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Mise au point sur les nouveaux tests dans la
Tuberculose:
PCR et IGRA

Dr. D Adler, Service de Pneumologie, HUG



Cas Clinique 1

» HOomme, 28 ans,
non fumeur, Kosovo

» Toux chronique (8
semaines)
persistante apres un
traitement
empirique d’
Augmentin

» Pas d’altération de
I'état général

» Pas de plaintes
respiratoires en
dehors de la toux







Direct
(Auramine/Ziehl)

Expectoration (2x) ABS
Asplra.tlon ABS
bronchique

ABS
GeneXpert +/
LBA Absence de

mutation rpoB

Culture
Mycobacterium
tuberculosis

Mycobacterium
tuberculosis

Mycobacterium
tuberculosis




Cas confirmé de tuberculose pulmonaire

Tableau 4.1 Classification des cas selon des critéres diagnostiques (selon I'OMS)

Cas confirmé Présence démontrée de mycobactéries du complexe
MTB dans les prélévements; ou présence démontrée de
BAAR (bacilles acido-alcoolo-résistants) a I'examen
microscopique avec simultanément mise en évidence
de la présence de séquences d'acides nucléigues
spécifiques au MTB dans les prélévements.

Cas vraisemblable (diagnostic sans preuve bactério- L'examen clinique est compatible avec une tuberculose et
logique) il existe d'autres indices de la maladie (par exemple des
indices radiologiques et/ou la mise en évidence de la pré-

sence de BAAR ou d'une PCR positive).

» Quadrithérapie antituberculeuse: INH, RIF, EMB,
PYR



Gene Xpert

e NEW ENGLAN D
JOURNAL o MEDICINE

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., Eduardo Gotuzzo, M.D., Camilla Rodrigues, M.D.,
David Alland, M.D., and Mark D. Perkins, M.D.

Boehme, NEJM 2010




Sputum liquefaction
and inactivation with
2:1 sample reagent

|
automatically of filter-captured mixed with dry l real-time

| Sample Ultrasonic lysis DNA molecules Seminested
|
filtered and organisms to PCR reagents amplification
washed release DNA and detection

in integrated .

/ reaction tube

Printable
test result

Transfer of
2 ml material
into test cartridge

MTB/RIF

s W Wy S———
#8803 o

e e EMORC PN
Fbematet W e

Assay Name MTB-RIF

Cartridge inserted into
MTB-RIF test platform
(end of hands-on work)

Time to result, 1 hour 45 minutes

Figure 2. Assay Procedure for the MTB/RIF Test.

Two volumes of sample treatment reagent are added to each volume of sputum. The mixture is shaken, incubated at room temperature
for 15 minutes, and shaken again. Next, a sample of 2 to 3 ml is transferred to the test cartridge, which is then loaded into the instru-
ment. All subsequent steps occur automatically. The user is provided with a printable test result, such as “MTB detected; RIF resistance
not detected.” PCR denotes polymerase chain reaction.

[,

Boehme, NEJM 2010



GeneXpert (2h)

» Sensibilité du test chez le patient S-/C+(pour des
cultures qui poussent a deux mois)

-

1 72.5%
2 85.1%
3 90.2%

» Sensibilité du test chez le patient S+/C+: 99.8%

C. Boehme et al. Sept. 2010. New Engl J Med



Etude Xpert MTB/RIF test

» Rapidité d’utilisation: 15 minutes de manipulations + 1h30

d’analyse automatisée

» Pas d’'aérosols infectieux

» Attention: technique validée initialement sur des

expectorations spontanées lors d’atteinte pulmonaire

C. Boehme et al. Sept. 2010. New Engl J Mec



Xpert MTB/RIF pour tuberculose
extrapulmonaire

» Méeta-analyse de 18 études

» 4461 prélevements extra-pulmonaires
» Sn 97% quand Ziehl +

» Si Ziehl nég:

OComposite reference standard
- OCulture reference standard

Cerebospinal fluid | : Pas si bon

T | 1

T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 &0 70 80 %0 100
Sensitivity %

FIGURE & Pooled sensitivity estimates
across sample types.,

Denkinger, ERJ 2014



Mutation rpoB= résistance a la Rifampicine=
proxy MDR

& Dodey
@@5@0 :

MDR-TB Cases
[70-299

[ 300-2999
[ 3000-29,999
[ 30,000-59,999
I =60,000

[ Data not shown

> 65% des TBC MDR dans « BRICS ». 300000-500000 nx cas/an



Automated real-time nucleic acid
amplification technology for rapid
and simultanecus detection of tuberculosis
and rifamplcin resistance:

Xpert MTB/RIF assay for the diagnosis

of pulmonary and extrapulmonary TB
in adults and children

TE

POLICY UPDATE

DRUG-RESISTAMNCE

(7= World Health
{E%.¥ Organization

» Xpert MTB/RIF recommandeée

pour le diagnostic de
tuberculose pulmonaire quand
MDR ou TBC-HIV sont
suspectes

Xpert MTB/RIF proposé en
premiere intention pour les
adultes et enfants suspects de
tuberculose pulmonaire
(ressources et politique de
santé locale)

Xpert MTB/RIF recommandeé
apres I'examen direct
speécialement quand la culture
ne peut étre faite

WHO, 2014



Automated real-time nucleic acid
amplification technology for rapid
and simultanecus detection of tuberculosis
and rifamplcin resistance:

Xpert MTB/RIF assay for the diagnosis

of pulmonary and extrapulmonary TB
in adults and children

B

POLICY UPDATE

DRUG-RESISTAMNCE

flEW World Health
“#-¥ Organization

» Xpert MTB/RIF recommandeé en
premiere intention pour le
diagnostic de la méningite
tuberculeuse (recommandation
forte compte tenu de 'urgence
du traitement)

» Xpert MTB/RIF peut étre utilisé
pour les tissus et prélevements
non respiratoires (ganglions en
particulier)

WHO, 2014



...ce qu’il ne faut pas faire

100 -l ¥pert MTE/RIF assay
-~ Bactec MGIT960 system
- Lowenstein-Jensen medium

—@- Smear microscopy

50

B0

70

B0

507

Test positive (%)

40

307

207

107

T T 1 T
o 1 2 3 4 §5 & 7 B 12 17 22 26

Weeks after treatment initiation

http://dx.doi.org/10.1016/S2213-2600(13)70119-X

Friedrich, Lancet RespirMed 2014



Cas Clinique 2

» Un contrble d’entourage
restreint est organise
pour le patient 1

» Pas d’enfants < 5ans

» Pas d’'immunosupprimes

» Vit avec son epouse de
26 ans, vaccinée BCG

» Aucune plainte générale
ou respiratoire

» Pas de FR HIV

» 8 semaines: Mantoux +,
Quantiféron+




Indications  la mise en route d'une enquéte
d'entourage
~ Cas index atteint d'une tuberculose pulmonaire
dont I'expectoration ou le LBA est positif
2 |'examen microscopique direct (5+)

= Cas index atteint d'une tuberculose pulmonaire
dont I'expectoration ou le LBA est positif
uniquement a la culture (C+) ou dans un test
d'amplification genétique (enquéte d'entourage
limitée aux proches contacts et aux enfants
en bas dge)

Manuel Suisse de la tuberculose



Contagiosité du cas source dépend...

Envir. 15%des transmissions par S-/C+

< Tostmann, Clin Infect Dis 2009



...du volume d’air et de la ventilation

Contamination des personnes sous le méme toit et
plus particulierement dans la méme chambre +++



. du temps d’exposition

Le risque est significatif apres 8 heures de contact étroit avec une
personne tuberculose dont les expectorations sont positives au direct (
40h pour S-/C+)



Risque de progression vers une tuberculose

Tableau 2.1 Facteurs de risque accru de développer une tuberculose [30]
(OR = Odds Ratio [ou rapport des chances], RR = risque relatif)

Cas/pathologie

50-110
110170

Tupantatondogre o7

1517
49
1&

< Erkens, ERJ 2010 et Manuel Suisse de la Tuberculose



Contact identifie

Mantoux, 8 sem. aprés demier contact
|

/' ¥ ¥ \
Résultat =5 mm Résultat <5 mm
IGRA s=ulerme nt
pour czs ]
exceptionnel*
1 |
N IGRA e /
|
i }
Résultat + Résultat —
Examen médical Pas d'autres
y compris R, imvestigations
" traitement: -
TE ou ITBL

Manuel de la tuberculose 2011



IGRAs: comment ca marche?

Measurement of
induration and erythema

Presentation of TMF-x IL-8, atc Mantoux = TST
mycobacterial : : b AR T
Ag = PPD

antigens ﬂ | 0% :
2 Skin test -
7 In-vitro
<  Memor blood test

IGRAS
Ag = ESAT6 + CFP10

presefting Mea A e

Measurement of IFN-y
production

Adapted from Andersen et al, The Lancet, 2000



Identification de la LTBI: PPD/IGRA

_;:_-; 5 Tuberculin Testling <
BEETE b QuantiFERON®-TB Gold
i TR A (b) Whole blood

ESAT6 CFP10

Incubate in the presence of
M. tuberculosis antigens

el

Effector T-cells produce IFN-y

L

Supernatant removed, and
IFN-y measured by ELISA

Absorbance measured in
ELISA reader
Results as IU/ml

5mm (moins de vaccination,
+ d'immunodéprimeés)



IGRAS : 2 tests disponibles

» T-SPOT TB™ (Oxford Immunotec, UK)

» QuantiFERON-Gold-in tube™ (Cellestis;
Sydney, Australia)




Species specificity of ESAT-6 and CFP-10

Tuberculosis
complex

Antigens

ESAT

CFP

M tuberculosis
M africanum
M bovis

BCG substrain
gothenburg
moreau
tice
tokyo
danish
glaxo
montreal
pasteur

Environmental
strains

M abcessus

M avium

M branderi

M celatum

M chelonae

M fortuitum

M gordonii
M_intracellulare

Antigens

ESAT

CFP

M kansasii

M malmoense
M marinum

M oenavense
M scrofulaceum
M smegmatis
M szulgai

M terrae
M vaccae
M xenopi




Sn /Sp IGRA

Table. Sensitivity and Specificity of the TST and IGRA Among
BCG-Vaccinated and Non-BCG-Vaccinated Persons for Latent TB Infection®

QuantiFERON-TB

Test Characteristic Gold In-Tube T-SPOT.TB, % TST, %
Sensitivity” ~ 80 = 90 = 80
Specificity, %P
Non-BCG-vaccinated >95 >95 >95
BCG-vaccinated >95 >95 = 60

Sensibilité équivalente, un peu mieux encore pour le t-spotTB

Blumberg, JAMA 2014



Sn /Sp IGRA

Table. Sensitivity and Specificity of the TST and IGRA Among
BCG-Vaccinated and Non-BCG-Vaccinated Persons for Latent TB Infection®

QuantiFERON-TB

Test Characteristic Gold In-Tube T-SPOT.TB, % TST, %
Sensitivity® =~ 80 = 90 = 80
Specificity, %P
Non-BCG-vaccinated >95 >95 >95
BCG-vaccinated >95 >95 =60

Spécificité meilleure, en particulier dans une population vaccinéee par BCG

Blumberg, JAMA 2014



Les IGRAs prédisent mieux que le Mantoux la
progression vers une tuberculose primaire

TABLE 4. RATE OF PROGRESSION TO ACTIVE TUBERCULOSIS
FOR THOSE QUANTIFERON-TE GOLD IN-TUBE ASSAY POSITIVE
OR POSITIVE BY THE TUBERCULIN SKIN TEST AT VARIOUS
INDURATION CUTOFFS AMONG THE 903 UNTREATED
CONTACT PERSONS

Mo, of Untreated Progressed to Progression
Contacts Active TB Rate (%)
QFT
Positive 147 19 @
MNegative /56 0
T5T, mm
0-5 348* 2 0.6
=5 555 17
=10 207 10 4.8
=15 63 3.2

Diel, AJRCCM 2004



Les IGRAs ont une meilleure valeur prédictive négative pour la
progression vers une tuberculose primaire

AICHELEURG [19] 4
Dl [20] 4

For [21] -
Siverman [45] -

0.2

0.4

&

0.8

0
MNPV
CLamk [22] -
Kk [21] =
Lee [41] 4
1] 0.2 0.4 0.6 0.8
MNPY

L o0 o NPV
1.00 K quantiféron,
0.98 pooled=0.998

Pocled MNPV, 0.998 (0.8 By
Chi-squared=13.67; df=3 {p=0.0034)
Inconsistency 12=7B.1%

NPV
NEAT : Tspot _TB
1.00 L pooled=0.998

0.98
0.88

Fooled NPY: 0.98 (0.94-0.99)
Chi-squared=5.86; d¢f=2 (p=0.0533)
Inconsistency 12=65.9%

Diel, ERJ 2011



Les indications principales des IGRAs sont:

» Le controle d’entourage d’'un cas de tuberculose

contagieuse

» Screening dans des groupes a risque ( « intention to test

IS Intention to treat »)

» Screening avant traitement immunosuppresseur ( avant
une greffe d’organe, moelle, cellules souches, ..., anti-
TNF)

» Un IGRA+ ne permet pas de distinguer une tuberculose

d’une tuberculose latente



TABLE 2. USE OF TUBERCULIM SKIM TESTING AMD IFM-y RELEASE ASSAYS TO DIAGNOSE LATENT TUBERCULOSIS INFECTION IN
IMMUNOCOMPROMISED PATIENT 5: CURRENT GUIDELIMES AND SUGGESTED APPROACH

Patient Population

CDC Guidelines®

Comments

Suggested Approach

HM-infected persons

Candidates for therapy with a
THMF-z inhibitor and patients
with immune-mediated
inflammatory disorders
{RA, SLE, and other
autoimmune diseases)

Patients receiving dialysis

Fatients with hematologic

rmalignancy, induding
HSCT candidates

Solid organ tamsplant candidates

» Consider sequential testing
with TST and an IGRA in
high-risk patients’

® Any positive result should be
corsidered evidence of LTEI

» Consider sequential testing
with T5T and an IGRA in
high-risk patients’

® Any positive result should be
corsidered evidence of LTEI

» Consder sequential testing
with T5T and an WGRA in
high-risk patients’

& Any positive result should be
corsidered avidence of LTBI

» Consider sequential testing
with T5T and an IGRA in
high-risk patients’

® Any positive result should be
corsidered evidence of LTEI

» Consider sequential testing
with T5T and an IGRA in
high-risk patients’

® Any positive result should be
considered evidence of LTBI

® T5T performance is limited in
patients with CDOx * cell
count == 200 -|:r|!l.*u’|"|'|"|1i

» Comelation between IGRAs and
clinical risk factors for LTBI:
strong evidence

# Increased likdihood of
indeterminate results for
both 1GRAS

& T-5POT.TE performnance less
affected by bow CD4°
Iymphocyte count

® T5T performance is limited in
patients with Immune-mediated
inflammatory disorders

# Comelation between IGRAs and
clinical risk factors for LTBL:
strong evidence

& T-5POT.TE less affected by use
of immunosuppressive
medications such as corticosternids

® T5T performance is limited

@ Comelation between QFT-GIT and
clinical risk factors for LTBI:
strong evidence

o T-5POT.TE performmance not well
characterized

& T5T performance is limited

» Comelation between IGRAs and
clinical risk factors for LTBI:
weak evidence

& T-5POT.TE may be less affected
by presence of neutropenia
and/or ymphopenia and may
be preferable

& T5T of value if obtained before
trarsplantation

# Comelation between IGRAs and
clinical risk factors for LTBL
weak evidence

# Underlying liver disease appears

to increase likelibood of indeterminate

results of both IGRAs in candidates
for liver transplantation

» Consider TST for patients
with CD4® cell count = 200
rl:-lals\_.rrrn"rli

» Corsider T-5SPOT.TB in
patients with lower CD4 "
lymphocyte count

& Would not use QFT-GIT for
routing sCreening

® Test candidates for TMF -z iinhibitor
therapy for LTEl before initiating
treatment with a TMF-x inhibitor

» Consider conoument or sequential
testing by T5T and an IGRA in
high-risk patients {candidates for
THF-a inhibitars)®

» Corsider T-5POT. TR in patients
receiving corticosteroids

o Consider QFT-GIT as test of choice
» Would not use TST

» Consider T5T a test of choice
® 'Would not use IGRAs for
routine screening

# Test candidates for solid organ
trarsplant for LTBl before
trarsplantation

o Consider T5T as test of choice

» Would not use IGRAs for
routine screening

AJRCCM 2012



Avantages et Inconvénients des tests IGRA
par rapport au PPD

» Pas influencé par » Sang veineux
vaccin ni les » Temps limité pour la
mycobacteries de manipulation
'environnement - Sp » La signification des

» Sensible degrés de positivité n'est
(immunosupprimes) pas connue

» Pas d’effet booster » L'influence du traitement

. . n'est pas connue
» Lecture systematique

avec moins d’'erreurs
humaines

Erkens, ERJ 2010



Conclusion 1: Xpert MTB/RIF

» Diagnostic:
Classiguement microscopie puis culture
—->Xpert MTB/RIF accepté

» Plus sensible que la microscopie (sensibilité >70%
pour S-/C+). Particulierement si co-infection HIV
» Résultat immediat (2h). Populations difficiles a suivre

» Mutation rpoB= résistance Rifampicine= MDR!
90% des patients MDR ne sont pas identifiés.
50% des patients identifiés sont traités adéquatement

» Xpert MTB/RIF a le potentiel d’améeliorer le contrdle
de la tuberculose dans les pays endémiques




Conclusion 2: IGRA

4

Ne font

pas la distinction entre tuberculose

« maladie » et tuberculose latente
| a réalisation d’'un IGRA a la recherche d’'une

tubercu
risque C

tubercu

ose latente doit étre réservée aux sujets a
e LTBI et a risque de progression vers une
ose

Les IGRA sont proposés en premiere intention par
de nombreuses sociétés et particulierement si le
patient a eté vacciné par le BCG

Une tuberculose active devrait étre écartée
(anamnese, radiographie du thorax) avant chimio-
prophylaxie par Rifampicine ou INH
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