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DETECTION MOLECULAIRE DES
ENTEROPATHOGENES BACTERIENS PAR PCR
MULTIPLEXE

(REFERENCE - 2017.01.007AV)

Avis - validité analytique

1. INFORMATION GENERALE

1.1. Demandeur : Centre hospitalier universitaire Sainte-Justine

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes responsables de
'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une recherche documentaire
complémentaire selon les données disponibles au moment de I'évaluation de I'analyse
par 'INESSS.

Conflits d’intéréts

Tous les membres ont participé a la délibération et aucun ne s’est retiré au moment de
formuler la recommandation.




INTRODUCTION

L’avis intitulé Détection moléculaire des entéropathogenes bactériens par PCR
multiplexe a été transmis au ministre de la Santé et des Services sociaux le 10 janvier
2018 et publié le 12 mars 2018 [INESSS, 2018]. Cet avis avait pour objectif d’évaluer
I'ajout au Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de biologie
médicale, ci-aprés nommé Répertoire, d’'une nouvelle analyse permettant de détecter
'agent causal d’'une gastroentérite bactérienne a partir d’'un échantillon de selle du
patient. Les bactéries visées sont les Salmonella, Shigella, bactéries productrices de
Shiga-toxines, Yersinia enterocolitica, Campylobacter, Vibrio spp. et Aeromonas spp.

Dans son avis, 'INESSS a recommandé l'introduction de 'analyse au Répertoire en
précisant que cette introduction était conditionnelle a la production d’un plan complet et
détaillé de validation analytique. L'INESSS demandait également de fournir les résultats
lorsqu’ils seraient disponibles.

Suite a la publication de I'avis, le centre demandeur a transmis a 'INESSS des données
de validation et I'objectif du présent avis est de présenter ces données.



3. RESUME DE L’EVALUATION PRECEDENTE

Un survol de I'évaluation menée en phase | par I'INESSS est présenté dans le tableau 1.

Tableau 1 Résumé exécutif de I’évaluation de I'utilité clinique en phase |

Détection moléculaire des entéropathogénes bactériens par PCR multiplexe

Demandeur Centre hospitalier universitaire (CHU) Sainte-Justine
Objectif de L’analyse permettrait la détection des entéropathogénes bactériens par PCR multiplexe en
I'analyse identifiant des agents étiologiques des diarrhées sanglantes ou chroniques.

Situation actuelle

Actuellement, les entéropathogénes bactériens sont principalement détectés par culture. Le
délai de réponse est de 4 a 7 jours et nécessite plusieurs géloses. Les souches d’E. coli
productrices de Shiga-toxines, aussi connues sous le nom d’E. coli entérohémorragique
(ECEH), sont recherchées de routine dans les selles au Québec.

Nombre
d’analyses
prévues

Il a été estimé que 2 150 analyses seraient réalisées au CHU Sainte-Justine au cours des
trois prochaines années.

Utilité clinique

Une revue de la documentation scientifique a permis de recenser cing études traitant de la
détection d’entéropathogénes bactériens a I'aide d’'une technique de PCR multiplexe en
temps réel développé en laboratoire (LDT). Selon les résultats présentés, la PCR multiplexe
est plus rapide et procure un taux de positivité significativement plus élevée (8,6 % a

19,2 %) que la culture conventionnelle (5,0 % a 7,5 %). C’est une technique sensible,
spécifique et robuste.

Advenant que I'analyse soit implantée pour répondre aux besoins de I'ensemble de la

LTJEZZiaire prov,ince, cela pourrait générer un<‘e réduction de codts gllant dg\ 264 OOQ$ al7M$par
année pour un total de 792 000 $ & 5,1 M$ pour les trois premiéres années.
L’Association of Public Health Laboratories [APHL, 2015] stipule que les tests moléculaires :
e sont indépendants de la culture,
Positions et e sont plus rapides,

orientations
d’organismes
d’intérét

sont basés sur une approche syndromique,
offrent de I'information sur les pathogénes difficiles a cultiver,
sont plus économiques que les techniques microbiologiques classiques.

Selon le Public Health England [PHE, 2013], les méthodes moléculaires peuvent étre
supérieures aux méthodes conventionnelles et devraient étre considérées lorsqu’elles sont
disponibles afin d’assurer une interprétation clinique appropriée.

Enjeux
particuliers

¢ En limitant 'analyse aux patients présentant des symptémes gastro-intestinaux
graves, le risque de faux positifs associé a une trop grande sensibilité de la méthode
est négligeable.

¢ Bien que les génes de virulence ciblés soient généralement des régions fortement
conservées, les amorces pourraient ne pas détecter de nouvelles variantes et
produire des faux négatifs.

¢ Des analyses supplémentaires devraient étre réalisées en cas de résultats négatifs
malgré des symptomes cliniques clairs comme la présence de sang dans les selles.
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ANALYSE EVALUEE

Description de la méthode

En 2017, la demande adressée a 'INESSS portait sur le développement d’'une analyse
« maison » consistant en 'amplification par PCR multiplexe en temps réel d’acides
nucléiques spécifiques d’entéropathogeénes bactériens dans le but d’augmenter sa
sensibilité, raccourcir son temps de réalisation et diminuer les co(ts lui étant associés.
Cependant, cette démarche n’exclut pas la possibilité d’utiliser une trousse commerciale.
Cette analyse vise l'identification des entéropathogénes bactériens suivants :

e Salmonella;

e Shigella;

e Bactéries productrices de Shiga-toxines;

e Yersinia enterocolitica,

e Campylobacter;

e « Vibrio spp »;

e Aeromonas spp.
Les pathogénes entériques bactériens sont nombreux. Certains sont rares (ex. Vibrio
spp) alors que d’autres sont trés fréquents, pouvant méme parfois entrainer des
difficultés d’interprétation (ex. E. coli producteur d’entérotoxine). Aprés consultation de la
littérature, le demandeur exclut la cible Vibrio spp du multiplex afin de maximiser le
rapport colt/bénéfice.

Les conditions d’amplification choisies sont les mémes que celles utilisées pour tous les
autres tests en bactériologie moléculaire au CHU Sainte-Justine.

Homologation

L’analyse proposée n’est pas homologuée par Santé Canada ou la Food and Drug
Administration (FDA).



5.1.

DONNEES DE VALIDITE ANALYTIQUE

Données fournies par le demandeur

Cibles retenues pour effectuer I’analyse

Les échantillons acceptés pour cette technique sont des selles fraiches de patients
symptomatiques regues dans un pot stérile ou dans le milieu de transport Cary-Blair. Les
conditions d’ampilification choisies sont les mémes que celles utilisées pour tous les
autres tests en bactériologie moléculaire au CHU Sainte-Justine a savoir : une
dénaturation initiale de 3 minutes a 95°C suivie de 45 cycles d’amplification de 95°C
pendant 10 secondes et 60°C pendant 30 secondes.

La sélection des protocoles a été effectuée a partir d’articles qui avaient été publiés sur
des cibles validées pour chaque bactérie. A la conclusion de la comparaison de ces
cibles, celles offrant la meilleure performance dans les conditions établies par le
laboratoire demandeur étaient retenues :

e Aeromonas sp. dans aérolysine. [Liu et al., 2012];

e Aeromonas sp. dans gyrB. [Uchiyama et al., 2012];

e Campylobacter coli (C. coli) et jejuni (C. jejuni) dans cadF. [Liu et al., 2012];

e C. coli et jejuni dans glyA. et hipO. [Leblanc-Maridor et al., 2011];

e Salmonella sp. dans invA. [Liu et al., 2012];

e Salmonella sp. dans ttr. [De Boer et al., 2010];

¢ Shigella sp./ E.coli entéroinvasif, dans ipaH. [De Boer et al., 2010];

¢ Shigella sp./ E.coli entéroinvasif, dans ipaH. [Cremonesi et al., 2014];

¢ Yersinia enterocolitica (Y. enterocolitica) dans ail. [Van Lint et al., 2015];

e Y. enterocolitica dans yst. [Cremonesi et al., 2014];

e Pour Campylobacter jejuni, une troisieme cible a été testée, car les résultats
escomptés n’étaient pas atteints avec les deux cibles précédemment choisies :
Campylobacter jejuni dans mapA. [Van Lint et al.,, 2015]

Agencement des réactions PCR et RT-PCR en multiplex

Pour chaque cible, différentes concentrations d’amorces (100, 300, 500, et 900 nM final)
et de sondes (100, 200, 300 et 400 nM final) ont été comparées. Les cibles offrant les
meilleures performances du test sont les suivantes :

e gyrB pour Aeromonas,

¢ glyA pour C. coli,

e mapA pour C. jejuni,

e ttr pour Salmonella,

¢ ipaH (design de De Boer et al.) pour Shigella,
e ail pour Y. enterocolitica.

Il est a noter que le gene ail code une protéine d’attachement et d’'invasion qui est
présente uniguement dans les souches pathogénes de Yersinia enterocolitica.



Traitement de I’échantillon

Dans le but de diminuer le colt de cette analyse, le demandeur a évalué la possibilité
d’éliminer I'étape d’extraction d’ADN. Pour ce faire, différents tests ont été effectués avec
'analyse « maison » de PCR en temps réel pour la détection de Clostridium difficile,
celle-ci étant une technique de routine du laboratoire utilisant le méme type d’échantillon.
La méthode sans extraction d’ADN s’est avérée dix fois moins sensible que la technique
avec extraction d’ADN. Toutefois, elle a permis d’avoir une corrélation de 100 % par
rapport aux résultats obtenus avec la culture bactérienne (22 échantillons positifs et

49 échantillons négatifs testés).

Comparaison entre les résultats issus de culture bactérienne et ceux de la réaction
PCR

En prévision de la validation de cette technique, 64 aliquotes (1 ml) de selles positives en
culture ont été congelés. Il est a noter que ces aliquotes congelés pourraient ne pas étre
représentatifs des échantillons complets car ayant été prélevés dans le surnageant (la
partie liquide) du pot.

Au total, 150 échantillons analysés en culture ont été testés par PCR. En raison du faible
nombre d’échantillons positifs en routine pour certains pathogénes, les 17 échantillons
positifs pour Y. enterocolitica sont des souches précédemment isolées de selles qui ont
été inoculées dans des selles négatives en culture et PCR. Il en a été de méme pour
cing échantillons positifs pour C. coli. Pour 10 échantillons, le contrdle interne n’a pas
donné de signal positif (probablement a cause de la présence d’inhibiteurs) et ces
échantillons ont été repris aprés une étape de purification sur colonne (Zymo-Spin IV-
HRC). En définitive, 57/150 échantillons étaient négatifs en culture et PCR. Les résultats
des 93 autres échantillons sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2 Résultats de 93 échantillons qui n’étaient pas négatifs en culture ni en

PCR

BACTERIES PCR positi\{g et| PCR posi,tive. et PCR négati\(g et
culture positive | culture négative culture positive

C. coli 5 2 0

C. jejuni 15 2 0

Y. enterocolitica 14 0 3

Aeromonas 11 2 1*

Salmonella 29 0 3*

Shigella 10 0 0

* : Surnageant de selles congelées a -80°C

Il est a noter que parmi ces 93 échantillons, quatre étaient positifs pour deux
pathogénes, a savoir : trois échantillons positifs pour C. jejuni et Salmonella (dont 1

C. jejuni détecté par PCR uniguement) et un échantillon positif pour Aeromonas et
Salmonella (Aeromonas détecté par PCR uniquement). Des trois échantillons négatifs en
PCR pour Y. enterocolitica, deux sont du biotype 1A qui est un biotype non pathogéne
(donc ne contient pas le gene ail) et le troisieme a été envoyé au LSPQ pour un typage
(résultats non disponibles au moment d’écrire ceci).



Comparaison entre les résultats issus de culture bactérienne, de PCR et d’'une
technigue commerciale

Les 150 échantillons ont également été testés avec une technique commerciale (BDmax,
de BD) permettant la détection des mémes bactéries, a I'exception de la souche
Aeromonas spp. Tous les résultats ont été concordants, en dehors de cing échantillons
positifs pour Salmonella sp., en culture et par la réaction PCR « maison », qui ont donné
des résultats négatifs avec la technigue commerciale. De plus, la technique commerciale
n’a pas fonctionné pour deux échantillons négatifs, malgré la répétition du test.

Limite de détection

Pour déterminer la limite de détection, différentes souches ont été diluées dans des
selles négatives (en culture et PCR). La quantification a été effectuée par étalement des
souches diluées sur des géloses. Cette expérience a été faite pour trois souches
différentes pour chaque espéce ciblée et la limite de détection a été déterminée comme
étant un Cp inférieur a 40. La limite de détection est d’environ 1 000 unités formant les
colonies par millilitre de selle.

Evaluation prospective

Le demandeur a réalisé une étude prospective au courant de laquelle les échantillons de
selles recueillis sont analysés a I'aide de I'analyse PCR multiplexe qui a été développée
(tableau 3).

Tableau 3 Résultats de I’étude prospective menée au CHUSJ depuis mars 2019

PARAMETRES EVALUES DUREE DE L’ETUDE PROSPECTIVE
25 mars — 25 juin 2019 | 26 juin — 31 aolt 2019
Echantillons analysés (n) 440 354
Echantillons positifs 61 (14 %) 68 (19 %)
PCR seule ou PCR et culture
Positifs PCR et culture 40 49
Aeromonas 8 9
Campylobacter o* 21
Salmonella 11t 10
Shigella/E. coli entéroinvasif 5 5
Yersinia 0 4
Positifs PCR et Négatifs culture 21 19
Aeromonas 12% 9
Campylobacter 2 2
Salmonella 0 1
Shigella/E. coli entéroinvasif 68 7
Shigella/E. coli entéroinvasif + Aeromonas 1 0

* Un échantillon positif pour C. jejuni I'était aussi pour Aeromonas par PCR

1 Un échantillon positif pour Salmonella I'était aussi pour C. coli par PCR

I Sur 9 patients — un patient avec deux échantillons positifs par PCR, seulement un positif par culture

§ Sur quatre patients, un patient avait eu une culture positive pour Shigella quatre mois plus tot

I Un patient avait deux selles positives le 21 juillet pour Shigella par PCR et culture et deux selles positives le 1°" ao(t

par PCR seulement.




Les épreuves de PCR multiplexe développées au CHUSJ en 2018 ont montré une bonne
sensibilité et spécificité lorsque comparées a la culture bactérienne sur 150 échantillons.
Elles sont optimisées pour les plateaux technologigues en usage dans ce laboratoire et
utilisent le méme type de réactifs. Elles s’intégrent donc harmonieusement aux autres
épreuves PCR de détections bactériennes. La préparation de mélanges réactionnels est
simplifiée pour éviter les erreurs de pipetage et standardiser les essais. L’analyse est
utilisée depuis le 26 juin 2019 et seuls les échantillons positifs par PCR sont mis en
culture.

RESUME DE LA DELIBERATION

Les membres du comité soulignent le colt trés raisonnable de I'analyse et sont en
accord avec le choix des cibles et la décision d’exclure le Vibrio en raison de sa rareté.
La possibilité de faire une recherche de Vibrio par culture sur demande pour les patients
habitants sur la céte ou en contexte d’éclosion, par exemple, est une approche
judicieuse.

Le nombre d’échantillons validés de chaque cible est jugé insuffisant. Toutefois, les
experts du comité sont conscients que pour la plupart des cibles, sauf Campylobacter et
Salmonella, il est difficile de cumuler des échantillons de patients en raison de la faible
prévalence de ces maladies. Le comité recommande toutefois d’augmenter les nombres
avec des spécimens synthétiques étant donné que c’est peu colteux et rapide.

Il a également été mentionné qu’il est nécessaire de faire les expériences pour préciser
un seuil de détection analytique ou du moins d’en avoir une idée, sur plusieurs
spécimens, surtout dans un contexte ou il est prévu de ne pas faire d’extraction d’ADN.

Aussi, vérifier la robustesse (test/retest) pour les échantillons frais mais aussi ceux qui
devront voyager a partir d’'un autre centre. Cette démonstration est d’autant plus vraie
pour la Shigella, une MADO trés importante et dont les quantités de bactéries peuvent
étre trés faibles et donc, souffrir de la compétition avec les autres bactéries pendant le
temps de transport.



7. RECOMMANDATION DE L’'INESSS

DETECTION MOLECULAIRE DES ENTEROPATHOGENES BACTERIENS PAR PCR
MULTIPLEXE

La recommandation de 'INESSS

Considérant que I'utilité de I'analyse a déja été reconnue et qu'il s'agit d'une
évaluation en phase Il, les données de validation analytique ont été jugées :

1 Complétes

Incomplétes

Précisions accompagnant la recommandation

e Augmenter le nombre d’échantillons minimalement pour les cibles
plus fréquentes (Campylobacter, Shigella et Salmonella);

¢ Calcul de sensibilité/spécificité avec un intervalle de confiance par
cible au lieu d’un calcul global;

e Préciser un seuil de détection analytique;

e Vérifier la robustesse (test/retest) surtout pour les échantillons
provenant de I'externe;

e Se référer aux normes CLSI MM03, Cumitech 31A et CSA
Z316.8-F18;

e L’ INESSS ne demandera pas a recevoir ce dossier.
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