans le sang total. Les données exportées ont été analysées à l’aide du logiciel 

FlowJoTM version 10 de la compagnie BD. L’approche d’analyse était variée selon le panel 

d’anticorps utilisé. Pour le tube 6 (Panel T), on a adopté la méthode CD45/SSC qui se déroule 

comme indiqué dans le texte en bas mais aussi sur la Figure 6. Pour les autres tubes (tubes 7 et 

8) les approches d’analyses utilisées sont montrées dans les Figure 7 et 8, respectivement. 

o Exclusion des débris par la sélection des lymphocytes viables ; 

o Identification des lymphocytes selon la présence du marqueur CD45 (qui est un marqueur pan-

lymphocytaire) et leur faible granularité (SSC faible) par rapport aux autres cellules du sang ; 

o Séparation des lymphocytes T des non-T par la présence ou l’absence du marqueur CD3 ; 

o Classification des lymphocytes CD3+ selon la présence ou l’absence des   marqueurs CD4 

et/ou CD8 

o Calcul de la fréquence des grands-parents qui permet d’avoir le pourcentage des sous 

populations CD4 et CD8 en fonction du nombre de lymphocytes total (CD45) et non en 

fonction des lymphocytes CD3 directement (qui sont considérées comme les parents direct de 

ces sous-populations) ; 

o Export des données sur Excel. 
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Figure 6. Etapes d’analyse des lymphocytes T CD4+ et CD8+ à l’aide du logiciel FlowJo  
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Figure 7. Etapes d’analyse des marqueurs d’activation des lymphocytes T CD4+ sur FlowJo 
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Figure 8.  Etapes d’Analyse des lymphocytes T CD4+ naïves et mémoires et naïves sur FlowJo  
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4.4.3.2 Stimulation antigénique et marquage intracellulaire 

• Principe : 

 Le but de cette technique est de quantifiée la fréquence de lymphocyte T CD4+ sécrétrices de 

cytokines après stimulation du sang total héparinisé par les antigènes du MTB. La présentation de 

l'antigène est aidée par l’ajout d’un anticorps monoclonal dénommé CD28/CD49d qui a un effet co-

stimulateur en stimulant l’activation, la prolifération, et la différenciation des cellules T CD4+ naïves 

en cellules effectrices. Les cellules T effectrices produisent des cytokines inflammatoires telles que 

l’IFN-g et le TNF-α. Ces cellules T CD4+ productrices de cytokines en réponse à la stimulation 

antigénique sont marquées avec des anticorps fluorescents, mesurés, et analysés par la cytométrie en 

flux.(65) 

• Réactifs utilisés : 

o Anticorps monclonaux co-stimulants CD28/CD49d (Cat# 347690, BD FastImmune,) 

o Antigène pour la stimulation 

- Dérivé de protéine purifiée (PPD : purified protein derivative) (Cat.No. 2391, Stock 

Conc. 1mg/ml, Statens Serum Institut) 

- Entérotoxine B du Staphylocoque (SEB) (Cat# BT202, Stock conc. 1mg/ml, Toxin 

Technologies, Inc) 

- Cible antigénique sécrétoire précoce-6 (ESAT-6 : Early Secretory Antigenic 

Target-6kDa)  

- Filtrat de culture Protéine-10 (CFP-10 : culture filtrate antigen-10 kDa) 

o Anticorps monoclonaux utilisés 

- CD69 PE (Cat# 341652, Stock Conc. 0,003 mg/ml, BD Bioscience) 

- CD4 PERCP-Cy 5.5 (Cat# 341654, Stock Conc. 0,0015mg/ml, BD Bioscience) 

- CD3APC (Cat# 340440, concentration de stock 0,05 mg/ml, BD Bioscience) 

- IFN-γ FITC (Cat# 340449, Stock Conc. 0.0125mg/ml, BD Bioscience) 

- IL2 PE (Cat# 340450, Stock Conc.0.00156mg/ml, BD Bioscience) 

- TNF-α APC (Cat# 340534, Stock Conc.0.0125mg/ml, BD Bioscience) 

- CD8 FITC (Cat# 347313, Conc. Non indiqué, BD Bioscience) 

- CD8 PE (Cat# 340046, Stock Conc.0.0125mg/ml, BD Bioscience) 

- CD8 Percp-Cy 5.5 (Cat# 341051, Stock Conc.0.005mg/ml, BD Bioscience) 

- CD8 APC (Cat# 340584, Stock Conc.0.005mg/ml, BD Bioscience) 

o  Solution de lyse BD FACS Lyse (10X) (Cat# 349202)  
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o  Solution de Perméabilisation BD FACS Perm Solution 2 (10X) (Cat# 340346) 

o  Sodium Azide (NaN3) (Cat# S2002, Sigma-Aldrich) 

o  Brefeldin A (Cat# B6542. Stock Conc.1mg/ml, Sigma) 

o  Solution d'albumine bovine 30% (Cat# A9576, Sigma) 

o  Solution saline tamponnée au phosphate (PBS), sans calcium ni magnésium (Cat# 17-

516Q, Biowhittaker) 

• Préparation des réactifs : 

Les réactifs étaient préparés comme suite :  

o Solution de FACS Lyse (1X) : pour préparer la solution de travail, diluer la solution mère 

concentrée à 10X en solution stock de 1X en faisant une dilution 1 :10 avec de l'eau distillée. 

La solution de travail (1X) est stable pendant 1 mois à la température ambiante. 

o Tampon de lavage (BD-Wash) : pour préparer la solution de travail, combiner les réactifs ci- 

dessus, puis filtrer avec un filtre de 0,2 µm dans un récipient stérile de 500 ml. Une fois 

préparée, la solution de travail (1X) du tampon de lavage est stable à 2-8°C pendant un 

mois. 

- 0,5 g d'Azoture de Sodium 

- 7,1 ml de solution d’albumine bovine - 30% (concentration finale 0,426%) 

- Compléter à 500 ml avec du PBS (1X) 

o Solution de perméabilisation FACS Perm (1X) : pour préparer la solution de travail, dilué la 

solution mère concentrée à 10X en solution de travail 1X en faisant une dilution 1 :10 avec 

de l'eau distillée. La solution de travail est stable pendant 1 mois à température ambiante. 

o Antigène PPD du MTB : Préparer des aliquots de 50 µl de l'antigène à une concentration de 

1 mg/ml et congeler à -20˚C.  

o Antigène ESAT-6 du MTB : Préparer des aliquots de 20 µl de l'antigène à une concentration 

de 1 mg/ml et congeler à -80˚C. 

o Antigène CFP-10 du MTB : Préparer des aliquots de 20 µl de l'antigène à une concentration 

de 1 mg/ml et congeler à -80˚C. 

o Solution de brefeldine A (BFA) : Dissoudre 5 mg de poudre de BFA avec 1 ml d'éthanol à 

100 % pour obtenir une concentration de 5 mg/ml. Préparer des aliquots de 10μl et 

conserver à -20ºC. 

o Préparation du Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) : Il est recommandé que le SEB soit 

reconstitué à une concentration de 1 mg/ml, aliquoté et congelé à -80˚C. La quantité de 

SEB réceptionné au laboratoire était de 5 mg, donc les directives suivantes ont été suivies : 
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- À l'intérieur d’un hôte de biosécurité, ouvrer le flacon et ajouter soigneusement 1 ml 

d'eau filtrée de qualité. 

- Fermer le bouchon du flacon et vortexer doucement. 

- Transférer le contenu du flacon dans un tube conique de 15 ml. 

- Ajouter 4 ml d'eau filtrée au tube. Le volume final dans le tube doit être de 5 ml. 

- Assurez-vous que le bouchon est bien fixé sur le tube Falcon de 15 ml et vortexez 

doucement la suspension pour vous assurer qu'elle est bien mélangée. 

-  Distribuer des aliquots de 20 µl de la solution dans des flacons cryogéniques marqués. 

Le cryotube doit être étiqueté comme suite : SEB, numéro de lot, concentration, date 

de préparation, date d'expiration et volume d'aliquot.  

- Conserver les aliquotes étiquetées à -80˚C dans une boîte de congélation étiquetée 

• Préparation du cocktail d’anticorps : 

o Ajouter à chaque tube en polystyrène contenant un volume approprié d'échantillon de sang 

stimulé une quantité spécifique et prédéterminée de cocktail d'anticorps. Les combinaisons 

de cocktails d'anticorps pour ce test comprenaient : 

Cocktail #1 – IFN-γ FITC/ CD69 PE/ CD4 PerCP-Cy5.5/ CD3 APC  

Cocktail #2 – IFN-γ FITC/ IL2 PE/ CD4 PerCP-Cy5.5/ TNF-α APC 

o Les volumes en gras ci-dessous représentent le volume d'anticorps qu’on a combiné pour 

préparer les cocktails d'anticorps suivants. 

- 10 µl + 20% of CD69 PE         

- 10 µl + 20% of CD4 PERCP-Cy 5.5     

-  3.0 µl + 20% of CD3 APC        

- 20 µl + 20% of IFN-γ FITC 

- 20 µl + 20% of IL2 PE  

- 5 µl + 20% of TNF-α APC  

❖ REMARQUE : IFN-g FITC, IL-2 PE, TNFa APC, sont utilisés pour la coloration 

intracellulaire des cytokines. Par conséquent, ils seront préparés et ajoutés après 

perméabilisation. 

o Ensuite, Multiplier le volume « par tube » de chaque anticorps par le nombre de tubes de 

stimulation en polystyrène à colorer. Cela représente la quantité totale de chaque anticorps 

à ajouter au cocktail. 

❖ EXEMPLE: 

CD69 PE = 12µl/tube X ____________   tubes = _____(A)___µl CD69 PE to cocktail 
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CD4 PERCPCy 5.5 = 12 µl/tube X ______ tubes= ___(B)___ µl CD4 PERCP-Cy5.5 to cocktail 

CD3 APC = 3.6 µl/tube X __________    tubes= _____(C)____µl CD3 APC to cocktail 

o La somme de A, B et C représente le volume total de cocktail nécessaire pour le dosage.  

o Utiliser les mêmes étapes pour préparer le cocktail pour les anticorps intracellulaires. 

• Procédure : Pour chaque échantillon de sang spécifique, étiqueter une série de tubes en 

polypropylène de 15 ml comme suit : 

TUBE#                 VOLUME D’ANTIGEN PAR 500 µl DE SANG 

(1) NON STIMULE (NS)                           0 µl  

(2) COMPENSATION                0 µl  

(3) PPD                                                   20 µl (Final Conc. 40µg/ml)  

(4) SEB                                                                                        5 µl (Final Conc. 10 µg/ml) 

(5)  ESAT-6                                                                                 5 µl (Final Conc. 10 µg/ml) 

(6)  CFP-10                                                                                  5 µl (Final Conc. 10 µg/ml) 

o À la base de chaque tube vide et étiqueté, ajouter 5µl d'anticorps monoclonaux 

CD28/CD49d. 

o En procédant le long de la paroi latérale inférieure du tube, ajouter le volume d'antigène 

indiqué. 

o Ajouter 500 µl de sang total dans chaque tube. Vortexer doucement. 

o Appliquer les bouchons sans serrer et incuber dans 7,0% de CO2, 37˚C pendant 2 heures. 

o Ajouter 5 µl de solution de travail « Brefeldin A » dans chaque tube (concentration finale 

5 µg/ml). Vortexer et serrez les bouchons. Jeter le reste de la solution de travail Brefeldin 

A dans un conteneur pour déchets biologiques. Ne pas recongeler. 

❖ REMARQUE : le rôle de la brefeldine A dans le dosage est de détruire la fonction 

normale de l'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique en pompant l'interféron-g 

hors des cellules T CD4+. En conséquence, l'interféron-g s'accumule et reste à l'intérieur 

des cellules T CD4+ pour la coloration et la détection. 

o Incuber dans 7% CO2, 37°C pendant 4 heures. 

o Pendant les 4 heures d'incubation, pour chaque échantillon de sang spécifique, étiquetez 

(15) tubes en polystyrène comme suit (numéro d'échantillon, antigène, numéro de 

cocktail) 

- Tubes de stimulation 

1. NS 1 (Non-Stimule-1) 

2. NS 2 (Non-Stimule-2) 
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3. PPD 1 

4. PPD 2 

5. SEB 1 

6. SEB 2 

7. ESAT-6 1 

8. ESAT-6 2 

9. CFP-10 1 

10. CFP-10 2 

- Tubes de compensation 

a. NM (Non marqué) 

b. CD8 FITC 

c. CD8 PE 

d. CD8 PercP-Cy5.5 

e. CD8 APC 

o Transférer une quantité appropriée de cocktail extracellulaire ou d'anticorps individuel pour les 

tubes de compensation dans chaque tube en polystyrène, couvrir les tubes avec du papier 

d'aluminium.  

o Transférer 200 µl de l'échantillon de sang stimulé dans chacun des tubes en polystyrène 

o Couvrir les tubes de papier d'aluminium et incuber à température ambiante pendant 15 minutes. 

o Ajouter 2 ml de solution de FACS-Lyse dans chaque tube. Vortexer doucement. 

❖ REMARQUE : FACS Lysing Solution lyse les globules rouges et fixe les globules blancs 

(WBC). La fixation des GB est nécessaire pour préserver l'intégrité de la membrane 

cellulaire. 

o Couvrir les tubes de papier d'aluminium et incuber à la température ambiante pendant 15 

minutes. 

o Centrifuger les tubes à 1500 rpm pendant 5 minutes. 

o Retirer soigneusement tout le surnageant pour former un culot. Remettre doucement le culot 

en suspension de préférence en faisant glisser le tube sur un support de tubes à essai plusieurs 

fois ou en vortexant doucement. 

o À l'aide d'une pipette à répétition Eppendorf et d'un Combitip de 5 ml, ajouter 500 µl de 

FACSPerm dans chaque tube. Vortexer doucement. 

o Couvrir les tubes de papier d'aluminium et incuber à température ambiante pendant 10 minutes. 

o Ajouter 2 ml de tampon de lavage BD-Wash (1X) dans chaque tube. 
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o Centrifuger les tubes à 1500 rpm pendant 5 minutes. 

o Préparer la quantité de cocktail d'anticorps intracellulaires selon les besoins. 

o Retirer soigneusement tout le surnageant. 

o Ajouter la quantité appropriée de cocktail intracellulaire ou d'anticorps individuel à chaque 

tube en polystyrène. Vortexer doucement. 

 

❖ REMARQUE : Les tubes de compensation ne sont pas colorés avec des anticorps 

intracellulaires. 

o Ajouter 400 µl de BD-Wash aux tubes de compensation et conserver à 2-8°C jusqu'à la fin de 

la coloration. 

o Couvrir les tubes de papier d'aluminium et incuber à température ambiante pendant 30 minutes. 

o Ajouter 2 ml de tampon de lavage BD-Wash dans chaque tube. Vortexer doucement. 

o Centrifuger les tubes à 1500 rpm pendant 5 minutes. 

o Retirer soigneusement tout le surnageant. 

o Remettre en suspension le culot dans 200 µl de tampon de lavage BD-Wash 

o Effectuer l’acquisition des tubes en utilisant un cytométre en flux (BD FACS CaliburTM). 

o A la fin de l’acquisition, exporter les données sur un disque et effectuer l’analyse des fichiers 

d’acquisition à l’aide du logiciel FlowJoTM comme précédemment élaborer dans la section 

4.3.a. 

 

4.4.3.3 Dosage multiplex des cytokines inflammatoires par le test MesoScale Discovery  

• Principe : 

Le test multiplex MSD est un test immunologique en phase solide dans lequel jusqu'à 10 électrodes 

revêtues de carbone sont construites en tant que points séparés au fond des puits d'une microplaque 

à 96 puits.(57) Les cytokines sont capturées par leurs anticorps apparentés qui sont à leur tour 

détectés par les anticorps de détection marqués avec du Ruthénium. Les anticorps de détection 

émettent de la lumière par suite du passage des électrodes revêtues de carbone à travers un courant 

électrique généré dans l'analyseur MSD appelé imageur SectorTM. Une courbe de titrage est 

générée à l'aide d’un cocktail de standards contenant des concentrations fixes de cytokines. Les 

signaux de sortie sont capturés par une caméra CCD contenu dans l'analyseur. Ces signaux sont 

mesurés sous forme d'unités lumineuses par rapport à la position de l'électrode particulière. 
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La particularité du MSD est que le bruit de fond de l'instrument est négligeable grâce au type de 

caméra utilisé (camera CCD) mais aussi grâce à la présence des électrodes uniquement au bas 

de la plaque, ce qui réduit les lectures non spécifiques car les anticorps qui ne sont pas liés près 

des électrodes ne peuvent pas être détectés. Les données sont analysées à l'aide du logiciel 

Discovery WorkbenchTM version 3.0. L'imageur SectorTM n'a pas de système fluidique et ne 

nécessite pas de maintenance par l'utilisateur. La lecture est automatisée, rapide et le fichier de 

sortie est facile à gérer dans les feuilles de calcul Microsoft Excel. (59) 

• Préparation des standards :  

Les cytokines humaines recombinantes utilisées comme standards ont été fournies par le vendeur 

dans un cocktail de neuf cytokines (c.-à-d., Panel pro-inflammatoire humain : GM-CSF, IFN-γ, 

IL-10, IL-12p70, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 et TNF-α) à une concentration de stock de 1 µg/ml pour 

chaque cytokine. Ce cocktail a été dilué en utilisant un diluant de dosage exclusif appelé diluant 

de dosage de cytokine sérique humaine (HSCA) pour avoir une solution de travail de 10000 pg/ml. 

Le fabricant MSD recommande une courbe standard basée sur un étalon à 8 points (y compris le 

blanc, c.-à-d., 0pg/ml) avec des concentrations nominales (quantités de cytokines ajoutées) allant 

de 10000 à 2,4 pg / ml pour chaque cytokine. Les standards ont toujours été dilués pour fournir au 

moins 60 µl d'échantillon, ce qui est suffisant pour exécuter le test en double. Tous les standards 

ont été doucement vortexés puis stockés dans de la glace pendant l'expérience. 

• Protocole MSD : 

En bref, une plaque à 96 puits recouvert avec des anticorps de capture spécifiques de la cytokine, 

comme fourni par le fabricant, a été pré-incubée avec 25 µl par puits de HSCA pendant 30 minutes 

(min) sous agitation constante à 800 rpm/min à la température ambiante en utilisant un agitateur 

de plaque (Jitterbug-4, Boekel Scientific). À la fin de cette pré-incubation, 25 µl de chaque standard 

et d'échantillons inconnus ont été ajoutés en double dans les puits appropriés. La plaque a ensuite 

été incubée à la température ambiante sous agitation pendant 2 heures. Après cette incubation, la 

plaque a été lavée trois fois avec 200 µl de solution saline tamponnée au phosphate plus 0,05% de 

Tween-20 en utilisant un laveur de plaques automatisé (Wellwash®, Thermo Electron 

Corporation). Ensuite, nous avons ajouté 25 µl d'anticorps de détection fraîchement préparé selon 

les instructions du fabricant et incubé la plaque pendant une heure d'incubation à la température 

ambiante sous agitation constante. Cette dernière incubation a été suivie d'une autre étape de lavage 

et le tampon de lecture a été ajouté. La plaque a été immédiatement lue à l'aide de l'imageur 

SectorTM 2400. Les concentrations de cytokines ont été déterminées par le Discovery 

WorkbenchTM version 3.0, en utilisant des modèles d'ajustement de courbe suggérés par le 
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fabricant. Les résultats obtenus ont été transférés sur Excel. Toute valeur obtenue qui était en 

dessous de seuil de détection était considérée comme zéro. 

 

4.4.3.4 Quantification des hormones 

• Principe : 

Le kit ELISA de testostérone IBL-AMERICA est un test d'immuno-absorption enzymatique en phase 

solide (ELISA) basé sur le principe de la liaison compétitive. Les puits de microtitrages sont recouverts 

d'un anticorps monoclonal de souris dirigé vers un site antigénique unique de la molécule de 

testostérone. Pendant la première incubation, la testostérone dans l'échantillon ajouté entre en 

compétition avec le conjugué enzymatique ajouté, qui est la testostérone conjuguée à la peroxydase, 

pour se lier à l'anticorps enrobé. Après une étape de lavage pour éliminer toutes les substances non 

liées, la phase solide est incubée avec la solution de substrat. La réaction colorimétrique est arrêtée par 

addition d'une solution d'arrêt et la densité optique (DO) du produit jaune résultant est mesurée par un 

spectrophotomètre. L'intensité de la couleur est inversement proportionnelle à la concentration de 

testostérone dans l'échantillon.(66) 

• Contenu du kit  

o Microplaque, 12x8 bandes (séparables), 96 puits ; Puits recouverts d'anticorps anti-

testostérone (monoclonal). 

o Standards (Standard 0-6), 7 flacons, 1 ml, prêt à l'emploi avec les concentrations suivantes 

: 0 - 0,2 - 0,5 - 1 - 2 - 6 - 16 ng /ml. 

o Conjugué enzymatique, 1 flacon, 25 ml, prêt à l’emploi ; Testostérone conjuguée à la 

peroxydase de raifort. 

o Solution de substrat Tétraméthylbenzidine (TMB), 1 flacon, 25 ml. 

o Stop Solution, 1 flacon, 14 ml, prêt à l’emploi ; contient 0,5 M H2SO4. 

o Solution de lavage 40x, 1 flacon, 30 ml (concentré 40X). 

 

• Matériel requis mais non fourni : 

o Un spectrophotomètre calibré de microplaque  

o Micropipettes calibrées à précision variable 

o Papier absorbant 

o Eau distillée 

o Minuteur 

o Papier millimétré ou logiciel de réduction des données 
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• Préparation des réactifs : 

Laisser tous les réactifs et le nombre de barrettes requises à la température ambiante avant utilisation. 

Pour préparer la solution de lavage, on a dilué 30 ml de solution de lavage concentrée avec 1170 ml 

d'eau déminéralisée jusqu'à un volume final de 1200 ml. La solution de lavage diluée était stable 

pendant 2 semaines à la température ambiante. 

• Procédure de test : 

 Le test a été effectué en adoptant la procédure suivante : 

o Distribuer 25 µl de chaque standard, contrôle et échantillons avec de nouveaux embouts 

jetables dans les puits appropriés. 

o Ajouter 200 µl de conjugué enzymatique dans chaque puits. Bien mélanger pendant 10 

secondes. Il est important d'avoir un mélange complet à la fin de cette étape. 

o Incuber pendant 60 minutes à la température ambiante.  

o Rincer les puits 3 fois avec 400 µl de solution de lavage diluée par puits 

o A la fin du lavage, renverser brusquement les puits sur du papier absorbant pour éliminer 

les gouttelettes résiduelles.  

o Ajouter 200 µl de solution de substrat dans chaque puits.  

o Incuber pendant 15 minutes à température ambiante. 

o Arrêtez la réaction enzymatique en ajoutant 100 µl de solution d'arrêt à chaque puits.  

o Déterminer la densité optique de la solution dans chaque puits à 450 nm (lecture) et à 620 

nm avec un spectrophotomètre. Il est recommandé de lire les puits dans les 10 minutes 

suivant l'ajout de la solution d'arrêt. 

o Les densités optiques obtenues étaient converties en concentration ng/ml à l’aide du logiciel 

GraphPad Prism. 

 

4.4.3.5 Saisie et Analyses des données : 

Les données ont été transférées à partir des logiciels de base tel que le Flowjo (cytométrie), 

Disvovery Workbench TM version 3.0 (dosage des cytokines), SoftMax Pro (dosage de la 

testostérone) sur un fichier Excel global. La base de données au niveau de ce fichier Excel a servi 

de support pour faire des comparaisons entre hommes et femmes pour chaque paramètre 

biologique. Les figures ont été élaborées à l’aide du logiciel GraphPad Prism version 9. Ce 

logiciel a été utilisé pour faire les tests statistiques. La comparaison des données entre les 

hommes et les femmes a été déterminer à l’aide d’un test non paramétrique dénommé le Mann 
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Whitney test. Les valeurs de probabilité (p) qui étaient inférieures à 0.05 ont été considérées 

comme indiquant des différences significatives entre les deux sexes. 

4.4.3.6 Contrôle de qualité interne et externe : 

Le contrôle de qualité (CQ) est un ensemble de procédures mises en œuvre pour assurer la fiabilité 

des résultats jour après jour et sur une longue période de temps.(67) Il s’applique à tous les types de 

méthodes, soit quantitatifs, semi-quantitatifs ou qualitatifs. Selon le type de la méthode et la 

catégorie de matériaux de contrôle utilisés. Le CQ renseigne sur les indicateurs de performance telle 

que l’exactitude, la fidélité et la justesse.(67) De part cette définition, le contrôle de qualité pour les 

laboratoires de recherche clinique et d’analyses biomédicales est un outil qui permet d’assurer la 

fiabilité des résultats générés. Les données collectées sur cette thèse ont été générés par des 

instruments qui sont enregistrés dans un système de control de qualité interne mais aussi externe. 

• Contrôle de qualité interne :   

Le laboratoire doit concevoir des systèmes de contrôle de qualité interne dans le but de vérifier que 

la performance des équipements n’est pas altérée du jour au jour et/ou pour valider la qualification 

technique de l’opérateur. Il permet de surveiller en continue, tel un film, la qualité des résultats 

produits en évaluant des indicateurs de performance tel que l’exactitude, la fidélité et la justesse des 

processus analytiques et en validant la calibration des instruments.(67).  Les instruments évalués 

étaient les cytomètres et le spectrophotomètre 

o Cytométrie en Flux : Nous avons utilisés des billes marquées qui sont commercialisées sous 

le nom de BD FACS CalibriteTM. L’utilisation de ces billes nous a permis de vérifier des 

paramètres du cytomètre afin d’optimiser la performance de l'instrument. Pour ce faire, les 

billes étaient passées sur le cytomètre tous les jours ou avant chaque utilisation de façon à 

calculer les déviations par rapport à des limites de tolérance déterminées tous les six mois. 

Cette limite de tolérance, communément appelés « Baseline » est unique pour chaque lot de 

billes et peut varier selon l’instrument 

o ELISA : Le spectrophotomètre qu’on a utilisé pour le dosage des hormones était calibrer tous 

les six mois en utilisant une plaque de validation certifiée de la compagnie Molecular 

Devices. En plus un control positif et négatif étaient ajoutés à chaque plaque ELISA à tester 

pour s’assurer de la validité des procédures utilisées et de la qualification de l’opérateur. 

• Contrôle de qualité externe : 

o Cytométrie en Flux : Les cytomètres utilisés sont tous enregistrés au niveau d’un 

programme international de contrôle de qualité dénommé UKNEQAS (United 

Kingdom National External Quality Assessment Service). Ceci nous permet d’avoir 
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un suivi indépendant et régulier de la qualité de nos données qui ont été comparés à 

d’autres laboratoires à travers le monde. 

o ELISA : Notre spectrophotomètre est enregistré au niveau du programme CAP 

(College of American Pathologists) pour déterminer la fiabilité des données générés, 

spécifiquement pour la sérologie VIH.  

4.4.3.7 Considérations Ethiques : 

Les données et les échantillons traités lors de cette thèse ont tous été collectés à partir de 

protocoles cliniques ayant été approuvés par le comité d’éthique de la Faculté de Médecine et 

d’Odontostomatologie. Ces protocoles sont tous regroupés sous le nom de protocole 

« Repository » qui a été soumis au comité d’éthique afin de faciliter l’usage à long terme des 

échantillons collectés dans le passé au sein de notre programme de recherche. 
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5. RESULTATS 

5.1  Résultats Globaux : 

Globalement, nous avons trouvé les résultats suivants : 

- Les taux de lymphocytes T CD4+ (c.à.d. les valeurs absolues) étaient plus élevés chez 

les hommes atteints de TBP comparés aux femmes ; 

- Les sous-populations de lymphocytes T CD4+, telles que les cellules naïves, les cellules 

à mémoire centrale (CM), et les cellules effectrices étaient toutes enrichies dans le sang 

en matière de valeurs absolues chez le sexe masculin relativement au sexe féminin ; 

- Le taux des lymphocytes T CD4+ fortement activées, qui expriment à la fois le CD38 

et le HLADR, étaient significativement plus élevés chez les hommes que chez les 

femmes ; 

- Trois cytokines inflammatoires majeures, à savoir l’IFN-γ, le TNF-α, et l’IL-6, avaient 

des concentrations sanguines modérément plus faibles chez les femmes à l’opposé des 

hommes ; 

- Les fréquences des lymphocytes T CD4+ sécrétrices d’IFN-γ et de TNF-α après 

stimulation par le PPD étaient plus élevés chez les hommes ; 

- La concentration de testostérone sanguine était plus faible chez les hommes affectés 

par la tuberculose comparés aux participants sains du même sexe ; 

- Le niveau de testostérone augmentait chez le sexe masculin dès le premier mois du 

traitement antituberculeux. 
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5.2  Résultats Analytiques 

5.2.1 Phase Rétrospective : 

Tableau 1 : Caractéristiques des participants de l’étude 

Caractéristiques Homme  Femme 

Age  32 (21-49) 30 (18-43) 

Sérologie VIH 5 (50%) 5 (50%) 

Microscopie BAARs 10 (100%) 10 (100%) 

  3X 9 (90%) 9 (90%) 

  2X 1 (10%) 1 (10%) 

Typage (MTBC) 10 (100%) 10 (100%) 

   T1 3 (30%) 3 (30%) 

   LAM10 2 (20%) 2 (20%) 

   Maf 4 (40%) 4 (40%) 

  Haarlem 1 1(10%) 1 (10%) 

Taux des CD4+ (cell/µl) 600 (54-1328) 510 (96-828) 

Taux des CD8+ (cell/µl) 747 (233-1569) 533 (93-1279) 

 

 

Ce tableau montre les caractéristiques des participants de l’étude. Dix hommes et dix femmes ont été 

choisis selon la similarité des paramètres démographiques et cliniques tel que l’âge, la sérologie VIH, 

le nombre de bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) détectées par la microscopie (3X ou 2X), et le 

sous-type de mycobactéries isolées des crachats patient. Les caractéristiques immunologiques tel que 

le taux des lymphocytes T CD4+ et CD8+ n’ont pas été contrôlé lors de la sélection des participants 

de l’étude donc feront l’objet d’une analyse plus poussée dans les figures suivantes. Toutefois, on peut 

signaler à ce niveau, que les médians des taux des lymphocytes T CD4+ et CD8+ étaient supérieurs 

chez les hommes comparés aux femmes faisant de la tuberculose n’ayant pas commencés le traitement. 
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Figure 9.  Caractérisation des lymphocytes T selon le sexe chez les patients faisant de la tuberculose 

 

Nous avons comparé les pourcentages (%) et les valeurs absolues de lymphocytes T des CD4+, les 

CD8+, les DN (Doubles négatives), et les DP (Doubles Positives) chez les hommes et les femmes 

atteints de la tuberculose pulmonaire active et qui n’ont pas commencé le traitement antituberculeux. 

Nous avons trouvé que les femmes avaient en moyenne des pourcentages de CD4+ plus élevés que les 

hommes dans cette cohorte (Figure 9A). Le contraire a été observé en comparant les pourcentages de 

CD8+ entre les deux sexes (Figure 9A). Contrairement aux pourcentages lymphocytaires, les valeurs 

absolues des lymphocytes CD4+ et CD8+ étaient plus basses chez les femmes que chez les hommes 

faisant de la tuberculose (Figure 9B). Nous n’avons pas remarqué de différences majeures entre les 

pourcentages et les valeurs absolues des DN et DP en comparant les deux sexes. Il est a noté que, 

malgré cette tendance d’une différence biologique entre le sexe masculin et féminin pour les deux 

paramètres présentés (CD4+ et CD8+) en Figure 9A et 9B, les tests statistiques effectués pour 

comparer les données entre les hommes et les femmes n’étaient pas significatives comme indiqué dans 

le panel en bas. 

 

Paramètre p (probabilité) 

CD4 (%) 0.4813 

CD4 (#) 0.6445 

CD8 (%) 0.6842 

CD8 (#) 0.4043 
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Figure 10. Caractérisation des lymphocytes T CD4+ naïves et mémoires chez les hommes et les 

femmes au cours de la tuberculose 

Au niveau de cette Figure, nous avons comparé les pourcentages (%) et les valeurs absolues de quatre 

sous-populations de CD4+ à savoir les CD4+ naïves, CD4+ à mémoire centrale (Central memory : 

CM), les CD4+ à mémoire effectrice (Effector Memory : EM) et les CD4+ à mémoire effectrice 

terminale (Terminal Effector Memory : TEM) entre les hommes et les femmes de notre cohorte de 

patients faisant de la tuberculose. Nous avons remarqué que la médiane du pourcentage des cellules 

naïves était plus élevée chez les femmes que chez les hommes (Figure 10A). Inversement, les hommes 

avaient plus de CM et EM en termes de pourcentage que le sexe opposé (Figure 10A). En ce qui 

concerne les valeurs absolues, toutes les sous-populations de CD4+ présentées sur la Figure 10B, à 

l’exception des TEM, étaient plus enrichies chez le sexe masculin comparé au sexe féminin. Cependant 

les tests statistiques effectués n’ont pas relevé de différence significative entre les deux sexes comme 

représenté dans le panel ci-dessous.  

 

Paramètre p (probabilité) 

Naïve (%) 0.3054 

Naïve (#) 0.6445 

CM (%) 0.6842 

CM (#) 0.3245 

EM (%) 0.0931 

EM (#) 0.1479 

TEM (%) 0.9885 

TEM (#) 0.6343 
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Figure 11. Comparaison du statut d’activation des lymphocytes T CD4+ chez les sujets atteints de 

tuberculose sur la base du sexe 

Pour cette figure, nous avons comparé le niveau d’activation des lymphocytes T CD4+ à l’aide de deux 

marqueurs de surface (le CD38 et le HLADR). Les cellules CD4+ chez les hommes qui exprimaient à 

la fois le CD38 et le HLADR, donc qui sont fortement activées, étaient plus nombreuses en termes de 

pourcentage et de valeurs absolues chez le sexe masculin (Figure 11A et 11B). En effet, une différence 

statistiquement significative a été trouvée entre les valeurs absolues de CD4+ activées exprimant les 

deux marqueurs en comparant les deux sexes (Figure 11B). Au contraire, il n’y avait pas de différence 

liée au sexe en comparant les pourcentages et les valeurs absolues des CD4+ non-activées qui 

n’expriment ni le CD38, ni le HLADR (CD38-DR-) entre hommes et femmes (Figure 11). Une 

augmentation significative de la fréquence des CD38+DR- chez les femmes relativement aux hommes 

a été détectée (Figure 11B). Cependant, cette différence était négligeable pour les valeurs absolues des 

mêmes sous-types lymphocytaires (Figure 11B). De plus, les lymphocytes T CD4+ activés qui 

exprimaient le HLADR seulement (CD38-HLADR+) étaient fortement enrichis chez les hommes 

faisant de la tuberculose comparée aux volontaires malades du sexe opposé à la fois pour les 

pourcentages que les valeurs absolues (Figure 11A et 11B). 

Paramètre p (probabilité) 

CD38+DR+ (%) 0.0753 

CD38+DR+ (#) 0.0093 

CD38+DR- (%) 0.0174 

CD38+DR- (#) 0.9263 

CD38-DR+ (%) 0.0232 

CD38-DR+ (#) 0.0094 

CD38-DR- (%) 0.2556 

CD38-DR- (#) 0.2168 
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Figure 12.  Comparaison des concentrations des cytokines inflammatoires dans le sérum des 

hommes et des femmes faisant tuberculose 

En général, nous n’avons pas observé une différence majeure en matière de concentrations de 

cytokines circulantes dans le sang entre les deux sexes. Cependant, trois cytokines qui sont connues 

pour leur rôle dans les processus inflammatoires aigues, tel que le Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), 

l’interleukine-6 (IL-6), et l’Interleukin-1β, semblent avoir des niveaux un peu plus élevés chez le sexe 

masculin comparé au sexe féminin. Les valeurs P des différents tests statistiques effectués sont 

indiquées dans le panel en bas. 

Paramètre IL-1β IL-6 IL-8 TNF-α IFN-γ IL-2 IL-4 IL-5 IL-10 IL-12p70 IL-13 GM-CSF IL-17 

p (probabilité) 0.59 0.57 0.94 0.23 0.64 0.12 0.57 0.74 0.78 0.37 0.37 0.95 0.21 
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Figure 13.  Comparaison de la fréquence des lymphocytes T CD4+ sécrétrices de cytokines après 

stimulation antigénique selon le sexe du patient faisant tuberculose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fig 13B: CD4+ TNF-α+ (%) 

Paramètre p  (probabilité) 

NS  0.6665 

PPD 0.7962 

SEB 0.7962 

ESAT-6 0.9494 

CFP-10 0.7304 

Fig 13A: CD4+ IFN-γ+ (%) 

Paramètre p (probabilité) 

NS  0.6842 

PPD 0.9999 

SEB 0.7962 

ESAT-6 0.7136 

CFP-10 0.9132 

Fig 13D: CD4+ CD69+ (%) 

Paramètre p (probabilité) 

 NS  0.8633 

PPD 0.7962 

SEB 0.2581 

ESAT-6 0.4894 

CFP-10 0.9999 

Fig 13C: CD4+ IL-2+ (%) 

Paramètre p (probabilité) 

 NS  0.8138 

PPD 0.8633 

SEB 0.6048 

ESAT-6 0.6665 

CFP-10 0.8448 
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Cette figure montre le pourcentage de cellules CD4+ produisant les cytokines comme l’Interféron-γ 

(IFN-γ), le Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), l’Interleukine-2 (IL-2) et ceux qui exprimaient le 

marqueur d’activation le CD69 après stimulation par les antigènes suivants : 1) le dérivé de protéine 

purifiée (PPD : purified protein derivative); 2) l’entérotoxine B du Staphylocoque (SEB) ; 3) la cible 

antigénique sécrétoire précoce-6 (ESAT-6: Early Secretory Antigenic Target-6kDa) ; 4) le filtrat de 

culture Protéine-10 (CFP-10 : culture filtrate antigen-10 kDa). Les cellules non stimulées (NS) ont été 

ajoutés comme contrôles négatifs.  

 

Nous remarquons que, lorsque les cellules ne sont pas stimulées (NS) qu’il n’y a pas de différences 

entre les deux sexes (Figure 5). Cependant, après stimulation avec le mitogène (SEB) qui est 

considéré comme notre control positif, nous avons observé une variation de fréquences entre les 

hommes et les femmes. Ces variations étaient en faveur du sexe féminin pour IFN-γ et TNF-α 

(Figure 13A et 13B). L’opposé a été trouvé pour IL-2 et les CD69 (Figure 13C et 13D). Cependant 

les analyses statistiques suggèrent que ces variations dépendant du sexe ne sont pas significatives. De 

même, les cellules T CD4+ collectées chez les hommes et qui produisaient soit IFN-γ ou le TNF-α 

(Figure 13A et 13B) répondaient plus à la stimulation par le PPD relativement à celles prélevées chez 

les femmes. La sécrétion d’IL-2 ainsi que l’expression du CD69 semblaient ne pas changer en 

fonction du sexe après stimulation par le PPD (Figure 13C et 13D). Concernant, la stimulation par 

ESAT-6 et CFP-10, notre analyse n’a pas détectée un changement notable entre les fréquences des 

lymphocytes T CD4+ secrétant les cytokines inflammatoires (Figure 13A, 13B, 13C). Au contraire, 

le niveau d’activation de ces cellules après stimulation par ESAT-6 et CFP-10 était variable selon 

que le patient faisant de la tuberculose soit homme ou femme (Figure 13D). Spécifiquement, les 

CD4+CD69+ étaient plus dominant chez le sexe féminin après exposition à l’ESAT-6, tandis que ces 

mêmes cellules étaient moins enrichies chez les femmes suivant stimulation avec le CFP-10 (Figure 

13D). Malgré ces tendances notables entre les deux sexes, les variations calculées n’étaient pas 

significatives (voir panels en haut). 
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5.2.2 Phase Prospective : 

Tableau 2: Caractéristiques des participants inclus dans la phase prospective de l'étude 

Groupe Nombre d’échantillons Sexe Statut VIH Statut TB 

Normal 19 Homme Négatif Négatif 

TB 17 Homme Négatif Positif 

 

 

Tous les participants inclus dans la phase prospective étaient du sexe masculin dont 19 donneurs sains 

(Normal) et 17 individus faisant une tuberculose active (TB). Cette approche nous a permis de faire le 

dosage de la testostérone dans le plasma des différents échantillons archivés. Tous les participants ont 

été testes négatifs au VIH. Les donneurs sains du groupe "Normal" avaient tous un test IDR négatif. 
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iFigure 14. Comparaison de la concentration de testostérone en fonction du statut TB du 

participant 

Cette figure indique qu’en moyenne la concentration de la testostérone est plus basse dans le sang 

des patients du sexe masculin atteints de la tuberculose pulmonaire comparés aux participants du 

même sexe ne faisant pas de tuberculose.  
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Figure 15.  Variation de la concentration de testostérone circulant chez les hommes atteints de 

tuberculose au cours du traitement 

Nous avons observé que la diminution de la testostérone observée avant traitement chez les hommes 

affectés par la tuberculose (voir Figure 14) est inversée par le traitement au cours du premier mois 

(J30) comme présenté dans la Figure ci-dessus. En effet, on a noté une augmentation du niveau de 

testostérone de plus de 2 fois à juste un mois de traitement ce qui dépasse la concentration normale 

chez les sujets sains (Figure 14A) 
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION 

Cette thèse nous a permis d’investiguer la présence de différences dans la réponse immunitaire médiée 

par les lymphocytes T CD4+ entre les hommes et les femmes faisant une tuberculose active pulmonaire 

et qui sont naïfs de traitement. Notre analyse a révélé que les hommes faisant de la tuberculose avaient 

plus de lymphocytes CD4+ en termes de valeurs absolues que les femmes. Cet enrichissement des 

lymphocytes CD4+ chez les hommes était aussi détectable lors de tri cellulaire des sous-populations 

de CD4+ telles que les cellules mémoires et naïves. De même, nous avons trouvés que le nombre de 

lymphocytes CD4+ fortement activées, qui exprimaient à la fois le CD38 et HLADR, étaient plus élevé 

chez le sexe masculin comparé au sexe féminin. L’activation des lymphocytes T CD4+ chez les 

hommes étaient aussi accompagnée de concentrations plus élevées de cytokines inflammatoires telles 

que TNF-α, IL-6, et IL1β dans le sérum de ces volontaires.  Aussi, les CD4+ sécrétant IFN-γ et TNF-

α après stimulation par l’antigène PPD des mycobactéries, semblaient être plus prédominant chez les 

hommes relatifs au sexe opposé. Remarquablement, la concentration moyenne de testostérone était 

plus faible chez les hommes faisant une tuberculose active comparée aux hommes sains. Ce niveau 

faible de testostérone chez les hommes faisant de la tuberculose augmentait rapidement après la prise 

de médicaments antituberculeux. Ensemble, nos résultats suggèrent une activité immunitaire plus forte 

chez les hommes et aussi une intersection entre les fluctuations hormonales et la réponse immunitaire 

médiée par les lymphocytes T CD4+ pour contrer le MTB. 

 

Nos données montrant, en moyenne, des valeurs absolues plus élevées des lymphocytes T CD4+ chez 

les hommes comparés aux femmes sont consistantes avec les résultats d’études antérieures. Par 

exemple, Chen et collaborateurs ont démontré, sur une population de 26,212 hommes et 20,667 

femmes, que les hommes avaient un nombre total de leucocytes, incluant les lymphocytes, monocytes, 

neutrophiles, éosinophiles, et basophiles plus élevé et ceci dans tous les groupes d’âge étudiés.(68) Les 

facteurs biologiques, notamment hormonaux/ou génétiques, qui pourraient être à la base de cette 

différence entre hommes et femmes restent à déterminer. 

 

Nos résultats indiquent une forte activation des lymphocytes T CD4+ et une sécrétion plus prononcée 

des cytokines inflammatoires chez les hommes affectés par la tuberculose. Ceux-ci valident les travaux 

initiaux qui ont été effectués par d’autres équipes de recherche.  En effet, deux groupes indépendants 

de recherche ont démontré que les souris males avaient une mortalité et une morbidité plus accrues à 

la tuberculose comparée aux souris femelles.(69) Ce phénotype était associé à une surproduction de 

cytokines et chemokines pro-inflammatoires, indiquant une inflammation excessive en réponse à 
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une infection à Mtb non-contrôlée chez les hommes.(69) Cette différence de réponse immunitaires 

ente les deux sexes était indépendante de la race de souris utilisée donc de la génétique, suggérant un 

rôle majeur des hormones sexuelles dans la susceptibilité des hommes à la tuberculose.  

 

De même, la différence entre les sexes lors des infections mycobactériennes n’est pas seulement 

observée chez les humains et les animaux de laboratoires mais aussi chez les animaux sauvages. Par 

exemple, l’infection à M. bovis est fréquemment signalée chez les cerfs, où les mâles semblent être 

plus touchés que les femelles.(70) De plus, le blaireau européen, constitue un réservoir important et 

une source de tuberculose bovine chez les bovins. En effet, les femelles de ces animaux sauvages sont 

plus résistantes à M. bovis et présentent des durées de survie plus longues après la détection de cette 

mycobactérie.(70, 71)  

 

En plus de la tuberculose, des résultats similaires de différences immunitaires selon le sexe, ont été 

récemment trouvés chez les patients affectés par la maladie à coronavirus 2019 (COVID-19), qui 

comme la tuberculose est une maladie contagieuse qui se caractérise par une forte perturbation de la 

réponse immunitaire et une grande disparité en matière de sévérité de la maladie entre hommes et 

femmes(72). Spécifiquement, les hommes malades de COVID-19 ont une concentration plus élevée 

de cytokines, notamment IL-8 et IL-18, que les femmes(72). Contrairement à nos données, les cellules 

T CD4+ semblent être plus fortement activées chez les femmes que chez les hommes, suggérant le 

rôle que joue le sexe biologique dans la réponse immunitaire contre les maladies infectieuses en 

générale. 

 

En ce qui concerne, la réduction du niveau de testostérone dans le sang au cours de la tuberculose, nos 

données sont alignées avec celles de Metwally et collègues qui ont trouvés une forte corrélation 

négative entre le taux de testostérone et la charge mycobacterienne sur les lames des crachats obtenues 

chez les hommes affectés par la tuberculose naïfs de traitement.(73) Il est bon de noter que les 

fluctuations des concentrations hormonales au cours du traitement antituberculeux ne sont pas bien 

connues. Cependant, l’augmentation du niveau de testostérone lors du traitement a été observée chez 

les souris infectées par le MTB. Plus précisément, Bini et collaborateurs ont montrés une augmentation 

croissante de la testostérone qui atteignait sa concentration maximale à 21 jour de l’infection et restait 

élevé jusqu’à 2 mois après infection. Le processus biologique entrainant une diminution du taux de 

testostérone dans le sang des malades faisant une TB n’est pas très bien connu. D’une part, il se pourrait 

que le niveau de testostérone augmente en réponse au processus inflammatoire déclenché par la 
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multiplication mycobacterienne afin de limiter l’apparition des lésions associées à une inflammation 

incontrôlée au niveau des tissues pulmonaires. La testostérone étant bien connue pour ses propriétés 

antiinflammatoires pourrait jouer un rôle bénéfique pour le patient faisant de la tuberculose en faisant 

diminuer la concentration de cytokines tel que IFN-γ. D’autre part, l’augmentation du niveau de 

cytokines inflammatoires dans le sang au cours de la maladie pourrait indirectement inhiber la 

production de testostérone à travers l’induction de la synthèse de glucocorticoïdes. En effet, Bini et 

collègues ont trouvés que le traitement des cellules de Leyding par les cytokines inflammatoires 

entraine une réduction significante de la production de testostérone.(67) Ces résultats sont aussi alignés 

avec une étude récente qui suggère que la prise de faible dose de dexaméthasone à long terme est 

associée au développement de l’hypogonadisme chez les hommes adultes.(74) 

 

Ensemble, nos résultats suggèrent une relation intime entre le système immunitaire et les hormones 

sexuelles dans la pathogenèse de la tuberculose. Ceci pourrait expliquer la forte prédominance de la 

tuberculose pulmonaire chez le sexe masculin mais aussi la relative résistance du sexe opposé à cette 

maladie. 

7. Limites de l’étude : 

Nous ne saurions terminés cette discussion sans parler des limites potentielles de cette étude. A notre 

connaissance, nous avons été limités dans notre analyse par la taille de l’échantillonnage qui était 

constitué de 20 personnes au total dont 10 hommes et 10 femmes. De ce fait nous ne pouvons pas 

exclure la possibilité de trouver des différences statistiquement significatives pour les paramètres 

biologiques évalués au cours de notre analyse avec un échantillonnage plus large. En plus, cette analyse 

s’est basée sur les différences immunitaires entre les deux sexes avant traitement. Donc, les 

changements qui pourraient avoir lieu au cours du traitement et à la fin du traitement n’ont pas été pris 

en compte dans cette étude cross-sectionnelle. Aussi, comme toutes études rétrospectives, certaines 

données sur le comportement des volontaires (consommation de cigarette, d’alcool et l’utilisation de 

contraceptif chez les femmes) n’était pas disponible dans la base de données utilisée. Pour cette raison, 

ces paramètres qui sont probablement des facteurs confondants n’ont pas peut-être contrôlé lors des 

analyses statistiques. Enfin, on n’a pas eu les fonds nécessaires pour doser l’estrogène chez les femmes, 

ce qui aurait pu nous donner une meilleure compréhension de l’intersection entre la réponse 

immunitaire et hormonale au cours de la tuberculose chez les deux sexes. 
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8.  CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS : 

8.1 Conclusion : 

Cette étude nous a permis de mettre en évidence des différences biologiques réelles entre hommes et 

femmes atteints de la tuberculose pulmonaire active. Notamment, nous avons démontré que les 

hommes affectés par la tuberculose et qui étaient naïfs de traitement avaient des lymphocytes T CD4+ 

fortement activés comparés à ceux du sexe opposé. De plus, nous avons trouvé que la concentration 

de testostérone dans le sang chez les hommes atteints de tuberculose était plus faible comparés aux 

volontaires sains du même sexe, suggérant un rôle potentiel de la testostérone dans la pathogenèse de 

la maladie. 
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8.2 Recommandations : 

Aux termes de notre étude et de nos résultats, nous formulons les recommandations suivantes : 

o Initier une étude prospective avec une taille d’échantillonnage plus large en 

collectant les données sociodémographiques et comportementales chez tous les 

participants ; 

o Initier une étude longitudinale en suivant les hommes et les femmes malades tout 

au long du traitement (6 mois) pour mieux appréhender les variations 

immunologiques entre les deux sexes à long terme chez les patients atteints de la 

tuberculose ; 

o Examiner le rôle des hormones féminines (estradiol et progestérone) dans la 

pathogenèse de la tuberculose ; 

o Etendre l’analyse sur d’autres sous-types cellulaires tels que les lymphocytes T 

CD8+ et les macrophages ; 

o Investiguer l’impact de la coïnfection VIH/TB sur les différences biologiques 

liées aux sexes. 
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RESUME 

 La tuberculose est une maladie contagieuse qui touche plus d’hommes que de femmes dans le 

monde. Les bases biologiques de cet excès de mortalité et de morbidité due à la tuberculose chez le 

sexe masculin restent méconnues. Nous avons initié cette étude au niveau du Centre Universitaire de 

Recherche Clinique (UCRC) de l’Université des Sciences, des Techniques, et des Technologies de 

Bamako (USTTB) pour déterminer la présence de différences réelles dans la réponse immunitaire 

dirigée contre le Complexe Mycobacterium tuberculosis entre les hommes et les femmes faisant une 

tuberculose pulmonaire active. Nous avons combiné une analyse rétrospective focalisée sur la base de 

données des volontaires faisant de la tuberculose qui étaient recrutés dans divers protocoles de 

recherche du programme UCRC à une analyse prospective basée sur le dosage des concentrations de 

testostérone présente dans les échantillons de plasma archivés dans le but d’évaluer les variations ou 

fluctuations hormonales au cours de la tuberculose chez les hommes. Nous avons trouvé que les 

hommes avaient des lymphocytes T CD4+ fortement activés comparés au sexe opposé. Cette élévation 

des marqueurs d’activation sur les T CD4+ était accompagnée d’une augmentation des concentrations 

de cytokines inflammatoires circulantes telles que, le TNF-α, l’IL-6, et l’IL-1β. Nous avons trouvé que 

la concentration de testostérone diminuait dans le sang des hommes atteints de tuberculose comparés 

aux volontaires sains. La prise des antituberculeux était associée à une augmentation du niveau de 

testostérone total dans le sang. Nos données suggèrent la présence de différences biologiques 

significatives entre les deux sexes au cours de la tuberculose. Ces différences basées sur le sexe du 

patient pourraient s’expliquer en partie par l’impact des hormones sexuelles, notamment la 

testostérone, sur la réponse immunitaire pour contrôler l’infection par le Mycobacterium tuberculosis 
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SUMMARY 

Tuberculosis is a contagious infectious disease that affects more men than women worldwide. 

However, the biological basis of this excess in mortality and morbidity due to tuberculosis in 

males is not known. Therefore, we initiated this study at the University Center for Clinical 

Research (UCRC) of the University of Sciences, Techniques, and Technologies of Bamako 

(USTTB) to determine the presence of real differences in immune responses against 

Mycobacterium tuberculosis complex between men and women with active pulmonary 

tuberculosis. To do this, we combined a retrospective analysis focused on the database of 

volunteers recruited in various research protocols of the UCRC program with a prospective 

analysis which was based on quantification of testosterone in archived plasma samples in order 

to assess hormonal fluctuations in tuberculosis in men. We found that the men had higher 

activated CD4 + T cells compared to the opposite sex. This rise in CD4 + T activation markers 

was accompanied by an increase in the concentrations of circulating inflammatory cytokines 

such as TNF-α, IL-6, and IL-1β. Remarkably, we found that the concentration of testosterone 

decreased in the blood of men with tuberculosis compared to healthy volunteers. Anti-

tuberculosis treatment was also associated with an increase in the level of total testosterone in 

the blood. Our data suggest the presence of significant biological differences between the two 

sexes during active pulmonary tuberculosis. The sex-specific differences in CD4+ T cells 

responses could be explained in part by the impact of sex hormones, in particular testosterone, 

on the immune responses controlling Mycobacterium tuberculosis infection.  

Keywords: Sex, Immune Response, Tuberculosis, Sex Hormones, Bamako, Mali
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10. SERMENT DE GALIEN 

Je jure, en présence des maîtres de la faculté, des conseillers 

de l’ordre des pharmaciens et de mes condisciples : 

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon 

art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidèle 

à leur enseignement ; 

D’exercer, dans l’intérêt de la santé publique, ma 

profession avec conscience et de respecter non seulement la 

législation en vigueur, mais aussi les règles de l’honneur, de 

la probité et du désintéressement ; 

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs 

envers le malade et sa dignité humaine. 

En aucun cas, je ne consentirai à utiliser mes connaissances 

et mon état pour corrompre les mœurs et favoriser des actes 

criminels. 

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à 

mes promesses. Que je sois couvert d’opprobre et méprisé 

de mes confrères si j’y manque !!! 

Je le jure !!!
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