


mutations dans le géne katG sont obervées dans environ 50% des souches, en
particulier dans les souches a haut niveau de résistance. Des mutations dans d'autres
génes (ahpC, ndh, kasA) ont été décrites dans des souches résistantes mais leur
role dans la résistance n'est pas clairement démontré. En conclusion, l'absence de
détection de mutations conférant la résistance a l'isoniazide ne permet pas d'exclure
une résistance a cet antibiotique. Pour servir de guide a linterprétation, des exemples
d'évaluation sont fournis ci-dessous. (voir figure) (Annexe 5).

Genotype MTBDRs/

Chaque bandelette comprend 27 zones réactionnelles : Contréle Conjugué (CC), Contréle
d’Amplification (AC), Complexe M.tuberculosis (TUB), Zones de Contrbles et les sondes
sauvages et mutées des genes (gyrA gyrB, rrs, eis). Pour sondes de souche sensible et
sondes avec mutations: seules les bandes dont l'intensité est au moins égale a l'intensité
de la bande AC doivent étre considérées.

Les Zones de Contrdle du locus détectent des régions spécifiques du géne pour le locus
correspondant. Dans le cas d'un résultat de test positif (type sauvage et profil de mutation
évaluables) les Zones de Contrdles peuvent présenter un signal faible.

gyrA
Les deux genes gyrA et gyrB sont examinés pour la détection d’'une résistance aux FLQ (par
exemple, ofloxacine ou moxifloxacine).

Les sondes de type sauvage comprennent les régions de résistance les plus importantes
du géne gyrA (voir tableau 1)

Tableau 1 : Mutations du géne gyrA et bandes sauvages et de mutation correspondantes

Cette mutation rare a été détectée uniquement en théorie (in silico).
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gyrB
Les sondes de type sauvage couvrent la zone de résistance la plus importante du géne
gyrB (voir le tableau 2).

Les sondes de mutation détectent certaines des plus importantes mutations a l'origine de
résistances (voir le tableau 2).

Des mutations supplémentaires dans la région examinée du gene gyrB responsables de
Iabsence de la bande de type sauvage mais non détectées par les sondes de mutation
peuvent également étre sources de résistances aux FLQ

Tableau 2 : Mutations au niveau du géne gyrB et bandes sauvages et de mutation
correspondantes

Bande type sauvage Bande mutation en Résistance
manguante développement Mutation' phénotypique
gyrB MUT1 N538D
BWT FLQ
wr gyrB MUT2 ES40V

'Les positions des acides aminés sont numérotées d'apreés [14].

rrs

Le géne rrs est examiné pour la détection d'une résistance croisée aux antibiotiques AG/CP
tels que la kanamycine (KAN) et 'amikacine (AMK), (tous deux AG) ou la capréomycine (CAP)
et la viomycine (VIO), (tous deux CP).

Les sondes de type sauvage couvrent les zones de résistance les plus importantes du gene
rrs (voir le tableau 3).

Les sondes de mutation détectent certaines des plus importantes mutations a l'origine de
résistances (voir le tableau 3).

Tout profil différent du profil sauvage (voir exemple d'évaluation en annexe 5) indique,
dans I'état actuel des connaissances, une résistance de la souche testée aux AG/CP. Les
résistances croisées détectables sont indiquées dans le tableau ci-dessous (voir annexe 5).

Tableau 3 : Mutations au niveau du géne rrs, bandes sauvages et de mutation correspondantes,
etrésistances croisées

Bande typelsauvage  Positi 1] Bande mutation en
manguante d'acide nucléique développement Mutation Résistance phénotypigue
WT1 1401 rrs MUT1 A14016 HAN  AMK  CAP
1402 C1402T HAN CAP vio
rrs WT2 1484 rrs MUT2 KAN AMK CAP VIO

KAN = kanamycine, AMK = amikacine, CAP = capréomycine, VIO = viomycine
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eis

Le géne eis est examiné pour la détection d'une résistance de bas niveau a la kanamycine.
Les sondes de type sauvage couvrent les zones de résistance les plus importantes du géne
eis (voir le tableau 4).

La sonde de mutation détecte certaines des plus importantes mutations a l'origine de
résistances (voir le tableau 4).

Des mutations au sein de la région examinée du géne eis autres que celles indiquées dans
le tableau 4 sont connues. Ces mutations pouvant étre a l'origine d'une bande de type
sauvage manquante mais non détectées par la sonde de mutation peuvent également
causer une résistance de bas niveau a la kanamycine.

Tableau 4 : Mutations dans la région du promoteur du géne eis et bandes sauvages et de
mutation correspondantes

Bande type sauvage Bande mutation en
manguante developpement Mutation Résistance phénotypique
eis WT1 - G-37T
eis MUT1 C-14T . .
eic WT2 - Co12T Resw\,tancr.\ de bast niveau
- G-10A a la kanamycine
eis WT3 - C-2A

Pour servir de guide a l'interprétation, des exemples d'évaluation sont fournis ci dessous.
(voir figure) (Annexe 5).

» Les résultats des tests doivent étre transmis au clinicien dés leur obtention. Les
détections de résistance seront toujours confirmées par les tests phénotypique
conventionnels dans le cadre d'un antibiogramme élargi selon l'algorithme de
diagnostique en vigueur au niveau national.

_44 -



Contrdles de qualité interne

Contrdle négatif

Inclure dans chaque série 1 tube témoin négatif ne contenant que de I'eau, laissé ouvert
pendant l'extraction des échantillons, et ce pour détecter d'éventuelles contaminations
d’ADN. Seules les bandes CC et AC doivent se colorer sur les bandelettes correspondant

a ce témoin.

Contrdle positif

Le fabricant ne recommande pas de tester de souches connues car les bandes CC et AC
présentes sur chaque bandelette permettent de valider d'une part les étapes de fixation
et détection colorimétrique (bande CC) et d'autre part les conditions d’amplification

(bande AC).

Causes d’erreurs

Observation

Résultats faibles ou
absence de signal
incluant la bande CC

Résultats faibles ou
absence de signal
excepté la bande
cC

Coloration non
homogene

Bruit de fond
important

Résultat inattendu

Témoin négatif
testé positif

Causes

Température ambiante trop basse
Mélange réactionnel mal préparé

Mauvaise qualité d’ADN
Mélange réactionnel mal préparé
Température d'incubation trop élevée

Immersion insuffisante des
bandelettes
Agitation insuffisante du bac

Mélange réactionnel mal préparé
Lavages insuffisants
Solutions de lavages trop froides

Température d'incubation mal réglée
Solution d’hybridation ou de lavage
mal homogénéisées ou a température
inadaptée

Contamination des puits voisins par
des éclaboussures lors de I'addition
de la solution d’hybridation

Culture non pure

Contamination par de précédents
amplicons
Contamination des réactifs

Action corrective

Répéter la phase
d’hybridation inverse

Recommencer
I'extraction d’ADN
Refaire le mélange
réactionnel

Répéter la phase
d'hybridation inverse

Répéter la phase
d’hybridation inverse

Répéter la phase
d’hybridation inverse

Répéter la phase
d'hybridation inverse
Vérifier la pureté

de la culture et
recommencer le test
sur une culture pure

Utiliser de nouveaux
réactifs
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Technique Xpert MTB/RIF

Principe
Le test Xpert MTB/RIF comprend 3 étapes manuelles, a savoir :
1. Ajout du réactif de traitement a I'expectoration pour le liquéfier et inactiver les
bactéries;
2. Transfert de 2 ml de I'expectoration liquéfiée dans la cartouche test;
3. Chargement de la cartouche dans la machine.

Ensuite I'analyse est entierement automatisée jusqu’au résultat final. L'automate réalise
une PCR semi-nichée en temps réel pour amplifier le géne rpoB. Des balises moléculaires
utilisant des fluorophores permettent de détecter I'hybridation éventuelle a chacune
des 5 régions cibles amplifiées. La cartouche contient un contrdle ADN d'un Bacillus
pour vérifier le bon déroulement de I'analyse, et de ses différentes étapes (capture des
bactéries, lyse bactérienne, extraction de 'ADN, amplification et révélation).

Agencement du laboratoire

Comme la premiere étape du test consiste a inactiver les bactéries tout en liquéfiant
I'échantillon, la manipulation sous PSM n'est pas requise. Le test peut étre réalisé
dans un laboratoire de microscopie ou sur la paillasse ouverte de tout laboratoire de
microbiologie.

Description du kit Xpert MTB/RIF

¥

» Réactif de traitement de I'échantillon (inactivation des bactéries et liquéfaction de
I'expectoration), a conserver entre 2 et 28°C;

» Cartouches du test, a conserver entre 2 et 28°C;

> Pipettes de transfert stériles (2 ml);

Matériel Xpert MTB/RIF
» Automate GeneXpert Dx System 6 couleurs avec programme MTB/RIF.
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Matériel nécessaire non fourni
Flacons stériles pour le recueil des échantillons;

Gants a usage unique;

Imprimante/outil informatique;

>

>

>

» Conteneur a déchet;
» Marqueur;

>

Tubes coniques.

Procédure

- Identifier les cartouches;

- Verser le «<Sample Reagent» dans le tube de I'échantillon (minimum 1 ml), a
raison de 2 volumes de «Sample Reagent» pour 1 volume d'échantillon. Les
échantillons sont des expectorations utilisées directement telles quelles ou aprés
décontamination et centrifugation;

- Fermer le tube;

- Agiter le mélange;

- Laisser agir 10 minutes a température ambiante;

- Agiter a nouveau;

- Laisser agir 5 minutes supplémentaires a température ambiante;
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Ouvrir le capot de la cartouche;

Utiliser la pipette pour aspirer I'échantillon liquéfié;
- Transférer 2 ml (pas moins) de I'échantillon dans la chambre de la cartouche;
- Scanner le code barre de la cartouche, entrer les données de I'échantillon;

- Insérer la cartouche dans l'appareil dans les 30 minutes, lancer le test.

Le résultat apparait a I'écran en moins de 2 h (Voir Annexe 6).

Les résultats sont interprétés par GeneXpert a partir de la mesure des signaux
fluorescents et d'algorithmes de calcul intégrés. s sont affichés dans la fenétre «Afficher
les résultats».

Le résultat est semi-quantitatif sur la présence d’ADN de M.tuberculosis complex et
indique la détection, ou non, de la résistance a la rifampicine.

1. Si la fenétre indique : MTB Detected (MTB Détecté) : 'ADN de la cible MTB est
détecté

Lesvaleurs High (Elevé), Medium (Moyen), Low (Faible) ou Very Low (Tres faible) s'affichent
selon la valeur Ct de la cible MTB présente dans I'échantillon. Des valeurs Ct plus faibles
représentent une concentration de départ plus élevée de la matrice d’ADN, des valeurs
Ct plus élevées représentent une concentration plus faible de la matrice d’ADN.

Le tableau indique les gammes de valeurs Ct pour les résultats MTB affichés.

Résultat MTB Gamme Ct
Elevé <16
Moyen 16 - 22
Bas 22-28

Tres bas > 28
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Si MTB est détecté, les résultats de détection des mutations conférant la résistance a la
rifampicine sont affichés sur une ligne séparée.

» Rif Resistance DETECTED (Résistance a RIF DETECTEE) : une mutation du géne rpoB
conforme a la gamme de valeurs Ct valides a été détectée.

» Rif Resistance INDETERMINATE (Résistance a RIF INDETERMINEE) : la concentration
en MTB est trés faible et la résistance n'a pas pu étre déterminée.
» Rif Resistance NOT DETECTED (Résistance & RIF NON DETECTEE) : aucune mutation
du géne rpoB n'a été détectée.
» SPC—NA (Controdle interne de process : sans objet) : le signal du Contréle interne de
process n'est pas nécessaire car I'amplification MTB est valide.

» Probe Check—PASS (Contréle de la sonde réussi), tous les résultats du contréle de la
sonde sont réussis.

> Interprétation : présence d’ADN de bacilles de la tuberculose.

2.MTB NOT DETECTED (MTB NON DETECTE) : 'ADN de la cible MTB n’est pas détecté,

le Contrdle interne de process répond aux critéres d’acceptation

» SPC—Pass (contrble interne de process réussi) : le contréle interne de process
présente un ct compris dans la gamme valide et sa valeur finale se situe au-dessus de
la valeur finale minimale requise.

» Probe Check—PASS (Contréle de la sonde réussi), tous les résultats du contréle de la
sonde sont réussis.

> Interprétation : absence de détection d’ADN de bacilles de la tuberculose.

3. RIF NOT DETECTED (RIF NON DETECTE) : mutations cibles conférant la résistance

RIF non détectées, le Contrdle interne de process répond aux critéres d'acceptation

» SPC—Pass (Contr6le interne de process réussi) : le contrdle interne de process
présente un Ct compris dans la gamme valide et sa valeur finale se situe au-dessus de
la valeur finale minimale requise.

> Probe Check—PASS (contréle de la sonde réussi), tous les résultats du controle de la
sonde sont réussis.

> Interprétation : présence d’ADN de bacilles de la tuberculose sans détection de
mutations conférant la résistance a la rifampicine.

4. RIF DETECTED (RIF DETECTE) : mutations cibles conférant la résistance RIF

détectées, le contrdle interne de process répond aux critéres d’acceptation

» SPC—Pass (Contrdle interne de process réussi) : le contr6le interne de process
présente un Ct compris dans la gamme valide et sa valeur finale se situe au-dessus de
la valeur finale minimale requise.
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» Probe Check—PASS (contrdle de la sonde réussi), tous les résultats du contréle de la
sonde sont réussis.

» Interprétation : présence d'ADN de bacilles de la tuberculose avec détection de

mutations conférant la résistance a la rifampicine.

Causes d'erreurs
Invalide

» Le contréle interne du processus n'est pas passé. La PCR a été inhibée.

» Il faut vérifier I'état de conservation de I'échantillon et la présence dinhibiteurs
(traitement par nubilisation, écouvillon a base de coton...)

» |l faut répéter le test avec un autre échantillon.

Pas de résultats

» Manque de données : le test a été arrété volontairement ou non.

> |l faut vérifier toutes les connections.

5006/5007

» Le contrdle des sondes n'est pas passé et le test s'est arrété.

» Le réactif n'a pas été correctement introduit dans la cartouche (volume, bulles,
échantillon visqueux ou avec des particules).

> |l faut vérifier la consistance de I'échantillon et le tester a nouveau avec une seconde
cartouche.

Messages clés

Les méthodes moléculaires permettent la détection rapide de la résistance a la
rifampicine en 2h ou 24 a 48h selon la nature du test.

Ces méthodes sont surtout fiables pour la détection de la résistance a la rifampicine,

un bon indicateur de multi-résistance.
Elles ne sont pas appropriées pour le suivi de traitement.

L’adoption des tests moléculaires ne supprime pas le besoin en méthodes
conventionnelles d’antibiogrammes.
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Annexe 5

Exemple de tests sur bandelette Hain Genotype MTBDRplus

n}

cC
AC

Control Mith

Control rpedt

rpod W1 (506-509)
rpolt WT2(510-513)
rpoft WT3 (513-517)
rpolt WTd (516-519)
rpolt WTS (518-522)
rpoft WTh (521-525)
rpolt WTT (526-529)
rprolt WTE (530-533)
rpali MUT1 (D516Y)

rpoll MUTZA (H526Y)
rpoBt MUT2B (H526D )

mpofl MUT3 (85311}

Control Larts

kewt: WT (315)
ket; MUTIL (5831571}
ke MUTZ (S315T2)

Control
il WTL (-18/-15}
fls W2 (-8)
inh MUT1 (¢151)
il MUT2 (albg)h
inf MUT3IA (e}
inh MUT3E (1%a)

il
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]
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g EE=E=
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CEERER- -
LLEOOLEL
:::::::F
‘_._:;_4le§*_¢.-.
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Exemples de profils et leur évaluation concernant les résistances a I'INH et Rif

4 6 8 9
B + + + + + + + + +
RpoB WT + - - - + + + + +
rpoB MUT - + + + + + + - +
katG WT + + + = - - - - -
katG MUT - - - + + + + - +
inhA WT + + = + + + + + =
inhA MUT - - + - - - - -

RMP S R R R R R R S R
INH S S R R R R R R R

Si toutes les bandes de type sauvage développent un signal, le résultat est codé « + »
dans la colonne WT du géne correspondant. Si au moins une des bandes de type sauvage
est absente, le résultat est codé « - » dans la colonne WT de ce gene. Si aucune des
bandes MUT ne présente de signal, le résultat est codé « - » dans la colonne MUT mais si
il apparait au moins une bande mutation, le résultat est noté « + » dans la colonne MUT
du géne correspondant.

La souche est notée S pour Sensible si la colonne WT est « + » et la colonne MUT est «
- ». La souches est notée R pour Résistante si la colonne WT est « - » et la colonne MUT
est « + ». La souche est également notée R pour Résistante si la colonne WT est « - »
méme si la colonne MUT est « - ».
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Exemple de tests sur bandelette Hain Genotype MTBDRs/

cC
AC
TUB
Control gyr4
gyrd WT1 (85-90)
gyrrd WT2 (89-93)
gyrd WT3 (92-97)
gyrd MUT1 (A90V)
g4 MUT2 (S91P)
Fluoroquinolones gyrd MUT3A (D94A)
(gyr4 and gyrB genes) gyrdA MUT3B (D94N/Y)
gyrd MUT3C (D94G)
gyr4 MUT3D (D94H)
Control gyrB
&yrB WT1 (536-541)
gyrB MUT1 (N538D)
L gyrB MUT2 (E540V)
p— Control rrs
rrs WT1 (1401-1402)
rrs WT2 (1484)
rrs MUT1 (A1401G)
Aminoglycosides/ rrs MUT2 (G1484T)
Cyclic Peptides = Control eis
(rrs gene and eis promoter) eis WT1 (G-37)
eis WT2 (C-14, C-12, G-10)
eis WT3 (C-2)
eis MUT1 (C-14T)

ARNRRRRARIRRRRRRRRRRS

THIERIT

|11

cM

| =i
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Exemples de profils et leur évaluation concernant les résistances aux fluoroquinolones
(FLQ) et/ou aminoglycosides/peptides cycliques (AG/CP)

Exemples d'Evaluation

eis r
Phenaot
ayrB —1 ,J_, | resistance.
—

:
nmEDEEEE|  Em e _ — s|2|2

SR 108 RO RN O U O e +-[+- [[]

S0 01 SRERUSN VIR 0 A 0 |-+ +H-

SRR I O MM I OO Ot O -+ -

A 1 R ORI OO U e —H[+H- .

SER 1 8 ARSI ORI MUY A W e +=-[- +

S 0O M A T I -[+-+ e

:7’:|||||||:|:::::||::|||:[||:|: [+ ae BERE

QY!A rrs

Si toutes les bandes sauvages d'un gene développent un signal, le résultat est considéré
comme positif et la colonne type sauvage WT du gene correspondant est marquée
d’'un “+". Si au moins une des bandes de type sauvage est manquante, le résultat est
considéré comme négatif et la colonne de type sauvage WT est marquée d'un signe "-".
Les colonnes MUT ne sont marquées d'un signe négatif que lorsque aucune des bandes
de mutation du géne correspondant ne développe de coloration. Si au moins une des
bandes de mutation développe un signal, le résultat est considéré comme positif et la
colonne MUT du géne respectif est marquée d'un “+". Pour les colonnes de résistance, un
“+" n'est entré que si au moins une des colonnes WT et MUT s'écarte de la configuration
de type sauvage du géne correspondant dans l'exemple 1.

L'exemple 1 montre un profil de type sauvage. Toutes les sondes de type sauvage
présentent un signal, mais aucune des sondes de mutation ne développent de coloration
; par conséquent, la grille d'évaluation indique “+" dans les quatre colonnes de type
sauvage et “-" dans les quatre colonnes de mutation. Par conséquent, aucune entrée
n'est saisie dans les champs des colonnes de résistance.

_54 -



Annexe 6

Exemple de résultat de test Xpert MTB/RIF

Souche de bacille de la tuberculose sensible a la rifampicine

¢ Testand Anaie Resull  Detall | Errors | Mistory

Rssay Name Xpert MTB-RIF Assay _ Version I &
=~ |
[ anampe ct I EndPt | AnaiyeResun Probs
[Name Check
| Reszull
Probe O na M0 POS PABE
Probe C mr L POS| E&BE‘
Frote E Fa k| 1980 FOZ Pass
Probe B ny 130 POS PASS
SPC| nr 3060, NA PABE
| Prabe A 204 2350 POS PASE -
Fi | Legemi |
! L 1] I T
¥l | Probe D; Primary ~
¥ Probe C;Primary
i — [ | Probe E; Primary
Pl ¥l Probe B; Primary
P || SPC; Primary
00 - . ¥l Probe A; Primary
- .
| 4
i . e g
10 2 T »
Cycies
D e s i) =
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