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Epidemiologie



M. tuberculosis complex : repartition des lignées
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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 undernourishment, and TB
incidence per 100 000 population, 2021
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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 l'incidence

= devient une maladie rare = perte de '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
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TAUX DE DECLARATION DE TUBERCULOSE PAR e, ® 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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TYPE DE RESIDENCE DES CAS DECLARES DE TUBERCULOSE  *.® santé
MALADIE, FRANCE, 2022 o7

Etablissement pénitentiaire

Personnes sans domicle |

* Parmi les cas avec information renseignée (658/ 3446); ** Parmi les cas avec information renseignée (182/ 2943)

Source: Santé publique France, déclaration obligatoire de tuberculose; nombre de personnes sans domicile, source : Fondation Abbé Pierre/Insee
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Resistance aux antituberculeux

 La multiresistance (MDR) de Mycobacterium
tuberculosis aux antibiotiques est définie par la
resistance simultanée a au moins

—isoniazide
—rifampicine

 L'ultrarésistance (XDR) est définie depuis 2021 par
la résistance a l'isoniazide et la rifampicine ainsi
que
— Fluoroquinolones et
— Bédaquiline et/ou linézolide




Pronostic des cas MDR et XDR

TB sensible
TB MDR

TB XDR

24 = 3 2 48 a4 e Shah et al., JAMA, 2008
gth of



Résistance acquise aux antituberculeux

» Estimation OMS pour 2022: 1,3 millions INH-R
—dont 410 000 MDR
—Primaire : 3% des nouveaux cas
—Secondaire : 17% des cas déja traités
* dont 18% pré-XDR (=MDR R-FQ)

Estimated percentage of people with TB who had multidrug-
resistant or rifampicin-resistant TB (MDR/RR-TB)

Global

2016 2018 2020 2022

Previously treated pulmonary bacteriologically confirmed cases
New pulmonary bacteriologically confirmed cases




Evolution nombre MDR et XDR en France
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Impact de I'expertise hospitaliere sur les performances
diagnostiques de la tuberculose

TB pour 10 000 admissions P
02-33 3,499 >10
N hopitaux ! ! 2
N patients 79 223 127

Dg initial erroné  56% 58% 16% <0.0001

Délai traitement  43% 35% 12% <0.0001
> 7 jours

Déces 23% 12% 6% <0.0001

Greenaway, AJRCCM 2002




Et en France?

Délai 1ers symptdmes — 1€ consultation = 47 jours
Délai 1¢" consultation — diagnostic = 48 jours

Table 4 Variables associated with total diagnostic delay,
patient delay and health system delay, multivariate analysis

Diagnostic delay OR (35%Cl) P value

Total delay = 60 days
Medical insurance 0.24 (0.08-0.75) 0.014
Previously treated for tuberculosis  0.28 (0.08-1.00) 0.049
Number of health care contacts 2.29(1.41-3.73) 0.001

Patient delay > 14 days

Fever at symptom onset 0.42 (0.19-0.92) 0.03
Being followed by a general
practitioner 0.22 (0.08-0.61) 0.004

Health system delay = 14 days
First health care contact in hospital 0.15 (0.07-0.35) <0.001
Antibiotic treatment 4.37(1.81-10.56) 0.001 .
Medical insurance 259(1.08621) 0034 lattevin, [JTLD 2012

Asthenia at first health care contact 2.57 (1.01-6.56) 0.048

OR = odds ratio; Cl = confidence interval.

Délais longs



Tests interféron ou IGRA



IDR = intradermoréaction

 [IDR : injection intra-dermique de tuberculine apres
désinfection par une solution non alcoolique, lecture
a 72h

* En ['absence de vaccination par le BCG, une IDR
positive indique que le sujet a été infecté par
Mycobacterium tuberculosis et confere un risque de
tuberculose maladie de 5 a 10% tout au long de la
vie



Limite de I'IDR

_e diagnostic de l'infection tuberculeuse repose sur
'Intra-dermo réaction a la tuberculine (IDR)

_IDR mesure une hypersensibilité retardee a la
tuberculine

— Meélange d'antigenes de M. tuberculosis, bovis et de
mycobacteries atypiques

— En théorie I'IDR est moins spécifique dans les
populations vaccinées par le BCG




Principe des tests interferon

* Des sujets sensibilisés par des antigenes tuberculeux vont
produire de linterferon gamma en présence de ces
mémes antigenes

* Un haut niveau de production d’interferon gamma serait
suggestif d'infection tuberculeuse

e Existence de tests «maison» mais aussi de tests
commercialisés :

— QuantiFERON-TB (cellestis limited, carnegie, victoria, australie) et
T SPOT-TB (oxford immunotech, oxford, Grande-Bretagne)



Des antigenes specifiques

» Deux antigenes codes par des genes se trouvant dans la
region RD1 (région de différenciation 1)
— ESATG (early secretory antigenic target 6)
— CFP10 (culture filtrate protein 10)

» Ces antigenes sont « spécifiques » de M. tuberculosis, ils ne se trouvent
pas chez bovis BCG ni chez la plupart des mycobactéries atypiques
sauf...kansasii, marinum, szulgai




Pratique des tests
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Speécificité des test interferon chez les
sujets sains

» Chez sujets a faible risque de tuberculose

Spécificité
BCG- BCG+
IDR 98% 56%
Quantiferon  96%  100% Véta-analyse

Elispot 92%, Menzies 2007

—> Spécificité non influencé par BCG



Quelles indications potentielles pour
ces nouveaux tests ?

* Diagnostic de la maladie

* Remplacement de I'IDR pour le diagnostic de
I'infection tuberculeuse



Sensibilité des tests interféron pour le
diagnostic de la tuberculose maladie

HAS, 2015

ECDC Europe, 2011 (Tableau 10) 67 (56-78) a7 (78-95) 71 (65-74)
CDC Etats-Unis, 2010 (Tableau 12) 83 90 89
Agence de santé publique du Canada,

2014 (Tableau 8) 80 90 80
Ministere de la santé de I'Espagne, 2010

(Tableau 13) 70 (63-78) 90 (86-93) 77 (71-82)
Bornes limites des estimations 67-83 87-90 71-89

—> Sensibilite 80 a 90% pour TB bactériologiguement confirmee




Revue des Maladies Respiratoires (2018) 35, 894899

Disponible en ligne sur Elsevier Masson France

ScienceDirect EM|consulte

www.sciencedirect.com www.em=consulte.com

VPP faible

peu/pas d’intérét pour le diagnostic
Valeurs des tests IGRA pour le diagnostic de _:} de |a TB malad|e

la tuberculose maladie

RECOMMANDATIONS

Interferon gamma release assay tests for the diagnosis of active tuberculosis

F.-X. Blanc™*, S. Dirou?, J. Morin?, N. Veziris”

Tableau 2 Valeurs clinigues des tests IGRA pour le diagnostic de la tuberculose pulmonaire chez le sujet immunocompetegg

Reference Pays Effectifs Test realise Se Se IC Sp SplC VPP VPPIC
Li et al., 2012 [4] Chine 102 TSPOT-TB 88,9 74,7-93,6 57,1 449-68,6 § 54,2 4,7-66,3
Taki-Eddinet al. 2012 [6]  Syrie 91 QFT-GIT 89,9 83,6-96,2 67,4 57,6—77,2 | 73,4  66,4-84,5
Syed et al., 2010 [5] Inde 275 QFT-GIT  QFT-GIT 90,6 55 77,5
213 IDR IDR 68,9 75,5 78,1

Janssens et al., 2007 [3]  Suisse 368 TSPOT TB 98 58
Jafari et al., 2009 [2] Allemagne 347 TSPOT TB sang 92 48 34

TSPOT TB LBA 91 79 55

IDR %] 81 58
Goletti et al., 2006 [1] Europe 53 TSPOT TB 91,3 72-99 59,3 4176 61,6

Tableau 4 Valeurs clinigues des tests IGRA pour le diagnostic de la tuberculose maladie (formes pulmonaires) chez le slfiet immunodeprime.

Reférence Pays VIH Effectifs Test Se SelC Sp SpIC YPP VPP IC
Cattamanchi et al., 2012 [10] Ouganda Oui 95 TSPOT-TB sang 75 57—89 78 63—88 69 51—-83
TSPOT-TB LBA 73 2089 48 J1—64 43 2761
Rangaka et al., 2012 [15] Afrique duSud QOui 779 QFT-GIT 64 59,1 9,7
IDR 68 58,7 10,2
Jung et al., 2012 [13] Coree Mon 119 QFT GIT 59 44 9-72 61,3 54,467 42,6
77 TSPOT TB 72 54,2—86,2 42,3 33,8-49 37,5
107 IDR 41,2 28,3-50,8 91,8 85,8-96 70
Chen et al., 2011 [12] Chine Oui 147 TSPOT-TB 34,2 21,5-55,1 88,7 80,094 54,2

Aabye et al., 2009 [11] Tanzanie Oui 161 QFT-GIT total 74
QFT-GITVIH + 65
QFT-GIT VIH — 81

Raby et al., 2008 [14] Zambie Oui 112 QFT-GIT total 74 66—82
QFT-GITVIH + 63 50-75
QFT-GIT VIH — 84 71-96




Population suspecte d’infection
tuberculeuse latente

 Probleme : pas de Gold Standard

» Comparaison avec I'IDR et corrélation des résultats
avec degré d’exposition, vaccination BCG etc.

* Mesure du risque de developper une tuberculose
maladie en fonction du resultat du test et
comparativement a I'lDR

QTF-G mieux correllé qu'IDR a exposition TB chez les vaccinés BCG



Progression ITL vers maladie selon le
test utilisé : IDR ou test IGRA

Immunodiagnhostics

Populations

Pourcentages de
progressions si test
positif

Pourcentages de
progressions si test
négatif

IDR a la tuberculine (seuil
a 10 ou 15 mm)

Sujets contact

1,25% a 4.8%

0,17% a 0.84%

Contacts méme
toit

4% a 13%

0.001%

Contacts enfants

37%a67%

0.002%

Migrants

1.9% a 15.8%

0% a 1.23%

Immunodéprimeés

3.9a14.3%

0.59% a 8.57%

Atteints du VIH

7.61a14.3%

0,59 a0,9%

Tests IGRA

Sujets contact

1.96% a 12,9%

0.56%

Contacts enfants

2,7%a 12%

0.1% a 0,3%

Migrants

0.9% a 5.2%

0,17% a 3.3%

Immunodéprimés

0% a 14.5%

0% a 3.3%

Atteints du VIH

8.3% a 14,5%

0a0,9%




Conclusion tests interferon

* |Infection tuberculeuse latente

— Apparaissent plus spécifiques que I'lDR dans un contexte vaccinal

— Ces tests comme IDR ne distinguent pas infection et maladie, un examen
clinique et une RX sont toujours nécessaires

— Valeur prédictive de développement de maladie ultérieure un peu meilleure
qu’'IDR mais reste faible

« HCSP 2011, HAS 2015

— A ne faire que si décision de traiter une éventuelle ITL
« HCSP 2019

— ITL

« Enquéte autour d’'un cas
 avant anti-TNF
« ITLVIH

— Aide au diagnostic TB extra-pulmonaire enfant



J'CROYAIS QuE TV M'CAAUFEALS BT
TOLVT ?!7

Riad Sattouf, Pascal Brutal




IDR+ # Infection latente

* Behr, BMJ 2019

— % de patients IDR+ ne développant pas de TB maladie
A:VIH B : transplantes

A - B
%100 *[ §100

& 80
=

La majorité des IDR+ immunodéprimés ne développent pas de TB maladie



IDR+ # Infection latente

Behr, BMJ 2019

— Evolution positivité IDR aprés traitement ITL selon
ancienpete de I'ITL

TST positive (%)

10z — " ————————— —
—1.5-3 months
80
=== 6 months
60 12 months
= >12 months
40 s
20 TTse L
g 6 8 10 12

Time after start of treatment (months)

Si infection établie,

IDR reste + malgré
traitement




Diagnostic
bacteriologique



Diagnostic conventionnel en bactériologie
(1) les étapes

J1 J2
Culture/identification antibiogramme

/ J0
examen microscopique

o 4 y
NI
m

Vitek-2




Laboratoire L3

Acces securisé
via un sas

Pression
négative

Masque FFP2 en permanence

Manipulation sous
Poste de
Sécurité

Microbiologique




Diagnostic conventionnel

(1) les étapes de I’examen bactériologique

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




Diagnostic
bacteriologique :
prelevements



Prelevements : qualite, volume

» Warren AJRCCM 200
— Expectoration >5 mL Se=92%, <dmL Se=72%

* Alisjahbana, IJTLD 2005, Kahn Lancet 2007

— Education patient sur qualité prélevement améliore
sensibilité

Au moins 5 mL

Apprendre aux patients a produire une bonne expectoration



Contenance d’un « pot a crachat » ?
Laquelle de ces marques correspond a S ml ?

— 40 mL

@mmhwm -
\ J

~5 mm haut




Prelevements : combien?

« Mase, IJTLD 2007
— Apport mineur de la troisieme expectoration pour la sensibilité de la microscopie

Table Incremental yield and increase in sensitivity of the third sputum specimen; weighted
averages by subgroup

Incrernental yield in number of

smear-positive cases identified* Increase in sensitivity®
Subgroup % (95% CI) % (35%Cl)
Overall 23(1.8-29),n=29 31(2142),n=20
Prospective studies 24(17-31),n=15 31(1.3-50,n=9
Retrospective studies 2.2(1.4-3.1),n=14 3.1(1.844),n=11
Fluorescence microscopy 3.0(1.2-4.8,n=10 24(1.1-38),n=12
Ziehl-Neelsen microscopy 23(1.7-29),n=19 47(33-6.0,n=28
Direct smears 23(1.6-29.,n=17 23(0640.,n=6
Pracessed smears 56(36-76),n=12 41(27-55),n=14
Multicentre studies 24(0344),n=4 n=0
* Nelson, JCM 1998
No. of patients (%) that were:
H +A ~ Al A Collecti d L
— Majorité de culture+ a 2 prélévements apedmen e TSRS e
Smear Culture
First 80 (67) 41(73) 41(73) 39 (61)
Second 33(28) 8(14) 11 (20) 22(34)
Third 7(5) 4(7) 4(7) 3(5)
Fourth or later 0 (0) 3(6) 0(0) 0(0)
* Mathew, JCM 2002 No.of ptents |
o Day result NPV (%) (95% CI) I”“"‘nggéi'}‘ NPV
— Pas de modification de la VPN avec une PN ——
éme : 1 451 461 97.8 (96.0-99.0)
3 expeCtoratlon 2 447 456 98.0 (96.3-99.1) 0.2 (—1.6-2.0)
3 444 452 98.2 (96.5-99.2) 0.2 (—1.6-2.0)

Multiplication des prélevements améliore la sensibilité

Pour la microscopie, 2 prélevements suffisent
Pour « éliminer » le diagnostic, 1 a 2 prélevements suffisent




Récapitulatif prelevements

* EXxpectorations = 2

* Sipas d'expectoration ou BAAR-
— Expectoration induite = LBA > Tubages
— Probable intérét des expectorations post-fibroscopie



Diagnostic
bacteriologique :
microscopie



Recherche de BK dans les crachats par
examen microscopique

Etape clé +++
Permet de dépister les formes les plus contagieuses (1/2 cas !)
Objectif de 'OMS = diagnostiquer 70% des tuberculoses M+

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

2. peut étre coloré spécifiquement (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 'acide et de 'alcool (comme c'est le cas avec toutes les
autres bactéries)

— BK = bacilles colorés en rose
autres bactéries = colorées en bleu




Mycobacterium tuberculosis

(bacille de Koch)




Differentes techniques de coloration

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

Seuil =
5x103-104 bacilles/ml \' 1 .

'+ sensible

/—> Nouvelles sources de
fluorescence = LED
durée de vie longue
robuste
pas de nécessité de courant
continu/chambre noire




Diagnostic
bacteriologique :
culture



Diagnostic de la tuberculose
(mise en culture)

* |Indispensable 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

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

— tubes fermés (pour éviter la dessiccation, contamination)
— exigences nutritionnelles +++ (milieux a '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




Identification de I’espece mycobactérienne a partir
d’une culture

1¢ére étape = éliminer une tuberculose !
2°me gtape = affirmer qu'ils s’agit d’'une mycobactérie
3eme gtape = faire la diagnostic d’espéce précis
Classiquement = méthodes phénotypiques :

— vitesse de croissance

— morphologie

— pigmentation

— classification de Runyon

— caractéristiques biochimiques et de résistance aux antibiotiques



« Le test de grossesse de la tuberculose »

E

|

Said JCM 2011




Test immunochromatographique d’identification de
M. tuberculosis complex

Différents tests commercialisés : antigene MPT64 (Inégatif chez BCG)

BD MGIT® TBc
'f
F ‘@ 2) Lecture aprés 15 mn
L e
| ’D | o I:[: Y | Visussation de a bande

1) Utilisation

Prelevez 100 yl de culture en milieu
liguide, 100 p! de condensation cu
colones dissoutes dans 100 pl ce
déuant.

~—————

s W C Visualisation de la bands
! I ! ' controle et de la bande test
, ) du complexe M. fubercuiosis

15 minutes, facile et pas cher (~ 5 euros)
Said JCM 2011



Complexe M. tuberculosis

 Genotype MTBC : identification membres complexe
M. tuberculosis (++ M. bovis, R-pyrazinamide)

EEERRER

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

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

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

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

Specific gene probes f
differentiation of the
Mycobacterium tubercul
complex



Diagnostic
bacteriologique :
amplification genique



La PCR

Réaction de polymeérisation 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 genique dans
le diagnostic bactériologique de la tuberculose

ITubercquse Sensibilité Spécificité  Prévalence VPP VPN

M+ 98% 98% 85% 9%  90%

M- 2% 96% 5%? ? ?
2% P ? ?

Extra- 30% 98% 0,5% ? ?

respiratoire (M-)

a : pneumologie, SMIT, b : autres services



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

Se =72% ‘ Culture + | Critteren |

Que faire devant ce

' ?

ye des Maladies Respiratoires 2004! constat”
- diagnostic de la tuber
hevee

culose :

tils de

veaux ou

la révolution

- V'V,U,

. \ "
\-vnv.U'l'} — 49%

PCR - 1,4 91,2 | VPN =91,2/(91,2+1,4)
(5x0.28) | (95x0.96) = 98%




PCR : evolution des performances

Référence Type d’étude Technologie | Sensibilité
parmi M-
respiratoires

Sarmiento, Méta-analyse Plusieurs 2%
JCM 2003



The NEW ENGLAND
JOURNAL o MEDICINE

EEEEEEEEEEEEEEE SEPTEMBER 9, 2010

Rapid Molecular Detection of Tuberculosis
and Rifampin Resistance

Catharina C. Boehme, M.D., Pamela Nabeta, M.D., Doris Hillemann, Ph.D., Mark P. Nicol, Ph.D.,
Shubhada Shenai, Ph.D., Fiorella Krapp, M.D., Jenny Allen, B.Tech., Rasim Tahirli, M.D., Robert Blakemore, B.S.,
Roxana Rustomjee, M.D., Ph.D., Ana Milovic, M.S., Martin Jones, Ph.D., Sean M. O'Brien, Ph.D.,

David H. Persing, M.D., Ph.D., Sabine Ruesch-Gerdes, M.D., Eduarde Gotuzzo, M.D., Camilla Rodrigues, M.D.,
David Alland, M.D., and Mark D. Perkins, M.D.

« At sites peforming alternatives nucleic acid-amplification testing,

the sensitivity of the MTB/RIF test performed diectly on sputum was
higher than that of Amplicor and similar to that of ProbeTec »




PCR : evolution des performances

Référence Type d’étude Technologie | Sensibilité
parmi M-
respiratoires

Sarmiento, Méta-analyse Plusieurs 2%
JCM 2003

Boehme, Etude prospective  Xpert MTB/RIF 2%
NEJM 2010

Steingart, Méta-analyse Xpert MTB/RIF 67%

Cochrane 2014



Xpert MTB/RIF Ultra for detection of Mycobacterium
tuberculosis and rifampicin resistance: a prospective
multicentre diagnostic accuracy study

Susan E Dorman”®, Samuel G Schumacher”, David Alland, Pamela Nabeta, Derek T Armstrong, Bonnie King, Sandra L Hall, Soumitesh Chakravorty,
Daniela M Cirillo, Nestani Tukvadze, Nino Bablishvili, Wendy Stevens, Lesley Scott, Camilla Rodrigues, Mubin | Kazi, Moses Joloba, Lydia Nakiyingi,
Mark P Nicol, Yonas Ghebrekristos, Irene Anyango, Wilfred Murithi, Reynaldo Dietze Renata Lyrio Peres, Alena Skrahina, Vera Auchynka,

Kamal Kishore Chopra, Mahmud Hanif, Xin Liu, Xing Yuan, Catharina C Boehme, Jerrold | Ellner, Olaudia M Denkinger, on behalf of the study teamt

« For tuberculosis case detection, sensitivity of Xpert Ultra was

superior to that of Xpert in patients with paucibacillary disease »




PCR : evolution des performances

Référence Type d’étude Technologie | Sensibilité
parmi M-
respiratoires

Sarmiento, Méta-analyse Plusieurs 2%
JCM 2003
Boehme, Etude prospective  Xpert MTB/RIF 2%
NEJM 2010
Steingart, Méta-analyse ~ Xpert MTB/RIF 67%
Cochrane 2014
Dorman, Etude prospective ~ Xpert Ultra 63%
LID 2018

Xpert MTB/RIF 46%

Attention aux effets d’annonce!

Pas d’amélioration de la sensibilité en 15 ans




Attention a la specificite

« Dorman, LID 2018 : Ultra vs MTB/RIF

Sensitivity Specificity
All culture-positive  Smear-negative, culture-positive Al culture-negative  No history of tuberculosis — Any history of tuberculosis
(95% Ci:n/N) {95% L n/N) (95% CI; n/N) {95%Cl; n/N) (95%CI; n/N)

Ypert 83% 46%
(79-86;383/462)  (37-55;63137)

Xpert Ultra B8% 63%

(85-91; 408/462)  (54-71; 86/137)

Ultra = specificite plus basse — VPP plus basse?




« /ifodya, Cochrane Review, 2021
N cas

détectés pour 25 10 30
1000 tests ’

Ultra Xpert Ultra Xpert Ultra Xpert
Vrais positifs 23 21 91 8 2713 234
Faux négatifs 2 4 9 15 27 46
Vrais négatifs 932 959 860 886 669 689
Faux positifs 43 16 40 14 31 1
VPP 33% 97% 69% 86% 90% 96%

Attention a la perte de spécificité : baisse VPP sensible en particulier

si faible suspicion




Comment améliorer la VPP de la PCR :

de meilleurs prélevements
- Jiang, 1JTLD 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 rentabilite des préelevements 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 moleculaire 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



Bases microbiologiques :
sélection de mutants resistants

e Bacille résistant
a l'antibiotique

e Bacille sensible
Caverne

de mutants
‘ razmamlde 100mg/L 10-5
0,2mg/L 10-6
streptomycine [BERPILIE 10-6
| _rifampicine [T/ 10-8

0,5mg/L 10-8
8mglL 109

Population bacillaire
normale
108

UFC

101

Population bacillaire
devenue résistante

temps

Population bacillaire hétérogene due a la lenteur du processus de sélection



Diagnostic phenotypique



Hevue de Tuberculose ef de Pneumologie, T. 27, 1963

L ]

n* 2Z-3 {pp.

| P ETT
al r=5L4

2).

MESURE DE LA SENSIBILITE DU BACILLE TUBERCULEUX
AUX DROGUES ANTIBACILLAIRES
PAR LA [METHODE DES PROPORTIONS.

METHODOLOGIE, CRITERES DE RESISTANCE,
RESULTATS, INTERPRETATION

par

G. CANETTI, N. RIST ot J. CROSSET
[Institut Pasteur, Paris)




Criteres bactériologiques

Lne souche résistante a un antibiotione donné est une souche dont la teneur

‘n varianis résistants a 'antibiotique est considérablement plus elevée que celle

des souches sauvages. On appelle concenlration-critiqgue la concentration sut
wquelle on se fonde principalement (mais non exclusivemenl), pour [faire lu

discrimination entre souche sensible et souche résistante. On appelle proportion-
criligune la proportion minima de colonies qui doil exister sar la concentralion-

critique pour qu'une souche soit classee comme resistante,

» La concentraton critique d’antibiotique est choisie pour distinguer les
souches probablement résistantes des souches probablement sensibles

 La proportion critique de bactéries est la proportion minimale de colonies
résistantes a la concentration critique qui dans une population va faire
classer la souche comme résistante

Souche R = souche avec proportion de bacilles R

>>>celle d’'une souche S




Proportion critique

‘ 100~Cl 1L L | [ elure o e0dl
' Lyl 1 varil! e | . , andlan! H & n "
. La LS S| L - tI1ls TES) 14 : 88 I
 La proportion critique doit étre treés supérieure a la proportion
naturelle de mutants résistants dans une souche sauvage
l.a pr '-‘f' m-critique doit cétre | I "l'b" €5 simpie, al (ju'ell
tenlr, et facile a caleuler ) 1 s ¢ risis ce. Etant donr
re | i e D 1 ,r‘ li e il.‘ a1 2'. {101 .~y { < N0
No1sir un parell nombr les seules pi tions-critigues adontee *1
ont les antibiotigues 10 ou 100 ¢ (1) sinsi 'on | = plus
mplicité du nombre choisi est un facteur essentiel pour la fae 1'e:

' 3 S
M .-.vl"

RS A AN

* Elle a été fixée par soucis de simplicité a 1%



Controle clinique des criteres
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Tdurée traitement — 1 proportion patients

infectés par une souche classee “R” (= bonne “sensibilite”)



La méthode des proportions

Culture primaire

lf\f\ f\f\f\

\ \
107

bactéries
Milieu avec ATB @ @ C)

Milieu sans ATB Q Q Q



Cas n°1: souche uniformément sensible
(proportion mutants résistants < 1% )

< L= > < L=

- >
Culture 107 -1 -2 -3 4 -5
primaire bactéries

Milieu avec ATB Q O Q

Milieu sans ATB




Cas n°2: souche uniformément résistante
( proportion mutants résistants =100 % )

—
svs N7 < N7 \_J - "
Culture 107 -1 -2 -3 4 5
primaire bactéries 1

Milieu avec ATB

Milieu sans ATB




Cas n°3: souche hétérogene (=hétéroresistance)

C NCNC NN
17 07 1 1 7

ll| Proportion de mutants résistants <1 % - souche S
Culture 21 % - souche R
primaire

Milieu avec ATB

Milieu sans ATB




Culture liquide de M. tuberculosis

RADIOMETRIC DETECTION OF THE METABOLIC
ACTIVITY OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Dan M. Cummings, David Ristroph, Edwalde E. Camargo, Steven M. Larson, ond Henry M. Wagner, Jr.

National Health Laboratory, Arlington, Virginia,
First Army Medical Laboratory, Fort Meade, Maryland,
and the Johns Hopking Medical Institutions, Baltimore, Maryland

J Nucl Med. 1975,16:1188-1191.



Am Rev Respir Dis. 1981 Apr:123(4 Pt 1):402-6.

Rapid Drug-Susceptibility Testing of
Mycobacterium tuberculosis™

DIXIE E. SNIDER Jr, ROBERT C. GOOD, JAMES O. KILBURN, LEONARD F. LASKOWSKI Jr,
RODNEY H. LUSK, J. JOSEPH MARR, ZULEMA REGGIARDO, and GARDNER MIDDLEBROOK

 Impossibilite de compter les colonies
« Comment reproduire la méthode des proportions?

» Comparaison de 2 méthodes :

Inoculum dilué au 1/100 pour tube témoin
Croissance tube ATB = tube témoin — R
Croissance tube ATB < tube témoin — S

A : 1% reproduit

Croissance tube ATB = 50% tube témoin — R
Croissance tube ATB < 50% tube témoin — S

B : Plus de 1%

Méthode A (1%) > Méthode B

BACTEC 460 basé sur la méthode du 1%
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Policy guidance on drug-susceptibility testing (DST) of second-line
antituberculosis drugs

TABLE 3.3 DST methods and critical concentrations for first- and second-line DST

DRUG GROUP® DRUG STANDARDIZED DST CRITICAL CONCENTRATIONS (pg/ml)
DST METHOD
AVAILABLE Lowenstein-  Middlebrook  Middlebrook MGIT960
Jensen® TH10° TH11®
Group 1 Isoniazid Solid, liquid 0.2 0.2 0.2 0.1
Firstline oral anti-TB agents Rifampicin® Solid, liquid 40.0 1.0 1.0 1.0
Ethambutol® Solid, liquid 2.0 5.0 7.5 5.0
Pyrazinamide Liquid - - - 100.0
Group 2 Streptomycin® Solid, liquid 4.0 2.0 2.0 1.0
Injectable anti-TB agents Kanamycin Solid, liquid 30.0 5.0 6.0 2.5
Amikacin Solid, liquid 30.0 4.0 - 1.0
Capreomycin Solid, liquid 40.0 4.0 - 2.5
Group 3 Ofloxacin® Solid, liquid 4.0 2.0 2.0 2.0
Fluoroquinolones Levofloxacin Solid, liquid - 1.0 - 1.5
Moxifloxacing Solid, liquid - 0.5/2.0 - 0.5/2.0
Gatifloxacin® Solid - 1.0 - -
Group 4' Ethionamide Solid, liquid 40.0 5.0 10.0 5.0
Oral bacteriostatic second-line  Prothionamide Solid, liquid 40.0 - - 2.5
anti-TB agents Cycloserine Solid 30.0 ; - -
Para-aminosalicylic acid Solid, liquid 1.0 2.0 8.0 4.0

Recommandations internationales

1 concentration par antibiotique



Diagnostic phenotypique

» Methode 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 genotypique



Diagnostic genotypique : le debut

Detection of rifampicin-resistance mutations in
Mycobacterium tuberculosis

AMALIO TELENTI PAUL IMBODEN  FRANCINE MARCHESI
DOUGLAS LOWRIE STEWART COLE M. JosEPH COLSTON
LUKAS MATTER KURT SCHOPFER THOMAS BODMER

Lancet 1993; 341: 647-50,

122 souches clinique M. tuberculosis

Amplification/séquencage rpoB

Pas de mutation dans les 56 souches sensibles (séquence identique H37Rv)
Mutations rpoB dans 64/66 souches résistantes

Premiere démonstration de la possibilité d'un diagnostic génotypique

Bonne prédiction de la résistance (64/64 mutés sont résistants = 100%)
Prédiction imparfaite de la sensibilité (56/58 non mutées sont sensibles = 97%)




Diagnostic genotypique

» Mise en evidence de mutations sur les genes qui conferent la
resistance a '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

o Plusieurs tests :
— INNOLIPA RIfTB
— MTBDRplus
— Xpert MTB/RIF
— MTBDRs/



Technologies MTBDR, Xpert MTB/RIF

INNO-LIiPA® (line-probe assay)
DNA target
dTTP, dATP, dGTP, dCTP

3 Secouer et laisser reposer 4. Transférer 2 ml
biotinylated primers N/N/IN/N/N :
I g — 10 minutes dans la cartouche

p— MFMFAFAF

INNO-LiPA strip
Trough holder

I

Hybridization
Stringent wash
Conjugate incubation
Color development

Ajouter le tampon a 3. Secouer et laisser
I'échantillon selon reposer Commencer le test...
un rapport de 2:1 5 minutes

supplémentaires

uopejeidieiu|

CC: —d
AG: ]
Control M. tuberculosis

Control rpoB
poB WT1 (506-509) S
1poB WT2 (510-513) o]
poB WT3 (513-517) —t
poB WT4 (516-519) —
poB WT5 (518-522)
Rifampicin  7poB WT6 (521-525) aorrd
(rpoB gene) rpoB WT7 (526-529) i
poB WT8 (530-533) o
poB MUT1 (D516V)
poB MUT2A (H526Y)
poB MUT2B (H526D)
poB MUT3 (S531L)

Control katG .

katG WT (315)
Isoniazid  katG MUT1 (S315T1)
(kalG gene) katG MUT2 (S315T2)

Controlinh ___

inh WT1 (-16/-15) ]
Isoniazid inh WT2 (-8)
(inhA inh MUT1 (c15t) i
regulatory  inh MUT2 (a16g) —
region) inh MUT3A (t8c) T

inh MUT3B (t8a) e Time to resuk, 1 hour 45 minutes

CcM




Genes étudies
| | Geneétudié | Codepour

. MTBDRplus
Rifampicine roB ARN polymerase
Xpert MTB/RIF
katG 315 Catalase
Isoniazide MTBDRplus Région Synthese
regulatrice inhA acides mycoliques
Fluoroquinolones gyrA ADN gyrase
Amikacine
Kan?mycw.le MTBDRs| Irs ARN
Capréomycine
Ethambutol embB 306 Synthese

arabinogalactane



Performances : méta-analyses

| senshilité | spécificité_

Rifampicine MTBDRplus 98% 99%

Xpert MTB/RIF 94% 98%

Isoniazide MTBDRplus 84% 99%

Fluoroquinolones 87% 97%

Amikacine 83% 99%

Kanamycine MTBDRs/ 44% 99%
Capréomycine 82% 97%  Senenzors

Ethambutol 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, fluorogquinolones, amikacine, capréomycine
- mediocres 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 déepend de prévalence résistance

En cas de faible probabilité, contréler le test




Clinical sample

- uItlpIex PCR
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» NGS, deep sequencing

S

Deeplex MycTB

Deep Visualisation,
sequencmg reporting

Secured
cloud-based
ana|y515

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
prélévements

« Seéquences analysées avec outil web ou autre solution locale

_l Pyrazinamide ]
IRl cthermbutol |
_I Rifampicin ]
_l Isionazid ] |

CRISPR/DR Spoligotyping
| Genotyping ||

-— nl«
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G
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Deeplex MycTB : exemple de résultat

Prédiction de résistance basée sur la détection de variants
et comparaison avec database

Variants inconnus listés
Détection d’hétérogénéité jusqu'a 2%

Drug resistance associated variants®

Composite reference

coversge 99.3%
Median df:pih of 2ET8n
coverage

~GACH3STAC-Da3sy
=ATC HICTC 149,

! QR,
PoB

Identification best match
Mycobacterium tuberculosis complex

Gene g::::;:': ;:::; % Variant Dx-score AA change Drug' Confidence PMo B spoligotype
embB 4247429 ATG3I06GTG 76.0 2018.00 M3DeV n/a Campbell PJ et al. 2011 SASLEDEINISI 28 .
embS 4247431  ATG306ATC 208 718.50 M3081 nia Campbell PJetal 2011 e o s
emif 4248002 CAG4OTAAG 235 1638.00 Q497K n'a Plinke C et al. 2010 PR Delhi/cas) // phylo (delhi/cas, lineage 2, lineage 3
) . anC Ihifcas) // phylo (delhifcas-23.0%, lineage 2-74.0%, lineage 3-50.

katG 2155168  AGC315ACC 100 557.25 S315T High Marttila Hl et al, 1996  °

prcd  228B7T19  ATGITSGTG 475 94875 M175V High nia

poBi  TE1155  TCG450TTG 18.2 1634.25 S450L High Campbell PJ et al, 2011

sl TIBET  AAG43AGG 838 13069.50 K43R High Feuerriegel S etal 2012

Mo drug resistance associated variants detected in the other gene targets.

Uncharacterized variants®

Uncharacterized varants designate sequence variants of as yet unknown association with drug sensitivity or resistance.

FQ EKAN AMI CAP ETH LIN BDQ CFZ

0000000000000

AA change Drug MDR-TB XDR-TB

RIF INH PZA EMB SM

Gene Gp’z:;:;?;i: mr; % Variant Dx-score
i 4407797 TCA136CCA 3.0 1415.25 S5136P . vsa P
ﬁf 761277 ATC491CTC 836 14776.50 14911 % de variants associés a la résistance
el 1917972 CTANICTG @97 591.75 L11L
2 20 40 B0 &0 100




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 13 196 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 résistance et sensibilite



Whole genome sequencing

« Makhado, Lancet ID, 2018
* rpoB mutation lle491Phe not screened by commercial tests

* Restrospective analysis of 1823 isoniazid resistant and
rifampin susceptible strains

o 277 strains randomly selected for study

* Deeplex-MycTB deep sequencing
— 37 with rpoB 1le491Phe mutation = MDR

WGS detects low-level rifampin resistance better than

current genotypic tests and than phenotypic DST
Is WGS able to predict susceptibility?




The NEW ENGLAN D
JOURNAL o MEDICINE
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Beware of announcements!
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10 209 genomes

l
7516 complete DST

|
i 5865 interpretable genomes eptibility

I '
- 5250 concordant with DST revalence
=70% of strains with DST

g = 51% of genomes

Proof of concept but not
of feasibility in real life



Quelles performances en cas de population hetéerogene?

e Zetola, JCM 2014

— Xpert MTB/RIF détecte

* Toutes les souches RIF-R si résistance homogene
» La moitié des souches RIF-R si population résistante = 90 a 99% de la population totale
 Aucune souche RIF-R si si population résistante <90% de la population totale

— Hétérorésistance non détectée = facteur de mauvais pronostic

* Folkvardsen, JCM 2013

— MTBDRplus détecte 1/5 souches R-INH si 1% de la population (mais mieux que
séquencage)

e Bernard, JAC 2016

— Séquencage gyrA, gyrB ne détecte que 1/3 des souches hétérogenes

Tests peu performants si population hétérogene



Mutation # Résistance
* Bernard, AAC 2015
- Etude prospective des mutations gyrA et gyrB impliquees
ou pas dans la resistance aux fluorogquinolones chez M.
tuberculosis

- 605 souches regues au CNR entre 2007 et 2012

- Mutations gyrA : 78% associées a résistance
- Mutations gyrB : 36% associées a résistance



Mutation ne conférant pas la résistance
 Aubry, PLOS One 2014

— Souches détectées comme résistance aux ﬁ“*ﬂﬂﬂa
fluoroquinolones par MTBDRS/ mais  Camgroon

Equator=

phénotypiquement sensibles "

(Brazzaville)

— Polymorphisme régional pdanic |

r Y
Ocean ) A“gﬁla

AFRICA

Congo g L.
{Kinshasa}

Tanié_!'lia

Table 3. Characteristics of mutations in drug target genes from the 15 MDR-TB isolates.

No. of isolates Drug target genes MIRU-VNTR patterns Spoligotyping based defined cdades
rpoB katG  rpst  gyrA gyr8

N=3 D516V §315T  wt TB0A+A0G wt 253333253232237253214423 T

N=1 D516V 53157  wt TE0A+A0G wt 254333253232237253214423 T
5531L+V577M H270P  wt wt G559A  255333143262325262213423 T

N=1 D516Y 53157  K43R  wt wt 273335444432455253213423 Beijing
L511R+D516Y $315T  K43R  wt wt 273335444432655253213423 Beijing

N=1 L511P+D516Y 5315T  K43R  wt wt 273335444432655253213423 Beijing
5531L S315T  K43R  wt wt 251313542122437262112415 LAM

N=1 55310 Del wt wt wt 251323142122234262213523 LAM

Les tests génotypiques peuvent ne pas avoir les mémes performances dans

tous les contextes épidemiologiques




GyrB : bas niveaux de résistance mal détectées
par tests phénotypiques

Génotype Phénotype : CMI (pg/ml) Medicine Abbreviation | Critical concentrations (pg/ml) for DST
o ‘ " - - by medium
GyrA  GyrB lévofloxacine moxifloxacine (¥ « Officiellement » e Twadie | middie | BACTEC
< 0.25 < 0,25 sensibles stein brook | broock | MGIT
E540A 05 05 Jensen! | 7HIO" | 7ZH11" | liquid
! ! culture!
WT A543V 1 levofloxacin [CQ) FX2.2 2.0 10 : 1.0
Moaxifloxacin [CC) MFX23 1.0 0.5 0.5 0.25
Posologie équivalente chez 'lhomme
Des mutants GyrB avec CMI

750 1000 400 800

2 classées « S » réduisent
gg% 1 I'activité des quinolones in vivo

0 H37R

4 m E540A

2 m A543V

3

4

Maitre, JAC 2016

Un exemple ou le diagnostic genotypique est supérieure au

diagnostic phénotypique



Rifampicine et bas niveau de résistance

Détection résistance en
LJ et MGIT

fuberculosis 150lates ¢ &

rpoB mutation No. of L] result (MICy, No. (%) of isolates determined to be resistant Certai nes m utations rpOB
o e wemD Do) ST leens conférent un bas niveau de
513L}rs 2 =640 2 (100) 2 (100) - o O o - ~

3 >640 3 (100) 3 (100) résistance difficile a détecter
516Phe 4 =640 4 (100} 4 (100)

s16Val 15 320-=640 15 (100) 15 (100) A I
516Tyr 6 320=640 6 (100} 0 henOt Iuement

522GIn 11 320—=640 11 (100) 8(73) " ' 77 s 1
522Leu 2 640 2 (100) 2 (100) mais qul ont eté associees a
526Asp 11 =640 11 (100) 8 (73) = ., .
526hrg 5 =640 5(100) 5 (100)
) ~6i0 100 o des echecs du traitement
526Tyr 14 =640 14 (100) 10(71) 4 "
; 305640 5 (100) 120 I révision CC par OMS
531Len 10 =640 10 (100) 10 (100)

1~ L. C AL 4 aTh 1 (W) )
1 0’5 mg/L

Rigouts JCM 2013



Béd aq U | I | ne Fournier Le Ray, EID 2022

Armmivée en France Lobectomie Culture
conversion
Fin Début  Fin Mars
Janvier Mars 2020 Fin Avril ) Octobre
2020 2020 | 20'20 Jum ‘2020 Septemtl)re 2020 20|20 R
\ \ [ [ \ I "
M+ M+ M-
C+ C+ C+ . A . .
Echantillons N° S$1 (13/01/20) S2 (21/04/20)  S3 (10/06/20) gﬂ_-CELﬁ?anatlon microscopique
Linezolid

Amoxicillin — *

A N T T A N RO

clavulanate Mutations mmpR
Clofazimine
CMI =0,25 mg/L. CMI >0.25 mg/L CMI <012 mg/L Mutation atpE
Bedaguiline
delC (P129fs) and delG (G66£s) 166M delA (N98fs)
Delamamd
Cycloserine AR Sensibilité phénotypique
Meropenem ' “ ' ! —
Sensible  Intermédaire  Résistant

Ethambutol TR
Verapami] PO LR T R

) ) No data
Ethionamide

Multiples mutants différents avec phénotypes differents

Guérison malgré émergence mutant atpe
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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 (Assoc w 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

£ HABEHE
F1E1E|E|e |z slal2]|,
5] Su ] E‘- = 2 § g g = INMAL SUPPCRTING ADDITIONAL FINAL COMFIDENCE
’5: E gi H ﬁ s E :t'-‘ 8 8 = CONFIDENCE DATASET GRADING CRITERIA GRADING
£ | B(e(f|g |k Bz g |8 | comowe
[ - le | = |2 & &
I 2|22 |2
\ RIF poS_S450L T4 |24473| 6536 (3333 | 66.2% | 99.7% | BEO% | BE.ER 98.9% | 554,342 AsSOCW R ALL+WHD T Assocw R
RIF poE_D435V 9 |24424| 732 | 8117 | T4% [100.0%| 36.8% | 9E.T% 99.4% | 236.417 AssOCW R ALL+WHD 1) Assocw R
RIF fpoS_H445Y 4 |24428( 347 (9502 | 3.5% [100.0%) BB.9% | 98.7% 99.6% | 392.067 AssoCW R ALL+WHO 1) Ass0cwW R
RIF oS _H445D 3 |24430| 283 | 9551 | 2.59% [100.0%| 59.0% | 98.5% 99.8% AsSOCW R ALL+WHD T Assocw R
RIF rpoE_D435Y 44 |24385| 162 5657 | 1.6% | 99.5% | TB.6% | 58.5% B8.3% Assocw R ALL+WHD 1) Assocw R
RIF FpoE_Sa50MW 5 |24428( 151 | 9698 | 1.5% [100.0%) 96.8% | 9E.2% | 91.4% | 08.8% Assocw R ALL+WHO 1) AssocwW R
RIF s2P 53 |24380( 121 [ 9728 | 1.2% | 99.8% | 60.5% | B9.5% | 50.6% | 62.0% AsSOCW R ALL+WHD T Assocw R
RIF B |24425( 115 | 9734 | 1.2% [100.0%) 93.5% | 92.9% | 56.5% | 96.9% AssoCW R ALL+WHO 1) Ass0cwW R
RIF rpoS_S450F 0 |24433| 112 | 5737 | 1.1% [100.0%|100.0% | 100.0%  96.5% | 100.0% n# Assocw R ALL+WHOD T Assocw R
owrg;ﬁ::;l;: RIF rpoE_L430P 103 |24330| 106 | 5743 | 1.1% | 99.6% | 50.7% | 23.1% | 16.3% | 31.2% | 0.808 Ungen. 5. ALL+WHO  |Bosiering T Assocw R
RIF fpoS_H445R 2 |24431| 79 | STFO | 0.8% [100.0%) 97.5% | 97T.0% | §9.5% | 99.6% | 80.020 AssoCW R ALL+WHO 1) Ass0cwW R
RIF FROE_W170F 0 |24433( 71 (9778 | 0.7% [100.0%)100.0% (100.0%| 90.0% | 100.0% n§ Assocw R ALL+WHO 1) AssocwW R
RIF 57 |243T6| 54 (5735 | 0.5% | 99.5% | 4B.6% | 44.1% S43% | 2113 Assocw R ALL+WHD 1) Assocw R
96 pag es RIF 39 |24354| 46 [ SB03 | 0.5% | 99.5% | S4.1% [ 23.5% 375% | 0786 Uncen. Sig. ALL+WHO  |Borderine 1) AssocwW R
RIF poS_D435F 3 |24430| 3% | SB10 | 0.4% [100.0%| 32.9% | 92.1% | TE.6% | 98.3% | 29.054 AsSOCW R ALL+WHD T Assocw R
RIF fpoE_H445C 3 |24430| 36 | 8813 | 0d% [100.0%| 52.3% | 51.4% | TE.8% | 98.2% | 265535 Assocw R ALL+WHOD 1) Assocw R

Rifampicine = 5 pages



Diagnostic des resistances: Conclusion

* Transition progressive du diagnostic phénotypique vers le
diagnostic genotypique

 Mutation n’est pas synonyme de résistance
— toutes les mutations ne conferent pas la résistance

— variabilité des niveaux de résistance en fonction des
mutations

T
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et Fifty

& Shades
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Consequences therapeutiques



Résistance in vitro : conséquences thérapeutiques

1.09

TB sensible

0.6

TB MDR = R rifampicine et isoniazide

TB XDR = MDR + R aminosides et
fluoroquinolones

0.6

Sundval

0.4

5 z 12 18 24 = de 12 48 a4 e Shah et al., JAMA, 2008

Length of Treatmant, mao

‘é . TB MDR + aminosides R

g‘“’ TB MDR + fluoroquinolones R
021 TB XDR
0.0 . Kim et al., AIRCCM, 2010

T T T T T
0 20 40 60 80 100
Time (months)



Résistance in vitro : consequences
therapeutiques

+ Rigouts JAC 2016

Table 3. Cure versus failure/relapse for high-dose gatifloxacin-based
treatment stratified by MIC values; only one pre-MDR-treatment isolate per

patient included

GAT MIC Failure/ Percentage OR

(mg/L) relapse  Cure Total cured to fail 95% (I
<0.25 3 84 87 96.6 1

0.5 1 17 18 94 4 1.6 0.16-16.8
1 3 14 17 82.4 6.0 1.1-32.8
2 7 9 16 56.3 21.8 4.8-99.3
t 8 7 15 46.7 320 6.9-148.5
8 5 0 5 0.0 undef

=>8 3 0 3 0.0 undef

Total 30 131 161 81.4

GAT, gatifloxacin; undef, undefined.



