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40513)

Avis d’évaluation

1 INFORMATIONS GENERALES
1.1 Demandeur : CHUQ - Centre hospitalier de I’'Université Laval.
1.2 Date de demande d’examen : 30 juillet 2012.

1.3 Date de transmission de I’avis au ministre : 12 avril 2013.

Mise en garde :

Le présent avis est fondé sur les informations scientifiques et commerciales [déposées par le(s)
demandeur(s) ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire] selon les données
disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2 TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE(S)

2.1 Nom de la technologie

Séquencage’ des acides nucléiques de virus influenza® par la méthode traditionnelle de
Sanger [Sanger et al., 1977], aussi nommée méthode didésoxy.

2.2 Description bréve de la technologie

La méthode de Sanger, qui domine le séquencage depuis 1977 [Shendure et al., 2011], est
bien établie, par exemple pour la caractérisation du virus influenza A [Shinde et al., 2009;
Hiromoto et al., 2000; Lindstrom et al., 1998]. Elle comporte les étapes suivantes :

a) choix d’'une amorce spécifique complémentaire a un seul brin d’'une matrice d’ADN
amplifiée (par PCR ou par RT-PCR);

! Le séquencage sert a déterminer I'ordre des bases azotées qui constituent les acides nucléiques.

* Trois types de virus influenza (A, B et C), dont deux principaux (A et B), sont connus. Il existe plusieurs sous-types du virus influenza
A et ils sont désignés en fonction de deux protéines retrouvées en sa surface : I’'hnémagglutinine (H) et la neuraminidase (N).
Contrairement au virus influenza A qui infecte plusieurs espéces, le virus influenza B infecte principalement les humains [Sheu et al.,
2010].
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Figure 1

b) incubation de la matrice, de I'amorce et de ’ADN pol en présence de
désoxynucléotides (dNTP) non marqués et de didésoxynucléotides (ddNTP) marqués
d’un fluorophore unique;

c) la polymérisation des molécules se poursuit jusqu’a I'incorporation d’'un ddNTP qui
stoppe la chaine (terminaison aléatoirement distribuée pour chaque molécule);

d) les produits de séquence de tailles différentes sont purifiés selon leur poids
moléculaire par électrophorese capillaire;

e) un laser parcourt le capillaire et excite le fluorochrome du ddNTP terminal de chaque
fragment séparé selon sa longueur;

f) la séquence des signaux de fluorescence émise est analysée et permet de déduire la
séquence des nucléotides.

Représentation schématique du séquencage par la méthode didésoxy
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Image gracieusement fournie par National Forensic Science Technology Center, from NIJ’s DNA analyst training program (Figure tirée
du site Web de la NFSTC, disponible a : http://projects.nfstc.org/gallery/main.php?g2_itemId=3566).
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3.1

3.2

Société ou développeur : aucune information n’a été fournie dans la demande.
Licence(s) : aucune information n’a été fournie dans la demande.

Brevet, le cas échéant : aucune information n’a été fournie dans la demande.

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : aucune information n’est disponible.

Valeur pondérée : 54,0 selon les informations fournies dans la demande.

INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

Patients ciblés

Selon les informations fournies dans la demande, il s’agit des patients qui ont un résultat
positif de RT-PCR pour virus influenza et pour qui le traitement antiviral est un échec (apres
cing jours). Si une méthode permettant de détecter des mutations communes (p. ex.,
pyroséquencage) échoue en premiere ligne, la méthode de Sanger pourrait étre utilisée
pour séquencer le virus en entier.

Description de la ou des maladies visée(s)

Les virus influenza sont d’importants pathogénes respiratoires qui causent, annuellement,
I’hospitalisation de plus de 200 000 personnes aux Etats-Unis [Monto, 2009] et le décés
d’approximativement un demi-million d’individus dans le monde [Englund, 2002].



3.3

3.4

3.5

4.2

Le génome de ces virus est constitué d’ARN simple brin et leur pouvoir de mutation est
attribuable a leur ARN polymérase qui fait bon nombre d’erreurs lors de la réplication virale
[Lauring et Andino, 2010; De la Torre et Holland 1990; Parvin et al., 1986]. Plusieurs
populations de virus sont ainsi produites au cours d’une infection et, en présence
d’antiviraux, les seuls virus qui persistent sont ceux qui ont une ou des mutation(s) qui leur
confere(nt) une résistance a ces médicaments [Mas et al., 2010; Lackenby et al., 2008].
Selon les informations fournies dans la demande, de 1 % a 2 % environ des souches de virus
influenza sont résistantes a I'oseltamivir et la majorité est résistante a 'amantadine.
Pendant la saison grippale 2007-2008 au Canada, jusqu’a 26 % des isolats de virus influenza
A H1N1 étaient résistants a I'oseltamivir [Eshaghi et al., 2009]. Il ne semble pas y avoir de
différences notoires, dans les symptomes ou la gravité, entre les infections causées par les
virus résistants a I'oseltamivir et ceux qui y sont sensibles [Ciancio et al., 2009; Dharan et
al., 2009].

Nombre de patients visés

Le volume provincial annuel est indéterminé selon les informations fournies dans la
demande.

Spécialités médicales concernées (et autres professionnels, le cas échéant)
Microbiologie-infectiologie.
Modalités d’administration du test

Selon les informations fournies dans la demande, le séquencgage sera pratiqué chez les
patients qui ont un résultat positif de TAAN (par RT-PCR) pour virus influenza apreés cing
jours d’antiviral. Les analyses seront effectuées au laboratoire du demandeur 1 fois par
semaine et le délai d’attente de la réponse est de 96 heures.

CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

Nature de la technologie diagnostique
Unique ou complémentaire aux tests phénotypiques.
Bréve description de la situation technologique actuelle

Selon I'ISIRV?, le génotypage’ du virus influenza est une méthode acceptée pour la
surveillance de la susceptibilité a I'amantadine, que ce soit par séquengage du gene M avec
la méthode de Sanger, ou par pyroséquencage de la région codant pour le domaine
transmembranaire ou se situent les cing mutations connues de la protéine M2. Des essais
phénotypiques (p. ex., dosage de la réduction des plages de lyse sur des cellules en culture)
peuvent également étre utilisés.

En ce qui a trait a la sensibilité a I'oseltamivir, la méthode traditionnelle phénotypique (ou
plus précisément fonctionnelle) est le test d’inhibition de la neuraminidase; ce test fait
appel a la chimioluminescence ou a la fluorescence. Quant au génotypage,

* International Society for Influenza and other Respiratory Virus Diseases (ISIRV). Frequently Asked Questions — Methodology [site
Web]. Disponible a : http://www.isirv.org/site/index.php/methodology/fag-on-resistance-methodology.

* Une étape d’amplification des acides nucléiques par une PCR précéde le génotypage proprement dit (séquencgage par la méthode
de Sanger ou pyroséquencgage) [Okomo-Adhiambo et al., 2013].
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4.3

5.2

il ne saurait déterminer entierement la susceptibilité aux inhibiteurs de la neuraminidase,
car la résistance a ces antiviraux est spécifique au médicament, ainsi qu’au type et au sous-
type de virus influenza®. L’approche prudente pour évaluer la susceptibilité aux inhibiteurs
de la neuraminidase est d’utiliser 'essai phénotypique® et de confirmer a I'aide d’essais
génotypiques’ comme le séquencage par la méthode de Sanger ou le séquencage par
pyroséquencage [Deyde et al., 2010]. Par ailleurs, de nombreuses autres méthodes, comme
la RT-PCR qui couvrent la mutation H275Y [Nakauchi et al., 2011; Mahony et al., 2010], sont
en développement afin de mieux répondre aux besoins des laboratoires en milieu
hospitalier (rapidité, simplicité, etc.).

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

La méthode de Sanger permet, en comparant la séquence étudiée a une séquence de type
sauvage, d’identifier toutes les mutations, qu’elles soient connues ou non. Les séquenceurs
de premiére génération permettent de séquencer jusqu’a 1 000 nucléotides tout en
automatisant certaines étapes de la méthode de Sanger qui prennent du temps (séparation
des fragments, analyse, etc.) [Shendure et al., 2011].

Le colit de la technologie et des options : aucune analyse n’a été réalisée.

DONNEES PROBANTES

La pertinence clinique
5.1.1 Remplacement d’un autre test : ne s’applique pas.

5.1.2 Valeur diagnostique, pronostique ou thérapeutique

La méthode de Sanger est la méthode de référence pour révéler la séquence du génome
viral et pour détecter ainsi des mutations associées ou non a la résistance aux antiviraux.
Cependant elle n’est peut-étre pas assez rapide pour étre pertinente dans un contexte
clinigue et pour permettre d’ajuster le traitement en conséquence.

Validité clinique

La recherche documentaire n’a pas permis de repérer d’études ayant évalué la validité de
I’analyse dans un contexte clinique, en termes de sensibilité, de spécificité et de valeurs
prédictives.

® Bien que I'on connaisse certaines mutations de la neuraminidase qui engendrent une résistance ou une diminution de la
susceptibilité [H275Y pour influenza A H1N1 saisonnier ou 2009 (pandémique); E119V, 1222V ou R292K pour influenza A H3N2;
R152K, D198E ou 1222T pour influenza B], les mécanismes de résistance ne sont pas complétement compris et d’autres mutations,
qui ne sont pas encore caractérisées, peuvent émerger.

® Les essais phénotypiques permettent de détecter toute résistance, qu’elle soit due 3 une ou des mutation (s) connue(s) ou
inconnue(s) [Okomo-Adhiambo et al., 2013].

7 Contrairement aux essais phénotypiques, les essais génotypiques ne permettent la détection que des mutations connues [Okomo-
Adhiambo et al., 2013].



5.3 Validité analytique (ou technique)
TERMES PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET

Répétabilité X

Reproductibilité X

Sensibilité analytique X

Spécificité analytique X

Effet de matrice X

Concordance X

Corrélation entre test et comparateur X

Autres selon te type de test X

5.4

6.1
6.2

6.3

Sensibilité et spécificité
La méthode de Sanger est la méthode de référence. Toutefois, en ce qui concerne la

sensibilité, elle ne peut détecter une population de virus présente dans une proportion de
moins de 20 % a 25 % d’un mélange [Chen et al., 2011; Wang et al., 2007].

Les recommandations favorables d’introduction dans les autres juridictions

Aucune recommandation n’a été repérée.

REPERCUSSIONS A ANTICIPER DE L'INTRODUCTION EVENTUELLE DE
L’ANALYSE

Impact sur les ressources matérielles et humaines : n’a pas été évalué.

Conséquences économiques d’une introduction dans le systeme de santé et de
services sociaux québécois : n‘ont pas été évaluées.

Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique,
politique)

A I'exception des 30 a 50 premiéres paires de bases [Pourmand et al., 2006], le séquencage
de la totalité des génes par la méthode de Sanger est précis pour la détection de
changements dans le génome viral, ce qui en fait la méthode de choix pour identifier les
changements, nouveaux ou établis, qui peuvent étre associés a la résistance aux antiviraux.
C’est ce qui distingue en effet le séquencage par la méthode de Sanger puisque le
pyroséquencage, par exemple, ne peut ni séquencer la totalité du génome, ni révéler des
mutations inconnues.

Par contre, rappelons que la méthode de Sanger n’est pas fiable pour discriminer des
populations virales mélangées, car elle ne peut détecter une population de virus présente
dans une proportion de moins de 20 % a 25 % [Chen et al., 2011; Wang et al., 2007], alors
que le pyroséquencage peut en détecter qui sont présentes dans une proportion de 5 %
[Deng et al., 2011].

De plus, la détection rapide de la résistance est essentielle en clinique pour dicter les soins
appropriés aux patients [Bao et al., 2011]. Or, selon la revue narrative d’Okomo-Adhiambo
et ses collégues [2013], la méthode de Sanger prend du temps, est laborieuse et est




colteuse. En effet, méme quand le séquencgage est automatisé, comme dans le protocole
utilisé par Suppiah et ses collaborateurs [2011], des étapes d’isolement (purification) des
virus (p. ex., par culture de cellules), de I’ARN et des produits d’amplification sont
nécessaires. Par ailleurs, il a été récemment recommandé que les virus analysés
proviennent directement d’échantillons cliniques plutét qu’ils ne soient purifiés par culture
sur des cellules en laboratoire, car la réplication dans ces dernieres peut étre différente de
ce qui se passe en réalité dans le corps humain (peut mener a une sélection de particules
virales qui n’est pas représentative de la réalité, etc.) [Okomo-Adhiambo et al., 2010; Hurt
et al., 2009].



7 AVIS EN BREF DE L'INESSS

Geénotypage des virus influenza par séquencage des acides
nucléiques (code 40513)

Le statut de la technologie diagnostique :
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie : qui devient obsolete

La recommandation de I'INESSS :
Avis de recommandation de maintien
O Avis de refus de maintien

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle :
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs, dans le cas d’un besoin de vigilance
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