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Introcdictionon

La tuberculose: est toujours:s lune: des plus: fréquentes: maladies infectieuses: a
Iéchelle: mondiale-.

Un seul patient: souffrant: de tuberculose: active peut infecterr 10 autres individus
chaque année,

la co-infection, avecle VIH

B MDR

XDR

En reponse a ceséfis, le Plan Mondial « Halte:a la tuberculose: »
préconise en outre le: developpementimédicaments €t vaccins

|’a0nal m®tloh ©« tasts dealinenciecs t est s



Eléements de diagnoesiit-de: |&a
tulbenculbse:

A Cliniguee
A Radiologiguec
A Anatomo)-pathologiguee

A Bactériolngjtiyee
A Immuneldgifiyee



Diagnosiitc bacteriolngitwe:

HL O.examen Mdaoer ceicotice decs MMILIS e en ®vi den
Coloratiomde: Ziehl Neelsen
Codraoom a ltauramme | O

<= La culture
Milieu solide
Milieuwliquide

+ Les testsde'biologie moléculaire
D®tieictdinombadces o myclolbact/®r | es
|dentification de-laxmajorité des:especes apartir des cultures
D®tiecdsipomipadersistpred ametir p'@altaeison ni®is |
culture:



Examen Dinect : Ziehl] Neelsen

ADélai de 15 min de lecture / lame- (frottis: negatifs))
ASeuil de détection de BAAR de 5 000 10 000
bactéries/ml|

ALecture 100300 Champs {(frottis négatifs)




Examen diiect : Microscepe: a fllorescence ILED
(Lightt-emittingeditidee )

A La microscopie a fluorescence est plus
sensible (L0fois)

Sensibilité 93% Spécificité 99%

A Délai de 5 min de lecture (frottis: négatifs)

A Seuil de détection de BAAR est de 500:a 1000
bact-®rlil'esctiiml ddbexpector a

A Lecture sur 30 Champs

les lames positives doivent étre confirmées par
Ziehl Neelsen




Culture:::miliegxsehdies:s

A Mililuii eouil  LowendteinuJensen Coletsos
A Délai des résultats 3 a 6 semaines

HARDY
Z DIAGNOSTICS

MiddelBrook 7H11

A Gélosés :TH105 7H11
A Délai des résultats 7 a21;jours
A Risque de contamination trés élevée




Culttre:::miliBexciquideses

Bawcit®al er t VersaTrek

Step I SevocT winkfiow Step 2 Scon (ube of mstrument

"

Step 3: Lurx.’.s.r'|~3|"t.k'::rr|‘.‘.|:; green LED Sthep & Rerove Doseies and comypiefod 4 5 Mais non Standardisa‘tion
radgpolives OF Lhey Orue -
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Culttre:::miiBaxcliglideses

Pousse plus rapide : délai moyen de '5:a110 jours pour les échantillons
poisii atl'dxfnsn direct; 80e xfaome murdet eeict 1

Sensibilité augmentéee (8:a110 fois);

Contaminations: par des bactéries apousse rapide plus/frequentes
n®ecse-sisidvretmt daohtdatdgjeonct i on doant i

Isolement plus fréquent de MNTI sans implication-enpathologie
Rares souches ne poussentpas:enmilieu liquide

La méthode de culture la plus performante associe
a la fois milieux.solides-et/liquides

0
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Tests de biolegie:moléctidiree

GeneXpert MTNB/RLFF

AAmplification et détection automatisée:
AEchantillens pulmanaires:des patients

ARésulltats fiables et disponibles en 2
heures

ASeuil de détection 131 UFC/ml
AApprobation par OMS-

Sensibilité:: : 98:0%,
Spécificité::: 98.3 %




Tests de biolegie:moléetldiiee

Echantillon 0 N) O PCR temps réel

Fluoralype: MITB:: Le test de détection directe »

Amplification et t détection automatisé: parle FluoreCycler®:
Détection et identification.du.complexe- tuberculosis
Echantillons pulmonaires:et extra-pulmonaires:

Résultats fiables et disponibles dans lles 3 heures

Seuil de détection 300 UFC/ml de bactéries
Nonppraapipirdobati on de | 8 OMS

Test principle of FluoroType"MTB

By B By B B B

DNA extraction Amplification and detection Result in approx. 3 hours



Tests de biolegie:moléatildiie:

Simple:hybsiddtionn: Test Accuproebe:
A A partirrde-la.culturecuniquement;::

A Peememeitntiflcdidndienitpicfeituberculdosis n de dMycobactéries |
du complexe avium et M. kansasii

A Sensibilité et spécificité proches de 100%:;

A délai 2 heures



Tests de biolegie: maléatildire

Amplificatioiv hybyiskdtian on (Technologie: d' ATAND NIRS*T R P

Principe : Détection des mutations qui conferent la résistance par
amplification du gene cible puis-étude des mutations:par-hybridation

Inneveesrrsedesius (Abppand eal et e s (Approuv® pe
A Appradetdciontidoe | 6®chantill on
H Sce-nsii: procheidd 1® 7 pirease hnelirediest 11010 % . s)i o0 e X a
lcetshntpecsh'ndig u @rsct osti [ii0GeXamemn edd rect e
"6 ®cihbant i | | on;

H Permet le diagnostic du complexe tuberculosis et certaines
mycobactéries du complexe non tuberculosis;

H Certains kits permettent la détectiom des mutations responsables de lla
résistance .aunouplusieurs antibiotiques (lere et2eme ligne)

H Délai de 5 a 6/heures, nécessite de matériel adapté

A A partirde la:culture
H Mémes techniques, mais sensibilité et-specificité proches de! 100%



By B By B P

Tests de biolegiezmoléttilairee

Echantillon Hybridation sur
culture solide ou liquide bandelette

GenoType:® MBI

Differenciation.des: especesdu complexetuberculosis
|dentification fiable.de la:souche de Bacillus Calmette-Guérim (BCG).
Distinction.de-M! bovis-de Mituberculosis-
Differenciation des: sous-especes!V.lhovis:ssp. bovis-et.\M . bovis:ssp. caprae,
Résultats obtenus dans/les 5 heures

.....................

.....................

.....................

.....................

.....................

Conjugate Control
Universal Control

_ MTBC

Specific gene probes for
the differentiation of the
Mycobacterium tuberculosis
complex




Tests de biolegje:moléetildiree

Genotype:® MMB; Diieett

Détection et identification directementisur/les.echantillons-des quatre especes de
mycobactéries: M. avium, M. intracellulare,'M. kansasii, M. malmoensedu complexe
tuberculosis.

échantillons pulmonaires e
extra-pulmonaires
décontaminé.

Conjugate Control (CC)
Amplification Control (AC)

avium
intracellulare
kansasii

malmoense

T 2 2 X X%

tuberculosis complex




Tests de biolegie:moléatildiree

el 9 NT O Hybridation sur
culture solide ou quuide bandelette

GenoType:® MycohacteilnmnCIM/AXSS

A Identification du complexe- tuberculosis et 40 espéceside;mycobactéries du
complexe non tuberculosis les plus courantes a partir d'échantillons cultives:
(souches).

A GenoType Mycobacterium CM® : Identification simultanée du complexe:
tuberculosis et 24 des.especes MNT des plus fréquentes.

A Le GenoType Mycobacteriunm AS® : Identification:simultanée-de:19 especes.de
MNT supplémentaires.

A Lecture manuelle ou automatisée



Tests de biolegie:moléetildiree

1 Conjugate Control
=+= 2 Universal Control
e 3 G:nus Control
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Tests de biolegie:moléctidiree

Echantillon culture solide T
ou liquide ou échantillons H){)t;r:]dda:;cllgtr:esur
cliniqued

GenoType: MTBRRPIvIS:s,
Identification-moléculaire simultanée du: -

A Complexe tuberculosis
A  Résistance al la rifampicine et l'isoniazide par la détection des mutations les
plus: frequentes dans les genesrpoB, katGet inhA

Rifampicin 98.1% 98.7%

Isoniazid 84.3% 99.5%

Pour la détection de MDR-TB, la sensibilité estde88,9% et la spécificité estcel00%.



Tests de biolegie-moléatilaiiee

GenoType: MTBRRR{vS:s

Conjugate Control
Amplification Cantrol
M. tuberculoses complex

rpoB Locus Control
rpoB wild type probe 1
rpo8 wild type probe 2
rpoB8 wild type probe 3
rpo8 wild type probe 4
rpo8 wild type probe 5
rpoB wild type probe &
rpo8 wild type probe 7
rpo8 wild type probe 8
rpoB mutation probe 1
rpo8 mutation probe 2A
rpoB mutation probe 28
rpoB mutation probe 3

katG Locus Control
katG wild type probe
katG mutation probe 1
katG mutation probe 2

inhA Locus Control
inhA wild type probe 1
inhA wild type probe 2
inhA mutation probe 1
inhA mutation probe 2
inhA mutation probe 3A
inhA mutation probe 38
colored marker

Resistance

R+l

R+l

R+l

Conjugate Control
Amplification Control
M. tuberculosis complex

rpoB Locus Control
rpoB wild type probe 1
rpoB wild type probe 2
rpo8 wild type probe 3
rpoB wild type probe 4
rpoB wild type probe 5
rpoB wild type probe 6
rpoB wild type probe 7
rpo8 wild type probe 8
rpoB mutation probe 1
rpoB mutation probe 2A
rpo8 mutation probe 28
rpoB mutation probe 3

katG Locus Control
katG wild type probe
katG mutation probe 1
katG mutation probe 2

inhA Locus Control
inhA wild type probe 1
inhA wild type probe 2
inhA mutation probe 1
inhA mutation probe 2
inhA mutation probe 3A
inhA mutation probe 38
colored marker

R = Rifampicin
| = Isoniazid




Tests de biolegie-moléatiaiee

GenoType: MTBRIRSE]

Conjugate Control
Amplification Control
M. tuberculosis complex

gyrA Locus Control
gyrA wild type probe 1
gyrA wild type probe 2
gyrA wild type probe 3
gyrA mutation probe 1
gyrA mutation probe 2
gyrA mutation probe 3A
gyrA mutation probe 3B
gyrA mutation probe 3C
gyrA mutation probe 3D

rrs Locus Control
rrs wild type probe 1
rrs wild type probe 2
rrs mutation probe 1
rrs mutation probe 2

embB Locus Control
embB wild type probe 1
embB mutation probe 1A
emb8 mutation probe 1B

colored marker

Resistance

-------------

-------------

FLQ
+EMB

FLQ
+EMB

- FLQ+AG/CP
+EMB

Conjugate Control
Amplification Control
M. tuberculosis complox

gyrA Locus Control
gyrA wild type probe |
gyrA wald type probe 2
gyrA wild type probe 3
gyrA multation probe 1
gyrA mutation probe 2
gyrA mutation probe 3A
gyrA mutation probe 3B
gyrA mutation probe 3C
gyrA mutation probe 3D

rrs Locus Control

rrs wald type probe 1
rrs wild type probe 2
rrs mutation probe 1
rrs mutation probe 2

embB Locus Control
embB wild type probe 1
embB mutation probe 1A
embB mutation probe 18

colored marker

FLQ = Fleoroquinolones
AG/CP = Aminoglycosides/

Cyclic Peptides
EMB = Ethambutol




En Résumeé

L'avenin du diagnostic de la tuberculose reste dans l'application: de nouvelles
techniques moleculaires mais, une interpretation: prudente: des résultats est
nécessaire

La sensibilité¢ des tests moléculaires varie, et est affectée par la quantité de
bactéries presentes dans les echantillons, et également par le degré de suspicion
clinique..

A I'heure actuelle, les nouvelles méthodes moleculaires ne peuvent pas remplacer
les classiques Le gold-standard est la culture; les autres méthodes doivent: étre
consideréeset interpretées comme des methodes complementaires.

La communicatiom entre les cliniciens et les microbiologistes: estimpérative .



Elements de diagnoestit-de: |
tulbenculbse

A Cliniguee

A Radiologiguec

A Anatemo-pathologiguee
A Bactériologigue-

A Inmunoldgigdyee



Diagnosiitcl inmbinalogigiie

X+ |Intra-Dermo Reaction a la tuberculine/Test cutané a la tuberculine
X+ Lestestsimmunologiques: IGRA (Interferon: Gamma RealeaseAssay)

T-SPOT.TB (technigue: ELISPOT)

Mesure le nombre de cellules mononucléaires periphériques. qui produisent: de
I'lFFN-Aapres stimulation: par les antigenes ESAT-6 et CFP-10.

QuanitBERONN-TB Goldi It

C 0-e wmttest immuno-enzymatiques (ELISA) sur sang total mesurant la
guantite: IFN-A produite: en réponse a la stimulation, par trois antigenes
spécifiques de M. tuberculosis

ESAT-6, CFP-10et TB7.7.

Interprétation, de cestests : manque d 0ahhahicm oemui &
suscité beaucoup de discussion.



INTERETS ET INMITESDUT EST QUANTRFERON

Méthode standard pour:le diagnostic immunologigue de J'infection par. - M.

tuberculosia 1 ® th®c A l'ibmhb 't ®lerc | 61 DR ~© | a tuber

IDR a la tuberculine utilisée pour-détecter a la fois la tuberculose latente et la

tuberculose active:

Manque de sensibilite et de spécificité donnant de faux résultats positifs et faux

négatifs,.

De nouveaux tests immunologiques appelés IGRA ( Interferon, Gamma Release
Assay), hoscbsars ®@scectsiude la lpadud i ®t @eletdriironnGades (11a-A) p
spécifiguement sécrété apres-stimulation lymphocytaires, ont été développés,
dont le QuantiFERON®-TB Gold In-Tube



QuantiFERONEY-TB Goldi lIm tube:
Principe:

8 QuantiFERON®-TB Gold IT est basé surlle principe méme de!la;réponse

irmmutn deadrresmdiece dl.0poregan bsimele foamce © | a p

8 Utilise 3 antigenes : ESAT-6, CFR10 et TB7.7 ccodés par;une région unigue du

genome, appelée région de difference 1/ (RD1)Ces 3antigenes sont :

W Absente chez les )
ACifi ‘ Absente de toutes les:souches Api
Hautement spécifique du t mycobactéries non

complexe tuberculosis vaccinales, ce.guiélimine la .
P % tuberculeuses (MNT), a

possibilite: de réactions Veccabtionde t i oln
croisées méme chez les sujets M KAN'S:AS‘“!M SZUEGAI et
v vaccines >, \_ M. MARINUM ", )




QuaniBERONEY-TB Goldi Im tiie::
Principe:

QuantiFERON®-TB Gold IT : test realisé sur sangitotal.

X+ Le premier ne contenant aucun antigene et servant.decontréle: négatifs ;

X+ Le deuxieme contenant de laphytohemagglutine: (PHA) jouant unréle-de:
contidle: interne- de s rda@ionrd ®acitoh onlvndbdactii: vati on de

X+ Le troisieme contenant les antigenes spécifiques E9476 ; OFR10 et Th7.7.

-y T ES W —

uantiFERON-




QuanitBERONEY-TB Goldi Im thde::
Réstiltats

Le résultat est donné en pg/mh! ou IU (unité internationale: ) d'IFN! A
Et il estrendu de fagon qualitative: :

X+ QFT positif

| IFN-g> 0.35 Ul/mL |

(apres soustraction de la valeur du contréle négatif)

X+ QFT negatif
| IFN-g< 0.35 Ul/mL |

Si IFN-gdu témoin+ (PHA)> 0.50 Ul/mL (aprées soustraction du controle négatif)

X+ QFT indéterminé
IFN-g < 0.35 Ul/mL

Si IFN-g du témoin+ (PHA)< 0.50 Ul/mL (apres soustraction du contrdle négatif)



ESENESEENER - cod 10 woe

Avantages

Plus rapide (résultat obtenu en 24heures)
Fournit:un résultat:objectifiet reproductible

tee scthocnsec on'®ce1ses kit @ lagouwduene descecudaecivi st e

olbesvelruveartreunienteloiniky r ai rement ~© | 01 DR)

Aucune réactivité croisee avec le BCG, peu derréactivité croisée avec les
mycchochacito®nbire s usm, ocngu bhunb-edreenurlerecd s e-positifscde @

'Ot DR.

L'Oowulic®ratidromondwuutet o | ranidr ®acidel on au t es
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