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Conflits d’intérét en relation avec cette
présentation

* Participation a des réunions scientifiques
* BioMérieux
* Cepheid
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Estimated TB incidence rates, 2020
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Nombre de cas
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oidemiologie mondiale et nationale de [a TB

Nombre total de cas et taux de déclaration de tuberculose, France, 2000-2020
{source:DO tuberculose; données de population: ELP, Insee)
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Année de déclaration
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Taux de déclaration pour 100 000

4606 cas en 2020 ; 38% en lle de France
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Introduction

Diagnostic bactériologique précoce de la Tuberculose maladie

* Crucial

* Diagnostic de certitude

* Mise rapide sous traitement
* Recherche de résistance

* Toujours d’actualités notamment dans les populations a
risque



Etapes du diagnostic bactériologique

J0-JO
examen microscopique, PCR

J1-M1
culture / identification

J2-M2 o
antibiogramme délais

Méthode des proportions (INH, mgh)
5 0,2 0,1 0,0

Progres : raccourcissement délais de réponse

5




Que voit-on dans une expertoration ?

Examen microscopique

* Temps capital du diagnostic
phénotypique
e Appreécie taille, la
| 03a05um morphologie, I'affinité
tinctoriale, le mode éventuel
de groupement
Policy statement e Coloration

Same-day diagnosis of tuberculosis by microscopy

(DR
{@ D) World Health

\&®/ Organization




Comment VOIR les mycobactéries au microscope?

= S YRR

Ziehl-Neelsen Auramine x250
X100 (10 mn) (3 min)

Méthode la plus rapide
|dentification des contaminateurs
Simple et peu colteuse
Sensibilité : Seuil de détection = 10 000 bacilles/ml



Recherche de mycobactéries par examen microscopique :
FUTUR lecture automatisée des frottis

single

P=1.000

dark Auramine

focussed defocussed

P=1.000

varying
background

P=1.000

background
alonc

P-0.052 P-0.003

Machine-assisted interpretation of auramine stains substantially increases

through-put and sensitivity of microscopic tuberculosis diagnosis )
S°P v P S Hovarth, tuberculosis, 2020
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ystemes de détection assistee par ordinateur developpeés

pour la détection de BAAR dans les expectorations

Table 7. The consistency between the automated TB smear microscopy system and manual micro-

scopic examination.

Manual Microscopy Automated System Consistency (%)
Trace 192 75 39.1
AFB 1+ 137 122 §9.1
AFB 2+ 89 89 100.0
AFB 3+ 47 47 100.0
AFB 4+ 37 37 100.0
Not Found 3308 3308 100.0

Table 8. The number of missed cases by the automation system and manual microscopy.

Missed by System Missed by Manual Examination
Trace 61 65
Ziehl-Neelsen I X 19
2+ 0 1
Total 66 85

Fu et al., Sensors, 2022
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JIBM Systemes de deétection assistée par ordinateur déeveloppés
pour la détection de BAAR dans les expectorations

(a)

Automated smear Automated staining Automated scanning

P<0.01

P<0.01

(b) 40.0% - P=0.03
34.7%

32.9% P=0.01

28.2%

TBDx System

Bogogo

Digestion Concentration Transfer Staining

21.2%
20.0%

Sensibilité 62%
Specificité 99.7%

Post-sample transfer
SEHIT I TRN
Rk :-ﬁ?-}‘;g. ) 'Cw’-%
- N ) 0.0%

OIS

Detection rate by different methods

f’%“.ifi&»“,{.’»”,os- NOR GeneXpert MGIT TB-EASM MS

Ismail et al.

Am J Respir Crit Care Med. 2015
TB-EASM

Tan et al. CMI 2022
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Culture = Gold standard

Rapid culture-based diagnosis of
pulmonary tuberculosis in developed
and developing countries

TABLE 1 | Comparison of ssnstivity, cortamination rate, time to detection, or isdation of Myocobaclerum tubsrouiosis, advartages and lim tations for diferent outure media or systems

Madium/System  Humberof  Sensithety (%) Contamiration  Time o detection of M pobacteriun teborceksis [days)  Advantages Limitatiors
studies rate (%l

Smoa peitveand  Smoar positive Smear negatve
nogative

Rage Mean Range Mean Rage Mean Range  Mean Range Mean

Lowsnstpin-Jenasn 82 2B7-342 T 0821 T 1= 5 1430 L] B-42.2 X4 » lowams Skw
+ Chamclorktic appeamnss  «  Highaonaming B fite
af cdl i + Dapdrdanss n i smpounds (g d
quaty
o Long and R propanstion msthod
Bhort b oo ation

-

B doxc: WAGHT B0 5 M.i-100 854 02-238 93 &3228 124 T-153 1128 134-24 188 Fasit

* High st
+ Hgh sirsiidy

L

L

High hazand sk (o Ligadan)
High geortarmination raa

Tisch v | g oot By

Friscpad el v e ol v o

Auarnated madng
High froughput copacky

- & & o .

Milieu liquide : Méthode de culture performante
Détection plus précoce (fonction de I'inoculum)

ldentification plus rapide
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J I B ‘ SN | SUSPICION TUBERCULOSE

\ 4

Examen W, coloration a I'auramine
Ag de contagiosité

v v

Amplification génique H+ M -

ak

JO

Xpert®MTB/RIF Ultra, 80 mn,
detection MTC

Résistance a la rifampicine

Truenat MTB and MTB Plus assays

Culture sur milieu liquide et solide
Ag de certitude

Identification / antibiogramme

Comment Utiliser au mieux la PCR pour accélérer le diagnostic ?

WWW.JIB-INNOVATION.COM #JIBinnov22
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SUSPICION TUBERCULOSE

\ 4

Examen W, coloration a I'auramine
Ag de contagiosité

v v

Amplification génique H+ M -

ak

JO

Xpert®MTB/RIF Ultra, 80 mn,
detection MTC

Résistance a la rifampicine

Truenat MTB and MTB Plus assays

Culture sur milieu liquide et solide
Ag de certitude

Identification / antibiogramme

Comment Utiliser au mieux la PCR pour accélérer le diagnostic ?
-Ex en POC sur les populations a risque

WWW.JIB-INNOVATION.COM #JIBinnov22
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Prise en Charge de la tuberculose chez les detenus

- -

Etablissement Public de Santé

National de Fresnes
/P:mpliﬁcatinn génigue ]

Xpert”'MTB/RIF Ultra, 2h
détection MTC + résistance a la rifampicine
Culture +

enla W
plusieurs Diagnosic de TBEP - Recherche de MDR

semaines Traitement antituberculeux
signalement - Enguéte autour d'un cas

Prelevements realisés dans le cadre de suspicion de tuberculose

Culture sur
milieu liquide et solide

Examen p
coloration a I'auramine

Identification / Antibiogramme

I 10 de la culture positive 1a2j

Test immunochromatographigue .Kl]EI't'MTBjrﬂlF Ultra PCR + hybridation sur bandelettes
MTBDR plus roo8, inh, kats

SD BIOLINE TB Ag MPTE&4 Rapid

Improving tuberculosis management in prisons: Impact of a rapid
molecular point-of-care test

Marine Evrevin®!, Loic Hermet™!, Christelle Guillet-Caruba? Pierre-Louis Nivose®,
Vallier Sordoillet?, Guillaume Mellon®, Anne Dulioust®, Florence Doucet-Populaire *<*
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j I B ‘ Improving tuberculosis management in prisons: Impact of a rapid I ’
EN BIOLOGIE Hépital molecular point-of-care test | 7.
ﬁgf:ll:e-Beclere Etablissement Public de Santeé
Marine Evrevin®', Loic Hermet"!, Christelle Guillet-Caruba? Pierre-Louis Nivose®, =
Vallier Sordoillet® Guillaume Mellon®. Anne Dulioust® Florence Noucet-Ponulaire 5+
Table 3

Xpert® MTB/RIF Ultra sensitivity and specificity on the raw and decontaminated sputum.

Xpert sensibility and specificity SMear positive Smear negative All samples
Raw sputum (n=94)
Sensitivity 100% BaT% 92.3%
Q5% CI: 61 - 1008 95% CI: 487 - 97.4%  95% CI: 66.7 - 98.6%
Specificity 100%
95% Cl: 95.3 - 100%
Decontaminated sputum (n=200)
Sensitivity 100% 76.9% 80.7%
95% CI: 67.6- 1008 95% C1: 497- 91.8%  95% (I: 65.4 - 95%
Specificity 100%
95% CI: 979 - 100%
BZN
EEEEEEEEEEEEEEZAEEEEEEEE AN e
1 5 10 15 20 25 30 >
Time
[ Xpert [T Smear [ Culture Average [ ] =1 day of delayed results J Infect, 2021 Feb:82(2):235-239.

WWW.JIB-INNOVATION.COM #JIBinnov22
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Comment Utiliser au mieux la PCR pour accélérer le

diagnostic ?

e sur les populations a risque

Invalid samples

excluded n=6
. e o N Positive culture
* Pour les tuberculoses difficiles a PR =7
n=600 ( L
\ ) Negative culture n=2 FEQSItllvslmlcrolscopy
I I Total of samples - including n=
d I a g n O St I q U e r n=691 P L n=593 ) M.intracellulare)
-
. Negative culture n=7 Positive microscopy;
-eXt ra p u I m O n a | res n=34 n=27 Negative microscopy
Xpert Positive ) ’ \ y.
n=85
Positi it n=19 Positive microscopy;
ositive culture )
-Chez |eS enfa nts n=51 n:32 Negatwe
L ) microscopy
\
* selles

WWW.JIB-INNOVATION.COM #JIBinnov22



i Sensibilité des différentes techniques pour la recherche
du complexe tuberculosis et volume testé

50 pul

Avenir ?
Augmentation de la sensibilité et spécificité des

techniques de PCR

25 pl

1 CFU/ml
Microscope Xpert Ultra Culture

17

WWW.JIB-INNOVATION.COM #JIBinnov22



j | B | I | Algorithme diagnostique bactériologique de tuberculose maladie

EN BIOLOGIE :
. . Prélevements en cas de
Traitement antituberculeux .. .
Suspicion de MDR suspicion de tuberculose maladie

Signalement v

Enquéte autour d’un cas . <1 ;
oy Examen [, coloration a 'auramine

si prélévement pulmonaire
Diagnostic de contagiosité
Isolement - Signalement

Xpert®™MTB/RIF Ultra, 1,5 h
il détection MCT + résistance a la rifampicine

Amplification génique

jour
MTBDR®plus, 1 a 2 jours h
détection MCT + résistance a la rifampicine | !
1a3 et a I isoniazide

Culture sur milieu liquide et solide
Diagnostic de certitude

l+

semaines

. 142] AN
15 min —— i 6 semaines
PCR + hybridation sur bandelettes 2 semaines
Identification Identification ATB mili ATB milieu solide 12 |
. ) ] milieu 1lieu I ere ligne
Test 'mmuno Genotype®Mycobacterium CM/AS liquide Méthode des &
chromatographique GenoType® MTBC
proportions
TB Ag MPT64 )
TRAgMPTEE  © T Identification + Recherche de mutations = Méthode de
(1 Js MTBDR®plus rpoB, inh, katG référence

WWW.JIB-INNOVATION.COM #JIBinnov22
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Table A2.4. Gene targets, codon regions and nucleotide sequences that
determine presence of variants associated with drug resistance in the Xpert

MTB/XDR test
Xpert® 10 color Plus Melt Curve Isoniazid inhA promoter Not applicable -1to-32
. . . intergenic region
Technologies for Antimicrobial
Resistance Gene Detection katG 3117319 9397957
(90 mn) fabG1 199-210 597-630
oxyR-ahpC Not applicable -5to-50
intergenic region intergenic region
(or-47 to -92)?
Ethionamide inhA promoter Not applicable -1to-32
intergenic region
Fluoroquinolones gyrA 87-95 261-285
gyrB 531-544 1596-1632
(or 493-505)°
Amikacin, kanamycin, rrs Not applicable 1396-1417

capreomycin

Amikacin, kanamycin  efs promoter Not applicable -6 to 42
intergenic region

WWW.JIB-INNOVATION.COM #JIBinnov22
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) Targeted NGS approach
1-2 days
Sample collection
Testing
Reporting
= #
5-6 days Amplicon-
Sample collection based targeted
Sequencing sequencing
Reporting

Drug resistance
and susceptibility
prediction
Resistance mutations

Genotyping
Phylogenetic SNP

Outcome
Interpretation

¥

Use of standard or individualised therapeutic regimens
Drug resistance surveillance
Molecular typing

Outcomes:

Cabbibe et al. 2022

Interpretation

avenir : le sequencage du géenome entier

b) Whole genome approach

1-2 days
Sample collection

Testing
Reporting

Culture Phenotypic
DST

Whole genome

7-15 days

Testing
Reporting

5-6 days*

Sample collection
Testing
Reporting

sequencing

Extended drug
resistance and

Relatedness
wgSNP-/ cgMLST-

distance
Outcomes: '

Use of standard or individualised therapeutic regimens
Extended drug resistance surveillance
Molecular typing and epidemiological investigation

Outcome

Genotyping

susceptibility
prediction
Resistance mutations

Phylogenetic SNP

#JIBinnov22
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Conclusion

* Le diagnostic biologique de |la tuberculose maladie reste
d’actualités

* Beaucoup d’innovations pour accélérer le diagnostic encore
a venir
* Examen microscopique : « Frottis automatisé » et |A

e Détection de M.tuberculosis par Amplification génique :
Augmentation de la sensibilité ?

e Prédiction de Ila sensibilité aux antituberculeux
corrélation Phénotype/Génotype

e Séequencage du génome entier en routine
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