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La tuberculose est la premiere cause
mondiale de mortalité infectieuse.
3 millions de déces par an

1/3 de la plancte est infecte
dans 90% des cas infection latente qui
eévoluera dans 10% des cas en
tuberculose active

En France depuis 1997 10/100 000/an
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Recherche de
I’1nfection tuberculeuse latente

Intérrogatoire

Image radiologique
R a la Tuberculine




Les limites de I'DR

Faible specificite
- Réaction croisée avec le BCG
- Mycobactéries non tuberculeuses (NTM)

Sensibilité moyenne

Effet “Booster”

Reéalisation pratique
- Injection
- Nécessité de 2 visites
- Subjectivite




[La réaction immunitaire
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S¢lection d’antigenes specifiques

Antigenes
spécifiques de M.

tuberculosis \

Codage par les
genes de la région
RD-1
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SpGCiﬁCité d’ ESAT-6 (early secreted antigen target 6)
et de CFP-10 (culture filtrate protein 10)

Complex Antigenes

Tuberculosis ESAT CEP

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

Mycobactéries Antigenes
non -TB ESAT  CFP

M abcessus

M avium

M branderi

M celatum

M chelonae

M fortuitum

M gordonii

M intracellulare
M kansasii

M malmoense
M marinum

M oenavense
M scrofulaceum
M smegmatis
M szulgai

M terrae

M vaccae

M xenopi
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Antigenes specifiques de la TB:
ESAT-6, CFP-10 et TB 7.7

* Induisent la secretion d” IFN-y

* Identifies par immunologie, biologie

moléculaire

”~.
celles’@-




ESAT-6 & CFP-10

*ESAT-6:. 7 overlapping peptide sequences
g

SAIQGNVTSIHSLLDEGKQSLTKLA
EGKQSLTKLAAAWGGSGSEAY

TATELNNALONLARTISEAGOAMAS
NLARTISEAGQAMASTEGNVTGMFA

*CFP-10: 6 overlapping peptide sequences

IRQAGVQYSRADEEQQQALSSQVIGF
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T Cells produce IFN-y in response to TB infection

MNature Reviews | Immunology



Mesure de I'IFN-y

Litterature démontrant le role important de
I’IFN-y dans I’infection tuberculeuse

La production d’IFN- y témoigne de la
réponse cellulaire médi€e en particulier par
les lymphocytes T lorsqu’ils sont stimulés
par des antigenes

Sécrété, mesurable et stable

Dans la plupart des cas, absent de la
circulation
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IGRAs TESTS commerciaux




T SPOT'TB HOW TO USE T-SPOT.TEB

Using T-SPOT.TE couldn't be simpler.

(OXfOfd ImmunOteC Followw these six easy steps:

Collect the blood
sample im o Cell
Preparation Tube amd
centrifuge fo separate
Peripheral Blood
Mononuclear Cells
(PEBMCSs)

Step

Wash anmnd count the
FPFEMCs using o

and counting chamber
or simply run them omn
o hematology analyser

Ndd PEMCs to wells
with antigens and
imcubote owermight
(3FC, COrs)

Wash and add
secondary antibody

Wash and add substrate
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Couwunt spots
One spot = omne T call

—PanelA:ESAT-6
—PanelB:CFP-10




Expression des resultats

Validation du test
Control négatif <10spots
Control positif > 20spots

Réponse spécifique positive
A ( Antigene - négatif) >6spots

au moins ¢gale a 2 fois le témoin négatif

Réponse indéterminée
Contrdle négatif  >10spots
Controle positif < 20spots




QuantiFERON®-TB Gold IT

Etape 1: incubation sur sang total hépariné

IFN-y stable a 4°
Nil ESAT-6  Mi @? pdt au moins 8
I - itogen .
Control CFP-10  Control semaines.

1. 1ImL de sang (X3) et
incubation a 37°C pdt 16-24 h.

2. Centrifugation pdt
15 minutes.

Etape 2: Dosage ELISA de I'lFN-y

3. Plasma
+conjugué.
Incubation 2H
a température
ambiante.

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

L’ étape ELISA est facilement automatisable sur les appareils ce||es1]5
existants au laboratoire.

5. Calcul et ilmpréssion
des résultats




EE"E’;T]TS QuantiFERONE®E-TE Gold In-Tube Results
=

Run Dake:  mreperedi € féwrier 2005

COrperator: ol
Fur Mumber: o

Kit Batch Mumber: 052450241

Caonc T CW = FexuH
4, 00 1.1 Fa55
1,0 02 FaSS
0,25 R FPAsS
100 o) A FPASS

Trdereapt: -1, 2001 Shope: 3323 Comelaiton Coetfimieant: 1,00 [F&S5])

Eaw Data (OTN
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0,018
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0,019
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Résultats du test

Tube negatif seuil <8 Ul/ml

Tube positif différence entre positif et negatif > 0,5UI/ml
Tube Ag TB différence entre TB et négatif < 0,35 Ul/ml
Test negatif

Tube negatif seuil <8 Ul/ml
Tube positif différence entre positif et negatif > 0,5UI/ml

Tube Ag TB différence entre TB et négatif > 0,35 Ul/ml

Infection probable a Mycobactérie du complexe tuberculosis




Tests indéterminés

-Tube négatif seuil >8 Ul/ml

-Tube positif différence entre positif et negatif < 0,5UI/ml
Tube Ag TB différence entre TB et négatif < 0,35 Ul/ml




r 1of?
OuantiFERONE-TE Gold In-Tube Results
-
Fun Date:  moeraredi & tégrier 2008
Operator: il
Fun Mumber: o
it Batch Mumber: 05945211

Walid ELIZA kest run.

e g ts
Subsjsel 101 Tl TH Ag Mrogsn TE &z- Iilcgsnd Fsauli
T-hl Il

[ o0 oo oo 0,00 00 | INDETEEMILFIATE
L2 0 o 11,682 IR1]1] 1153 | FIBEGATIVE
LS 0355 1 13,56 1,31 1525 | PCSITIVE
[Cd aLor 1074 5,02 10,67 £25 | POSITIVE
[0S 035 02T 13,5B a.10 1235 | MESATIVE
[O& 005 oir 1,14 a,12 107 | NEQATIVE
[r oo 0.2 13,76 0,34 1552 | MEGATIVE
[Cis 175 [ B4 474 8.5 | POSITIVE
[ 00 0z 8,00 1,01 T | MEGATIVE
137 004 &30 2,4 3,26 240 | FCSITIVE
[0l 005 005 13,56 0,01 1552 | MBFATIVE
[ 005 o i0,0 0,03 295 | HEGATIVE




Tube mitogene et résultats indétermines

* Controle Mitogene: concentration faible

— Indication de la compétence immunitaire du
patient.

— Validation de la conservation des préelevements
avant incubation et de la manipulation.

» Resultat indéterming: (i1-e pas de réponse sur
tube Mitogene):
— Riche d’enseignement — ce n’est pas seulement un

controle positif.
”
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IFN-y tube mitogene vs taux de CD4

Correlation between CD-4 cell
count and response to PHA
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Notre experience sur 6 mois

162 tests ont ¢té réalises: 156 patients

-110 négatifs (70,5%) 2 patients ont été controlés
-35 positifs  (22,4%) 2 patients ont été controlés

-11 indetermines (7%) 1 patiente revue 3 fois




CONCLUSION (1)

Mise en occuvre des 2 tests
T SPOT -TB

réserve a des laboratoires faisant de la culture
cellulaire,

necessite de la prise en charge tout de suite de
I’analyse du debut jusqu’a la fin de la révelation

QFT gold IT

realisation pratique possibilite d’accumuler les
¢chantillons

ne necessitant pas de materiel dedie




CONCLUSION (2)

Comparaison ID]

R et tests IGRA

Spécificite
(95% IC)

Sensibilité
(95% IC)

totalité

0,66

TB active

0,71

Pédiat.0,55
Adult.0,73

nomn vac.

0,98

vac.

0,56

QFT-TB Gold

totalité

0,97

TB active

Pédiat.0,66
Adult.0,76

nomn vac.

1

vac.

0,96

T-Spot.TB

totalité

0,92

TB active

Pédiat.0,62
Adult.0,92

D. Menzies et al Ann Intern Med 2007




Predictive value of a whole blood IFN-g assay

for development of active TB disease
( R. Diel et al 2008)

- 601 personnes exposees a des sujets ayant une TB
active suivi 2ans

IDR + >a Smm : 243/601 (40,4%)
QFT + : 66/601 ( 11%)

- Sujets ayant refus¢ le TRT et développant une TB
active

QFT+ (41/66) 6 sujets (14,6%)
IDR+ (219/243) 5 sujets (2,5%)
IDR- 1 syjet
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[es attentes

Une évaluation multicentrique des 2 tests commercialises a
I’heure actuelle: sensibilite, specificite

- dans I’1infection tuberculeuse latente

-dans le suivi de I’efficacité du traitement anti-tuberculeux

Une évaluation de ces tests en pédiatrie




Reésultat du QFT-Gold chez patients sous
traltement immunosuppresseur

142 patients sous divers traitements incluant anti-TNF-q,
corticoides...

8/142 (6%) avec un resultat indétermine en QFT

Reéactivite vis a vis du Mitogene chez patients sous

différents traitements:
— Faible réponse d’ IFN-y sous traitement anti TNF(Infliximab)

— D’autres traitements n’ont pas ou peu d’effet
— BCG uniquement associ¢ avec IDR positive

Matulis et al. American College of Rheumatology, San Diego, CA. November 2005
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Comparaison entre IDR et QFT-TB Gold dans les maladies
rhumatismales B. Soborg et al, ACR 2007

Cohorte 198 patients sous DMARD et /ou anti-TNF
ctude sur 2 ans

IDR QFT Patients Radiol.

neg neg 133 (67%) |5+

pos neg 37 (19%)

neg poS 9 (5%)

pos pOS 10 (5%)

pos ind 1

neg ind 8




