J®PARIS @ Contrs uPmc |&, !nserm

o M
! .
d |mmun°[°g_|e Faculté de médecine
et des Maladie Picere et Marke CURIE
L Infectieuses

Détection rapide du bacille
tuberculeux et de sa resistance

Dr Nicolas Veziris
CNR des Mycobacteéries, Bacteériologie, Pitié-Salpétriere, APHP
CiMi, INSERM, UPMC



Déclaration d’interéts de 2012 a 2014

Intéréts financiers ;: NON

Liens durables ou permanents : NON
Interventions ponctuelles : NON

Intéréts indirects : NON



Diagnostic génotypique de la
tuberculose



Cephelid Xpert MTB/RIF

Sputum liquefaction
#nd inactwaton with
2:1 hample reagent
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2. Secouer et laisser reposer 4. Transférer 2 ml
10 minutes dans la cartouche

Transfer of
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o test cartridge

1. Ajouter le tampon a 3. Secouer et laisser
I'échantillon selon reposer
" = Cartridge inserted it
un rapport de 2:1 5 minutes ] MTB.RIF 125t platform
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supplémentaires

Time to result, 1 hour 45 minutes

Résultat en 2 heures !




Feasibility, accuracy, and clinical effect of point-of-care Xpert
MTB/RIF testing for tuberculosis in primary-care settings in
Africa: a multicentre, randomised, controlled trial

Grant Theron, Lynn Zijenah, Duncan Chanda, Petra Oowes, Andrea Rachow, Maia Lesosky, Wilbert Bara, Stanley Mungofa, Madhukar Paij,
Michael Hoelscher, David Dowdy, Alex Pym, Peter Mwaba, Peter Mason, Jonny Peter, Keertan Dheda, for the TE-NEAT team*

Essai randomise, patients suspects de tuberculose
Afrique du Sud, Zimbabwe, Zambie, Tanzanie

Diagnostic par microscopie (758 patients) ou Xpert MTB/RIF par
infirmiere (744 patients)

Critere de jugement principal = morbidité liée a TB a 2 et 6 mois
— mesuree par TB score ou indice de Karnofsky chez les patients mis sous
traitement antituberculeux



Population

60% VIH+

Culture +

— Bras microscopie = 182/758 (24%)
— Bras Xpert MTB/RIF 185/744 (25%)
Rifampicine mono-R = 5%

Isoniazide mono-R = 4%

MDR = 2%



Résultats : sensibilité/spécificite

Microscopie 50% 97%
Infirmiére 83% 95%

Xpert MTB/RIF _
Laboratoire* 83% 92%

*en fin d'étude

Xpert MTB/RIF vs microscopie
- plus sensible (p=0,0001)

aussi spécifigue (p=0,25)

Xpert MTB/RIF infirmiere vs laboratoire
plus spécifique (p=0,0173)
| Specificité bien inférieure a celle de I'article initial du NEJM (97 a 100%)




Reésultats : Délal du diagnostic

Smear microscopy  XpertMTB/RIF  pvalue
(N=758) (N=744)
All patients with a positive result (by amy means)*
By day 1 9O/758 (13%) 178/744 (24%)  <0.0001
By day 2 107/758 (14%) 183/744 (25%)  <0-0001
Byday 3 109758 (14%) 185744 (25%) <0-0001
By day 14 165/758 (22%) 106/744 (86%) 00380
By day 28 199/758 (20%) 212744 (29%) 033
By day 56 204758 (27%) 215/744 (29%) 0-39
Culture-positive patients with a positive result (by any means)*
By day 1 79/182 (43%) 150/185 (81%)  <0-0001
By day 2 B6/182 (47%) 153/185(83%)  <0-0001
By day 3 B7/182 (48%) 1531185 (83%)  «<0.0001
By day 14 1427182 (78%) 166/185 (20%) 0-0023
By day 28 176/ 182 (37%) 182/185(98%) 030
By day 56 1817182 [99%) 185/185(100%) 031
Days to first positive result 0 {0-6) 0 (0-0 0-0055
Days to culture result 10(6-14) g (E-15) 086
Diata are n/M (%) or meadian (MQR). * Positive results could be from smear microscopy or cultwre in the smear microscopy
group, or by Xpert MTE/RIF or cutture in the X pert M TE/RIF group.
Table 4: Patientswith a positive smear microscopy, Xpert MTB/RIF, or culture result. and days to result,
per allocation growp

Xpert MTB/RIF vs microscopie

Diagnostic plus precoce
Plus de différence a 2 mois




Résultats : Délal du traitement
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Xpert MTB/RIF vs microscopie
Initiation traitement plus précoce

Petite difference a 2 mois en faveur de Xpert




Impact sur morbidité

TEscore Kamofsky performance score
Smear microscopy  Xpert MTE/RIF pvalue  Smear microscopy  Xpert MTR/RIF  pvalue
(N=F58) (MN=744) (N=75E) (M=744)
Basaline
Score in patients given treatment 5(4-7) 5 (4-7) 012 70 (50-80) 70 {50-80) 062
Culture-positive (153 patients in smear microscopy group and 168 in Xpert MTE/RIF 5(4-7) 5i4-7 056 70 (60-80) TO(57-5-590) 0-89
groupwith complete morbidity data)
Culture-negative or contaminated (170 patients in smear microscopy group and 151 in 5 (4-6) 5{4-N 0-08 60 (S0-80) 70 (50-80) 053
¥pert MTE/RIF groupwith complete morbidity data)
2 months
Score in patients given treatment 1(0-3) 2{0-3) 039 90 (80-90) 90 {80-90) 091
Culture-positive* 2(0-3) 2(0253) 085 80 (70-90) 90 (80-90) 023
Culture-negativet 1(0-7) 1(0-3) 03 80 (70-90) 90 (£0-90) 023
Per-patient change in score since recruitment in patients given treatment 3i-4) 4 {2-5) 017 20{10-30) 10 {10-20% 0-B7
Culture-positive 3(2-4) 3(2-5) 020 10(0-22.5) 10(10-30) 059
Culture-negative or contaminated 3(2-4) 4(25-5) 028 20 {10-30) 20 (10-30) 096
Fatients with a »25% decrease (for TBscore) or increase (for KFS) in score from baseline 150183 (B2%) 168/107 (B5%) 038 BI/183 (45%) 03197 (47%) 072
Culture-positive GO/ET (76%) 29/108 (B2%) 026 3BT (3TH) 46108 (43%) 041
Culture-negative or contaminated B4/06 (B8%) 7O/88 (90%) 063 51/96 (53%) 47188 (53%) 097
& months
Score in patients given treatment 1(0-3) 003 020 100 {90-10:0) 10:0 {90-100 081
Culture-positive 1(0-2) 1(0-3) 035 100 {90-100) 100(90-100) 085
Culture-negatives 0 (0-2) 0(0-3) 0-80 100 (90-100) 100(90-100) 087
Per-patient dunge im score simce recruitment in patients given treatment 4(3-5) 4 (2-5) 016 30(10-40) 30 {1040 092
Culture-positive 4(3-5) 4(2-25-5) 035 20{10-40) 30(10-40) 044
Culture-negative or contaminated 4(3-5) 4355 0-38 30(20-400 40 (17 -5-50) 053
Patientswith a»25% decrease (for TBscore) or increase (for KFS) in score from baseline 146/167 (B7%) 148/168 (B8%) 085 7B/ 167 (56%) 42/168 (59%) 055
Culture-positive 70/81 (B6%) 8507 (88%) 081 32/81 (39%) 42/97 (43%) 061
Culture-negative or contaminated TE/B6 (B8%) 62/T1(87%) 084 44/ BB (51%) 4071 (56%) 0-52

Aucune différence entre les 2 groupes




Xpert MTB/RIF et méningite
tuberculeuse

 Patel, PLOS Med 2013

« Afrique du Sud, 235 patients suspects de meéningite tuberculeuse
« 59 méningites certaines (=culture ou Amplicor +), tous VIH+

« LCR non centrifugé (>1 ml) ou centrifugé (3 ml)

Xpert non 51% 94%
centrifuge

Xpert 82% 95%
centrifuge

Intérét de la centrifugation (3 ml!), specificité reste limitée




Diagnostic génotypique de la
tuberculose :
conclusion études de terrain

En cas de forte prévalence de la TB
o Xpert MTB/RIF permet une mise au traitement plus précoce sans impact sur
morbidité a 2 et 6 mois
Compte-tenu de la specificité (92-95%) et de la faible prévalence de la tuberculose
en France
|l faut continuer a réserver ces tests aux patients fortement suspects de
tuberculose

Centrifugation intéressante pour LCR (>3 ml)



Diagnostic génotypique de la
resistance aux antituberculeux
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Tuberculose a bacilles sensibles

TB a bacilles multi-résistants (TB MDR)
= résistance rifampicine et isoniazide

TB a bacilles ultra-résistants (TB XDR)

=TB MDR + résistance aminosides et
fluoroquinolones

Shah JAMA, 2008



Diagnostic phenotypique des résistances

Délai de rendu de
Milieux Culture  Antibiogramme

Solides 14 -42jours 30 - 60 jours
Liquides 5-28jours  15-45jours

Lenteur des tests phenotypiques = Interét des tests genotypiques



Diagnostic genotypique

« Mise en éevidence de mutations sur les genes qui conferent
la résistance 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 mécanismes de résistance et
de I'impact des mutations sur le phénotype de résistance

o Plusieurs tests:
— INNOLIPA RifTB
— MTBDRplus
— Xpert MTB/RIF
— MTBDRS|



Technologies MTBDR, Xpert MTB/RIF

INNO-LIPA® (line-probe assay)

dTTP, dATP, dGTP, dCTP
biotinylated primers

Taq polymerase

Rifampicin
(rpoB gene)

Isoniazid

(alG gene) katG MUT2 (S315T2)

Isoniazid
(inhA
regulatory
region)

DNA target

INNO-LiPA strip
Trough holder

[T

Hybridization
Stringent wash
Conjugate incubation
Color development

Control M. tuberculosis

Control rpoB
7poB WT1 (506-509)
poB WT2 (510-513)
7poB WT3 (513-517)
1poB WT4 (516-519)
1poB WTS (518-522)
rpoB WT6 (521-525)
rpoB WTT (526-529)
rpoB WT8 (530-533)
poB MUT1 (D516V)
poB MUT2A (H526Y)
rpoB MUT2B (H526D)
poB MUT3 (S531L)

Control kalG .
KkatG WT (315)
katG MUT1 (S315T1)

Control inh __
inh WT1 (-16/-15)
inh WT2 (-8)
inh MUT1 (c15t)
inh MUT2 (a16g)
inh MUT3A (t8c)
inh MUT3B (t8a)

cMm

1.

Ajouter le tampon a
I'échantillon selon
un rapport de 2:1

. Secouer et laisser reposer
10 minutes

3. Secouer et laisser
reposer
5 minutes
supplémentaires

Cartridge nserted it
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4. Transférer 2 ml
dans la cartouche

Commencer le test...

Time to resukt, 1 hour 45 minutes



Genes etudiées

. . MTBDRplus
Rifampicine rpoB
Xpert MTB/RIF
Isoniazide MTBDRplus  katG 315, région regulatrice inhA
Fluoroguinolones gyrA

Amikacine

Kanamycine MTBDRS| s
Capreomycine

Ethambutol embB 306



Performances : méta-analyses

_ . MTBDRplus 98% 99%
Rifampicine
Xpert MTB/RIF 94% 98%

Isoniazide MTBDRplus 84% 99%
Fluoroquinolones 87% 97%

Amikacine 83% 99%

Kanamycine MTBDRsI 44% 99%

Capréomycine 82% 97% Eteiggzaortém
Ethambutol 68% 80% Ling 2008

Performances
- excellentes pour rifampicine

- bonnes pour fluoroguinolones, amikacine, capréomycine
- mediocres pour kanamycine et ethambutol




Un exemple recent

Phénotype Génotype
Isoniazide R katG S315T
Rifampicine R rpoB S531L
Ethambutol R embB M306V
Pyrazinamide R pncA L116R
Streptomycine R
Amikacine R
Kanamycine R s AL1401G
Capréomycine R
Ofloxacine R gyrA A9QV
Ethionamide R ethA G385D
PAS S
Cycloseérine S
Linezolide S

Le diagnostic génotypique permet d'accélérer la mise en route du traitement




Les limites du genotype



Un test rpoB « muté » est-il toujours synonyme de resistance?

En admettant une sensibilité de 100% pour la détection de la résistance a la rifampicine et une
specificite de 98%, quel est la valeur prédictive positive d'un test moléculaire « rpoB »?

France
Pas

Antégédents d’antécédents
de traitement  de traitement

Prevalencedelaresistance ] 0% MM 25N
N souches-R pour 1000 patients 300 90 20
N faux positifs pour 1000 tests 20 20 20

(pour une Sp=98%)

Les performances dépendent de la prevalence de la
resistance




Diagnostic genotypigue et niveaux de resistance

Mutation in®: MIC {pg/ml)y*
e ol GAT MOX LVX OFX
No mutation No mutation 0.25 0.5 0.5 1 Diffé
No mutation No mutation 0.25 0.25 0.25 0.25 ierents
No mutation No mutation niveaux de
ALY No mutation 1 2 4 -5 e
DO4G No mutation 14 18 " 16->16 resistance
D94H No mutation 24 2 8 16
A0V + DodG No mutation ND - ND = 160
ASDV D472H ND ND ND = 160
5 2 4 }

No mutation 0.5 0.5 Certaines

No mutation 1 1 mutations
T80A + A9NG No mutation LS = \
TEDA + AYIG No mutation 0.25 0.25 ne conferent
TSDA No mutation 4 >4 pas la résistance
Ta0A Mo mutation 2 2

Aubry AAC 2006

— mutation # résistance

= niveaux de résistance different selon les mutations




Intégration des interventions du CNR dans la gestion d’un cas MDR / XDR

Suspicion MDR

v

rpoB : rifampicine

— —

Traitements
probabilistes

Traitement - >
standard Sauvage = pas MDR Muté = MDR
XDR?
- . - Muté =
Sauvages = «— gyrA, B ..quoroqu.moIones L3 probablement
pas XDR rrs : amikacine
+ XDR
' \
Antibiogramme katG : isoniazide
phénotypique pncA : pyrazinamide
complet embB : éthambutol
ethA, ethR, etc
Enquéte -
CLAT Genotypage

Groupe
thérapeutique

v

Traitement
définitif




Conclusion résistances

« Les techniques génotypiques accélerent le diagnostic des
resistances

et

« Eclairent la complexité de la résistance :
— Nouveaux mécanismes de résistance
— Mutations ne conférant pas la résistance
— Bas et hauts niveaux de résistance

« || reste a faire un gros travail de cartographie des mutations
avec leur impact in vitro et in vivo

| Performances restent limitées en cas de faible prévalence de la
resistance



Conclusion genérale

« Les techniques geénotypiques permettant d'accélerer
diagnostic et prise en charge de la tuberculose dans le cadre
d’'une stratégie réflechie incluant une probabilité clinique
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