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Epidemiologie



Epidémiologie de la tuberculose

dans le monde
2 milliard d’'infectés
En 2022 : 10,6 millions de nouveaux cas

Co-infection VIH : 671 000 cas (6%)
1,3 millions de morts dont 0,2 millions VIH+ (15%)



Maladie de la pauvrete

The relationship between GDP per capita and the prevalence of undernutrition, and TB incidence
per 100 000 population
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France : pays a faible incidence

Nombre total de cas et taux de déclaration de tuberculose, France, 2000-2023¢
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2 Données provisoires pour 2023.

Baisse continue de I'incidence

= devient une maladie rare = perte de I'expertise



TUBERCULOSE ET LIEU DE NAISSANCE, FRANCE, 2000-2021.3 & 20t
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Proportion de cas de tuberculose en fonction du lieu de naissance, 2000-2021
(source: DO tuberculose)
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TAUX DE DECLARATION DE TUBERCULOSE PAR ., ® Santé

REGION DE NAISSANCE, FRANCE, 2015-2021 b g e
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Taux de déclaration de tuberculose par lieu de naissance, France, 2015-2021
(source: DO tuberculose; données de population: Insee 2018)
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TAUX DE DECI:ARATION DE TUBERCULOSE SELON _
L’ANCIENNETE D’ARRIVEE EN FRANCE, 2015-2021 N 8 e
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Figure 4. Taux de déclaration de tuberculose chez les personnes nées a |'étranger selon I'ancienneté® d'arrivée
en France, 2015-2021 (source: DO tuberculose; donnees de population: Insee 2018)
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Prelevements

* TB pulmonaires

— Expectorations
* au moins 2
* Volume et qualité du prélevement impactent le résultat de I'analyse
— privilegier expectorations purulentes >5 mL

— Si pas d'expectoration ou BAAR-
* Privilegier fibroscopie
* Intérét des expectorations post-fibroscopie
 TB extra-pulmonaires
— Privilegier les biopsies
— Impact du volume (LCS>6 mL!)
— Si immunodéprimé ou suspicion TB disseéminée : hémocultures



Diagnostic
bacteriologique



Laboratoire L3

Acces securisé
via un sas

Pression
négative

Masque FFP2 en permanence

Manipulation sous
Poste de
Sécurité

Microbiologique




Diagnostic conventionnel en bactériologie
(1) les étapes

J1 J2
Culture/identification antibiogramme

/ J0
examen microscopique




Diagnostic conventionnel

(1) les étapes de I’examen bactériologique

JO J3-M3 M1-2
examen microscopique culture / identification antibiogramme




Recherche de BK dans les expectorations par
examen microscopique

Etape clé +++
Permet de dépister les formes les plus contagieuses (1/2 cas !)

Mycobacterium tuberculosis (BK):
1. n'est pas présent dans la flore rhinopharyngée

2. peut étre coloré spécifiguement (structure originale de sa paroi) :
coloration de Ziehl-Neelsen

avec la fuchsine phéniquée (colorant fort rose) qui n’est pas éliminée par
la double action de I'acide et de 'alcool (comme C'est le cas avec toutes les
autres bactéries)

Ziehl Neelsen (x1000) Auramine (x250)
(15 min) (3 min)

o }géw

Seuil =
5x103-10* bacilles/ml




Diagnostic de la tuberculose
(mise en culture)

* |ndispensable car :
- plus sensible (10 a 100 BAAR/ml)
- permet seule l'identification
- permet la mesure de la sensibilité
- permet le typage
* Impératifs :
— décontamination si prélevement contient une flore commensale (A

mycobactéries pas insensibles aux agents décontaminants —
surveiller le % culture contaminées)

— tubes fermés (pour éviter la dessiccation, contamination)
— exigences nutritionnelles +++ (milieux a I'ceuf : Lowenstein-Jensen)
— a 37°C (+/- 30°C) plusieurs semaines



Diagnostic de la tuberculose
(mise en culture)

"classique” = milieux solides

— LONG (au moins 3 semaines)
— FASTIDIEUX




Diagnostic de la tuberculose
(mise en culture)

Milieux liquides — gain de temps = 1 semaine




La PCR

Réaction de polymerisation en chaine

PCR mise au point en 1983 par Karry Mullis

L'amplification genique a pour but d'augmenter le nombre de
copies d’un segment cible d'acide nucleique de maniere a
permettre sa detection

Permet en théorie de détecter une molécule d'ADN

Grand espoir pour le diagnostic de la tuberculose a partir des
prélevements



Performances de I'amplification génique
dans le diagnostic bacteériologique de la
tuberculose BAAR -

Se =72% Culture + | Culture -

Sp = 96% Que faire devant ce
Prévalence = 5 95 constat?
5%
PCR+ 3,6 38 | vPP=36/(36+38)
(5XO.72) (95X0.04) = 499,
PCR - 1,4 91,2 | VPN =912/(91,2+1,4)

(5x0.28) | (95%0.96) = 98%




Comment améliorer la VPP de la PCR :

de meilleurs prelevements
- Jiang, IJTLD 2019

« Comparaison prélevement sans consigne et explication
iImportance purulence et volume>3mL
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Figure 3 Molecular positivity among enrolled suspects, stratified by sex, age and self-reported symptoms. * P<< 0.01. TP < 0.05. *P
< 0.001.

PCR+ associée a 'amélioration pre-analytique (27% vs 18%; p=0,001)



Comment améliorer la VPP de la

PCR : de meilleures indications

 Maitre, RMR 2021
 Analyse de la rentabilité des prelevements respiratoires

pour diagnostic par PCR
Aspiration bronchiques : N 1354
% positives en culture 38 (2,8%)
VPP théorique 70% 4.6 %C+ vs 1,6%
PCR faite sur X prélevements 624 (46%) chez les non retenus
VPP observée 89% p<0,05

Stratégie PCR basée sur endoscopie bronchique avec prélevements orientés

par un expert



Amplification génique : Conclusion

 Pour faire un bon diagnostic il faut faire de bons prélevements
 Diagnostic moléculaire a intégrer dans une stratégie diagnostique

globale (pas de PCR « péche & la ligne ») LA PECHE A LA LIGNE

Supplément illustré du Petit Journal

1, RUE LAFAYETTE. PARIS Ce numéro : 10 centimes 24 JUILLET 1904




Diagnostic de la
resistance



Revue de Tuberculose ¢l de Pneumologie, T. 27, 1963, n*

MESURE DE LA SENSIBILITE DU BACILLE TUBERCULEUX
AUX DROGUES ANTIBACILLAIRES
PAR LA |METHODE DES PROPORTIONS.
,w.érnovqi_ocfs. CRITERES DE RESISTANCE,
RESULTATS, INTERPRETATION

par

G. CANETTI, N. RIST et J. CROSSET

T )
Institut Pasteur, Paris)

« Meéthode des proportions utilisée depuis plus de
50 ans

 Basée sur une concentration et une proportion
critique
» Passeée du solide au liquide
 Corrélation avec échec clinique




Diagnostic phénotypique

* Meéthode des proportions utilisee depuis plus de 50 ans

 Basée sur une concentration et une proportion critique
 Passeée du solide au liquide

 Corrélation avec echec clinique

i

- 1

e Drug-suscentitl=TB TB SenSIble

MDR-TE

TB MDR = R rifampicine et isoniazide

TB XDR = MDR + R aminosides et
fluoroquinolones

Sundval

= & % Shah et al., JAMA, 2008

2 [ 36
Length of Treatmaet, ma



Diagnostic genotypique

» Mise en evidence de mutations sur les genes qui conferent la
resistance a I'antibiotique
— Amplification du gene et étude des mutations sur les amplifiats

» Permettent d'accélérer le diagnostic des résistances mais

— Dependent de la connaissance des mecanismes de resistance et de
Iimpact des mutations sur le phénotype de résistance

* Plusieurs tests:
— MTBDRplus
— Xpert MTB/RIF
— Xpert XDR
— MTBDRs/
— elc



Performances : méta-analyses

MTBDRplus 98% 99%

Rifampicine
Xpert MTB/RIF 94% 98%
Isoniazide katG, inhA MTBDRplus 84% 99%
Fluoroquinolones gyrA, B 87% 97%
Amikacine s 83% 99%
Kanamycine Irs MTBDRs/ 44% 99%
Capréomycine rss 82% 97%
Ethambutol embB 68% 80%

Performances
- excellentes pour rifampicine=recommandé pour toute nouveau cas de TB
pour depistage de la multirésistance (90% des RIF-R sont MDR) : Recommandation HCSP 2015

- bonnes pour isoniazide, fluoroquinolones, amikacine, capréomycine
- médiocres pour kanamycine et éthambutol




Un test avec mutation rpoB est-il toujours prédictif de
résistance a la rifampicine?

Si sensiblité = 100% pour détection de résistance a la rifampicine et specificité de 98%, alors quelle est
la VPP d’'un test détectant une mutation?

France
Avec Sans
ATCD AIED
Prévalence de la résistance 30% 9% 2% \
. NsouchesRpour 1000 patients | 30 | 90 )/20\
N faux positifs pour 1000 tests 20 20 / 20
(Sp=98%)

VPP depend de prévalence résistance

En cas de faible probabilité, contréler le test




Clinical sample
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» NGS, deep sequencing
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Deeplex MycTB

Deep Visualisation,
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Identification best match

Mycobacterium tuberculosis

Spoligotype

Beijing - SIT 1

SNP-based phylogenetic lineage

« Détection de résistance a 13 antituberculeux

 Multiplex PCR multiplexe a partir d’ADN de cultures ou de
préléevements

« Seéquences analysées avec outil web ou autre solution locale
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Deeplex : performances

« Jouet, ERJ 2021

» 429 souches, comparaison avec antibiogramme
phénotypique

Phenotypically resistant Phenotypically susceptible All

Deeplex Myc-TB n Total Deeplex Myc-TB n Total Sensitivity Specificity

R Re S U "™ R R, S U n B %
Rifampicin 159 0 1 2 162 3 0 253 b 262 98.1 (94.7-99.4)  98.9 (96.7-98.2)
Isoniazid® 176 O 3 8 187 3 0 200 34 237 94.1 (89.8-96.7]  98.7 (96.3-99.6)
PyrazinamideT 39 3 7 (A 53 0 0 144 5 151 79.2 [66.5-88.0 100 (97.5-100]
Ethambutol 95 0 8 5 108 26 2 285 3 316 88.0 (80.5-92.8)  91.1 (87.5-93.8]
Streptomycin 49 0 5 36 20 1 0 21 33 125 54.4 [44.2-64.3)  99.2 (95.6-99.9)
Fluoroguinolones™ 17 1 1 2 21 0 0 183 13 194 85.7 [65.4-95.0) 100 (98.1-100]
Amikacin 7 0 0 0 ? 0 0 184 14 198 100 (70.1-100) 100 (98.1-100]
Kanamycin 2 1 1 0 4 0 0 3 0 3 75.0 [30.1-95.4) 100 (43.9-100]
Capreomycin i 1 1 0 4 0 0 5 0 5 75.0 [30.1-95.4) 100 (56.6-100)
Ethionamide 18 1 1 b 26 b 0 172 12 120 73.1 (53.9-86.3]  96.8 (93.3-98.5]
Linezolid 0 0 0 0 0 0 0 20 2 22 NA 100 (85.1-100]
Total 566 7 28 43 bbd 39 2 1842 122 1705 86.3 (83.5-88.7) 97.6 (96.7-98.2)

Bonne prediction resistance et sensibilite



Interprétation du génotype : un travail de pro

Rifampicin

Only mutations in rpo8 were found to be associated with RIF resistance. The 24 group-1 mutations (Assoc w R), which included two mutations
outside the RRDR (V170F and 1491F), and the remaining six borderline RIF-resistance mutations (L430F, D435Y, H445L, H445N, H4455 and L452F)
yielded a sensitivity of 92.3% (95% CI, 91.8-92.8%) for predicting phenotypic drug susceptibility in the ALL dataset. The 117 group-2 mutations
Catalogue of mutations in (Assocw RI) were all in the RRDR and had a combined sensitivity of only 3.5% (95% CI 3.2-3.9%). The vast majority of these RRDR mutations were
too rare to meet the criteria for definitive classification into group 1 or 5. Instead, they were classified according to the expert rule that any RRDR
mutation, with the exception of synonymous mutations, should be assumed to confer RIF resistance. This expert rule was first introduced by WHO
in 2018 and reaffirmed in 2021 (4, 19, 20).

complex and their association
with drug resistance
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\ RIF poS_S450L T4 |24473| 6336 (3333 | 66.2% | 99.7% | BEO% | BE.E% 98.9% | 534.342 ASSOCW R ALL~WHD 1) Ass0cW R
RIF poE_D435V 9 |24424| 732 | 8117 | T4% [100.0%| 38.8% | SE.T% 99.4% 417 ASSOCW R ALL+WHD 1) Ass0cW R
RIF fpoS_H445% 4 |24428( 347 (9502 | 3.5% [100.0%) B6.9% | 98.7% 99.6% | 392.067 AssoC W R ALL+WHO 1) Assocw R
RIF oS _H445D 3 |24430| 283 | 9551 | 2.5% [100.0%| 59.0% | 58.5% 99.8% ASSOCW R ALL~WHD 1) Ass0cW R
RIF rpoE_D435Y 44 |24385| 162 5657 | 1.6% | 99.5% | TH.6% | 58.5% E8.3% Assocw R ALL+WHD 1) Assocw R
RIF FpoE_Sa50MW 5 |24428( 151 | 9698 | 1.5% [100.0% ) 96.8% | B6.2% | 91.4% | 08.8% Aszocw R ALL+WHO 1} Assocw R
) RIF s2P 53 |24380( 121 | 9728 | 1.2% | 99.8% | 60.5% | 59.%% | S0.6% | 68.0% ASSOCW R ALL~WHD 1) Ass0cW R
RIF B |24425| 115 | 8734 | 1.2% |100.0%| 53.5% | 52.0% | 56.5% | 06.9% Assocw R ALL+WHOD 1) Assocw R
RIF rpoS_S450F 0 |24433| 112 | 5737 | 1.1% [100.0%|100.0% )| 100.0%  26.5% | 100.0% n# AssOCwW R ALL+WHD 1) Ass0CW R
&;‘euul:taplol: RIF rpoE_L430P 103 [24330| 106 | 5743 | 1.1% | 99.6% | B30.7% | 23.1% [ 16.3% | 31.2% | 0.506 uUncen. Sq. ALL+WHO  |Bordering 1) Ass0cW R
RIF fpoS_H445R 2 |24431| 79 | STT0 | 0.8% [100.0%) 97.5% | 97T.0% | 59.5% | 99.6% | 80.020 AssoC W R ALL+WHO 1) Assocw R
RIF FROE_W170F 0 |24433( 71 (9778 | 0.7% [100.0% )| 100.0% (100.0% | 20.0% | 100.0% n§ Aszocw R ALL+WHO 1} Assocw R
RIF 57 |243T6| 54 (5735 | 0.5% | 99.5% | 48.6% | 44.1% S43% | 2113 Assocw R ALL+WHD 1) Assocw R
96 pag es RIF 39 |24354| 46 [ SB03 | 0.5% | 99.5% | S4.0% [ 23.5% 375% | 0.786 uUncen. Sg. ALL+WHOD  |Bordering 1} Assocw R
RIF oS _D435F 3 |24430| 3% | SB10 | 0.4% |100.0%( 52.9% | 82.0% | 7 98.3% | 29.054 AssOCwW R ALL+WHD 1) Ass0CW R
RIF fpoS_H445C 3 |24430| 36 | 5813 | 04% [100.0%| 523% | 51.4% 98.2% | 26.555 Assocw R ALL+WHD 1) Assocw R

Rifampicine = 5 pages



Conclusion

* TB = maladie rare en France

» Ameéliorer probabilite pre-test pour utiliser au mieux les
outils diagnostiques en particulier moleculaires
— Patient a haute probabilité de tuberculose
— Bons prélevements



