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1 INFORMATION GENERALE

1.1 Demandeur : CIUSSS de I’Estrie-CHUS
1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 20 avril 2018

1.3 Date de publication de I'avis : 19 juin 2018

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes
responsables de I'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.

Conflit d’intéréts

Le D" Guy Fink et M™ Suzanne Bédard n’ont pas participé aux délibérations
et se sont retirés au moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

La lecture externe et 'accompagnement scientifigue sont des mécanismes
utilisés par 'INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs
externes et les experts accompagnateurs valident les aspects
méthodologiques de I'évaluation, de méme que I'exactitude du contenu, en
fonction de leur domaine d’expertise respectif.

Aux fins de validation du présent avis, I'experte consultée est :

= D" Catherine Brunel-Guitton, génétiqgue médicale, CHU Sainte-
Justine




2 RESUME

Contexte et avantages du test. Cette analyse permet le dosage de 'acide 3-
hydroxyglutarique (3HG) urinaire, le biomarqueur primordial de I'acidurie glutarique
de type 1 (GA-1). Les indications principales sont :

» |a confirmation d’un diagnostic de GA-1 chez les nouveau-nés;

= linvestigation diagnostique des patients présentant des symptémes ou
signes pouvant conduire a une suspicion clinique de GA-1.

Selon le demandeur, les avantages de I'analyse proposée sont :

» meilleure sensibilité, spécificité et exactitude pour le dosage de l'acide
3HG, en comparaison avec sa « quantification » dans le cadre de
'analyse d’un profil des acides organiques urinaires;

»= dans le contexte du suivi du dépistage néonatal, une méthode
suffisamment sensible et spécifique est nécessaire pour étre en mesure
de réfuter avec confiance un diagnostic de GA-1 chez les nouveau-nés
non atteints;

= clarifier le diagnostic différentiel des aciduries glutariques;

= @viter les envois hors Québec, ce qui devrait optimiser le temps de
réponse et diminuer les colts d’analyse;

= répond a un nouveau besoin clinique causé par l'introduction imminente
du dépistage néonatal sanguin pour la GA-1 au Québec, soit la
confirmation des résultats positifs au dépistage.

Valeur diagnostique. Des études de cas démontrant que I'acide 3HG peut étre
détecté par GC-MS dans un contexte clinique pour le diagnostic de la GA-1 ont été
analysées. Dans ces études, le dosage de 'acide 3HG permet un diagnostic sans
équivoque de tous les patients atteints de la GA-1, peu importe la quantité d’acide
glutarique urinaire excrété. Aussi, le diagnostic différentiel entre la GA-1 et la GA-2
ne pose habituellement pas de probléme puisque cette méthode permet de
distinguer 'acide 3HG de l'acide 2HG.

Valeur analytique. Les coefficients de variation sont inférieurs a 6 % et varient de
6 % a 18 % pour la précision intra-essai et inter-essai respectivement. La limite de
détection et la limite inférieure de quantification sont respectivement d’au moins 3,2
umol/l et 0,34 umol/l. Le coefficient de corrélation R? est supérieur & 0,99 pour la
linéarité. Le recouvrement varie entre 47 % et 97 %.

Impacts budgétaires et positions d’organisations d’intérét. L’analyse
économique a permis de constater que I'ajout de I'analyse au Répertoire pourrait
générer des colts supplémentaires d’environ 3 600 $ pour les trois premiéres
années. L’expertise et la disponibilité de la technologie sont présentes au Québec.



La présente analyse fait partie du protocole de confirmation diagnostique de la GA-1
dont I'implantation est prévue pour juin 2018. Ceci constitue un enjeu d’accessibilité
au test et d’arrimage avec le Programme québécois de dépistage néonatal sanguin
(PQDNS). Un comité d’experts internationaux recommande le dosage quantitatif de
'acide 3HG dans I'évaluation d’'un nouveau-né dont le résultat au dépistage
néonatal est positif ainsi que dans le cas d’'un patient avec une suspicion clinique de
GA-1.

3 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

3.1

3.2

Nom et objectif de I’analyse

Cette analyse permet le dosage de I'acide 3-hydroxyglutarique (3HG) urinaire, le
biomarqueur® primordial de I'acidurie glutarique de type 1 (GA-1). L’analyse inclut
aussi un dosage de I'acide glutarique? et de 'acide 2-hydroxyglutarique® (2HG). Les
indications principales sont :

» la confirmation (ou réfutation) biochimique d’un diagnostic de GA-1 chez
les nouveau-nés référés par le Programme québécois du dépistage
néonatal sanguin (PQDNS);

= linvestigation diagnostique des patients présentant des symptémes ou
signes pouvant conduire a une suspicion clinique de GA-1.

Description de la méthode

Les acides 3HG, 2HG et glutarique sont dosés par une chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) en utilisant une technique

d’extraction liquide-liquide suivie d’une dérivation chimique. La méthode repose sur
les principes de dilution & l'isotope stable®.

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode qui permet de séparer les
molécules d’'une substance selon ses propriétés physico-chimiques. L’échantillon
est injecté et vaporisé dans une colonne chromatographique. Les différentes
molécules de I'échantillon sont ensuite transportées par un gaz vecteur (phase
mobile) les entrainant a se séparer les unes des autres en fonction de leur affinité
avec la phase stationnaire (liquide ou solide). Ces composantes sont ensuite
détectées en sortie de colonne par un spectrométre de masse [Christou et al.,
2014].

! Un diagnostic sans équivoque peut étre fait par la quantification de I'acide 3-hydroxyglutarique
chez tous les patients atteints de GA-1, peu importe la quantité d’acide glutarique urinaire excrété
[Baric et al., 1999].

% L’acide glutarique est un autre marqueur de GA-1, mais normal chez certains patients GA-1.

% L’acide 2HG n’est pas un marqueur de GA-1, mais sa concentration est augmentée dans d'autres
désordres incluant I'acidurie glutarique de type 2 (GA-2).

* L’échantillon est mélangé a des standards internes : I'acide glutarique-d, et I'acide 3-
hydroxyglutarique-ds. Information tirée du protocole opératoire normalisé, CHUS, fourni par le
demandeur.



3.3

3.4

3.5

3.6

La spectrométrie de masse permet de déterminer la masse des molécules
présentes dans I'échantillon a traiter. La mesure de la masse repose sur la déviation
des molécules préalablement ionisées par un champ électrique ou magnétique, pour
lesquelles les trajectoires sont proportionnelles a leur masse et a leur charge. Le
spectrométre de masse est composé : 1) d’une source d’ionisation pour modifier la
charge des molécules et les faire passer en phase gazeuse; 2) d’un analyseur qui
permet de séparer les ions en fonction du rapport masse sur charge (m/z) [Grebe et
Singh, 2011]. Le traitement des résultats d’analyse est effectué avec un logiciel.

Modalité d’administration du test selon le demandeur

La collecte d’'un spécimen urinaire d’au moins 3 ml est effectuée dans un
établissement du réseau. L’échantillon est expédié congelé au laboratoire d’analyse
par le centre demandeur. Le temps de réponse prévu est de 5 a 10 jours ouvrables.
Cependant, dans une situation critique (état clinique aigu et forte suspicion clinique
de GA-1), 'analyse peut étre offerte en priorité (1 ou 2 jours ouvrables).

D’aprés le demandeur, il n'y a pas d'algorithme spécifique pour restreindre I'accés a
ce test. Il est peu probable que ce test spécialisé soit prescrit, excepté par un
spécialiste approprié dans un contexte particulier. Les renseignements cliniques
demandés sont soit les cas issus du dépistage néonatal sanguin, soit les patients
symptomatiques sous investigation diagnostique. Cependant, lorsqu’il s’agit d’une
demande provenant d’'une source inhabituelle, une communication entre un
responsable du laboratoire et I'expéditeur est prévue afin de clarifier le contexte.

Par ailleurs, un algorithme clinique est présentement en élaboration par le Comité
consultatif sur le dépistage néonatal sanguin et urinaire du ministére de la Santé et
des Services sociaux (MSSS). Il inclut la quantification de I'acide 3HG (présente
analyse), le profil des acides organiques et le profil des acylcarnitines.

Société ou concepteur
Analyse « maison ».

Homologation

Cette analyse et les technologies utilisées n’ont fait I'objet d’aucune homologation
aupres de Santé Canada ou de la Food and Drug Administration (FDA).

Valeur pondérée : 118,88



4.1

4.2

CONTEXTE

Patients ciblés
= Les nouveau-nés ayant un résultat positif au dépistage néonatal de la GA-1;

= Les patients ayant des signes ou des symptomes pouvant orienter vers la
GA-1.

Description de la maladie visée

L’acidurie glutarique de type 1 (GA-1) est une maladie métabolique héréditaire rare
(autosomique récessive) causée par un déficit en glutaryl-CoA déshydrogénase
dans le métabolisme de la lysine, de I'hydroxylysine et du tryptophane. Cela méne a
une accumulation d’acide glutarique, d’acide 3-hydroxyglutarique, d’acide
glutaconique et de glutarylcarnitine dans les tissus et les fluides corporels [Boy et
al., 2017; Hoffmann, 2013; Baric et al., 1999]. L'incidence mondiale est estimée a 1
sur 110 000 [Boy et al., 2017]. L'incidence et la prévalence de la maladie au Québec
ne sont pas connues ni documentées. D’aprées le demandeur, il y a actuellement
environ 12 patients atteints de GA-1 connus et suivis au Québec. La présentation
clinique typigue inclut des crises aigués d’encéphalopathies (hypotonie, perte des
capacités motrices et convulsions) provoquant des Iésions striatales bilatérales, une
dyskinésie et une dystonie [Boy et al., 2017; Gordon, 2006; Baric et al., 1999].
Parfois, une hémorragie rétinienne ou sous-durale peut étre présente et étre
confondue avec le syndrome du bébé secoué. Les crises encéphalopathiques
aigués surviennent souvent durant les premiers 3 a 36 mois, parfois jusqu’a la 6°
année de vie®. La morbidité et la mortalité sont considérables [Boy et al., 2017; Tsai
et al., 2017; Hoffmann, 2013; Lindner et al., 2006; Baric et al., 1999].

La GA-1 est une maladie grave mais traitable si elle est diagnostiquée tot. Le
pronostic dépend du moment du diagnostic, de la prise en charge et du traitement
de la maladie [Boy et al., 2017; Hoffmann, 2013]. S’ils sont traités tét, plusieurs
enfants atteints de GA-1 peuvent mener une vie en bonne santé avec des
développements intellectuels et moteurs normaux ou presgue normaux [Vernon,
2015; Afroze et Yunus, 2014]. Le traitement quotidien comprend une diete réduite
en lysine et en tryptophane et une supplémentation en L-carnitine et en riboflavine.
Un traitement d’'urgence peut étre donné en cas de crise aigué par 'augmentation
de 'apport énergétique, la suppression des protéines naturelles (pendant 24 h a

48 h) et leur réintroduction graduelle, le doublement de la supplémentation en
L-carnitine IV ou per os, le maintien de I'équilibre des fluides et des électrolytes ainsi
que la surveillance de la glycémie, de l'urée, de la créatinine, du bilan acido-basique
et de la fonction hépatique [Boy et al., 2017; Hoffmann, 2013].

® Ces crises sont souvent précipitées par une maladie fébrile intercurrente (maladie infectieuse),
une vaccination ou une intervention chirurgicale.
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4.3

4.4

4.5

Nombre d’analyses prévues et de patients visés

Approximativement 3 tests par année sont prévus pour le RUIS du CIUSSS-CHUS.
Pour le Québec, le nombre d’analyses attendues est de 25 a 30 tests par année.
Cette estimation englobe :

= le nombre de cas référés par le PQDNS. Une simulation initiale prévoit
12 nouveau-nés référés pour un résultat positif au GA-1 annuellement;

= environ 10 tests par année pour une suspicion clinique. Une légére
augmentation est plausible avec la disponibilité de I'analyse au Québec.

Situation actuelle

En présence d’'un patient avec des symptdomes ou des signes compatibles avec une
GA-1, les médecins prescrivent des analyses de profil des acides organiques
(incluant I'acide 3HG, voir annexe A) et des acylcarnitines. Si les résultats sont
négatifs ou a la limite des valeurs de référence, mais qu'il subsiste une suspicion
clinique, I'envoi d’'un échantillon hors du Québec pour un test plus approfondi est
considéré (ex. : dosage de I'acide 3HG)®. Le diagnostic final repose sur une analyse
génétique et pour les cas se soldant en l'identification d’un variant de signification
inconnue ou d’'une seule mutation, une analyse enzymatique est alors réalisée en
complément.

Selon le demandeur, approximativement 10 échantillons par année sont envoyés
pour un test comparable & Denver Genetics Laboratories (Etats-Unis)’ notamment
en raison d’'une suspicion clinique de GA-1.

L’analyse fait partie d’'une ébauche d’un protocole de confirmation diagnostique
discuté au Comité consultatif sur le dépistage néonatal sanguin et urinaire®. Elle
serait réalisée en paralléle avec I'analyse des acides organiques urinaires et du
profil des acylcarnitines sanguins. Une confirmation du diagnostic serait faite par
une analyse génétique du géne de la glutaryl-CoA déshydrogénase (GCDH) et, si
nécessaire, un dosage enzymatique.

Données médico-administratives

Dans le Répertoire québécois et systéeme de mesure des procédures de biologie
médicale (ci-aprés nommé Répertoire), il existe deux analyses utilisées pour le
diagnostic de I'acidurie glutarique. L’analyse quantitative des acides organiques
urinaires par CG-MS (50415) est effectuée par le CHUS et le CHU Sainte-Justine
alors que I'analyse du profil des acylcarnitines sériques par LC-MS/MS (50417) est
réalisée par le CHUS et le Centre universitaire de santé McGill. Le tableau 1
présente les données du MSSS relativement au volume d’activités et aux colts des
analyses. Toutefois, ce n’est pas la totalité de ces analyses qui sont réalisées pour
diagnostiquer la GA-1.

® Information fournie par le demandeur, communication électronique du 30 novembre 2017.

" Basé sur des informations fournies au demandeur par le laboratoire de génétique biochimique du
CHU Sainte-Justine.

® Réunion du comité tenue le 16 juin 2017, information fournie par le demandeur.



Tableau 1 Nombre d’analyses en lien avec le dosage de I’acide 3HG pour les

années 2014-2015 et 2015-2016

PONDEREE | DANALYSES | (©)
organiques urinaires — quantitatif (50415)
2014 - 2015 80 2431 194 480
2015 - 2016 77 2844 218 988
Acylcarnitines sériques — profil (MS/MS) (50417)
2014 - 2015 127 1263 160 401
2015 - 2016 105 1730 181 650

Source : données du ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS).

Au cours de I'année 2014-2015, 9 échantillons ont été envoyés au Children’s
Hospital Colorado (Etats-Unis) pour un dosage de I'acide 3HG. Au cours des

4 derniéres années, des analyses génétigues du géne GCDH ont également été
effectuées. Le tableau 2 présente les données du MSSS relativement au volume
d’activités et aux colts des analyses envoyées hors Québec pour 'investigation

diagnostique de la GA-1.




Tableau 2 Envois hors Québec des analyses relatives a I'investigation
diagnostique de la GA-1 au cours des années 2013-2014,
2014-2015 et 2015-2016

ANNEES COUT UNITAIRE NOMBRE COUT ANNUEL
MOYEN ($) D’ANALYSES %
Dosage de I'acide 3-hydroxyglutarique
2013 - 2014 - 0 -
2014 - 2015 228 — 457 o9* 2510
2015 - 2016 - 0 -
Analyses génétiques du géne GCDH
2013 - 2014 1275 1 1275
2014 - 2015 660 — 4 554 10t 12 828
2015 - 2016 352 -576 13 7 040

Source : données du MSSS.
* Données incluant le dosage urinaire (4 demandes), le dosage sérique (2 demandes), le dosage
sur des spécimens non précisés (2 demandes) et le dosage conjoint des spécimens urinaire et

sérique (1 demande).

1 Données incluant des analyses de séquencage GCDH (7 demandes), de délétion et de
duplication dans le géne GCDH (3 demandes).




4.6 Breve description des avantages allégués de I’analyse proposée
Selon le demandeur, les avantages de I'analyse proposée sont les suivants :

» La présente analyse fournit une meilleure sensibilité, spécificité et
exactitude pour le dosage de 'acide 3HG, en comparaison avec sa
« quantification » dans le cadre de 'analyse d’un profil des acides
organiques urinaires. Bien que celui-ci soit adéquat pour identifier les
patients ayant une forme de GA-1 biochimiquement classique (fortes
augmentations des acides glutarique et 3HG), il pourrait manquer des cas
« d’excréteurs faibles »°. La sévérité clinique (le risque des dommages
neurologiques) est similaire entre les « excréteurs faibles » et les
« excréteurs élevés ». De plus, 'analyse du profil des acides organiques
utilise deux standards internes « génériques », qui ne reflétent pas
parfaitement le profil de chacun des 60 acides évalués, diminuant ainsi la
sensibilité pour chacun des analytes. Or, 'analyse proposée inclut un
standard interne spécifique pour I'acide 3HG ainsi que des paramétres
d’extraction et d’instrumentation optimisés pour cette molécule, ce qui
permet de surmonter ces difficultés.

» Répond a un nouveau besoin clinique causé par l'introduction imminente
du dépistage néonatal sanguin pour la GA-1 au Québec (début prévu en
juin 2018). Chaque cas positif dépisté pour GA-1, basé sur une
augmentation de glutarylcarnitine (C5DC) dans un sang séché, devra étre
confirmé ou réfuté, dans un délai raisonnable. Cette nouvelle analyse ferait
partie de l'algorithme de confirmation.

= Dans le contexte du dépistage néonatal, une méthode suffisamment
sensible et spécifique est nécessaire pour étre en mesure de réfuter avec
confiance un diagnostic de GA-1 chez les nouveau-nés non atteints. La
présente analyse répond a ce besoin.

= Ce test pourrait aussi étre utile pour clarifier le diagnostic différentiel des
aciduries glutariques (GA-1, GA-2 ou GA-3) par rapport aux autres causes
secondaires (génétiques ou acquises) d’augmentation d’acide glutarique
urinaire.

= Lintroduction de ce test au Répertoire permet d’éviter les envois hors
Québec, ce qui devrait optimiser le temps de réponse et diminuer les colts
d’'analyse.

° En référence aux patients qui excrétent de faibles concentrations d’acide glutarique urinaire
(< 100 mmol/mol créatinine) [Baric et al., 1999].
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4.7 Assurance qualité

5.1

L'utilisation de contrdles internes « maison » est prévue. Ceux-ci sont préparés a
partir d’échantillons urinaires de patients sains fortifiés a partir de solutions
commerciales ayant des concentrations connues d’acides 3HG, 2HG et d’acide
glutarique.

La reproductibilité et la précision du test sont évaluées pour chaque série d’analyses
en comparant les valeurs obtenues pour ces contréles avec leurs valeurs cibles et
les écarts acceptables prédéterminés.

Le demandeur participe au programme de contréle de la qualité externe ERNDIM™
« Quantitative Organic Acids in Urine ». Ce programme inclut la quantification des
acides 3HG, 2HG et glutarique. A cet effet, le laboratoire du centre demandeur
recoit 8 échantillons par année et est en mesure de les analyser avec la présente
méthode.

DONNEES PUBLIEES

La recherche documentaire s’est étendue entre les années 1999 et 2018
inclusivement afin de repérer les publications traitant de la valeur diagnostique et de
la validité analytique du test.

Valeur diagnostique

Deux études de cas et une étude de validation de méthode ont été retenues
[Lisyova et al., 2016; Yang et al., 2011; Baric et al., 1999]. Elles démontrent que
I'acide 3HG peut étre détecté par GC-MS dans un contexte clinique pour le
diagnostic de la GA-1.

Détection de I'acide 3HG par GC-MS comme test diagnostique

Yang et ses collaborateurs [2011] ont décrit des cas cliniques de 5 patients atteints
de GA-1, dont 2 ont été diagnostiqués par dépistage néonatal et 3 par analyse de
patients a haut risque. Le test de dépistage s’est fait en se fiant au résultat du
glutarylcarnitine (C5DC) sérique par MS/MS. Le diagnostic de GA-1 était basé sur
'analyse de I'acide glutarique et 'acide 3HG urinaires détectés par GC-MS ainsi que
par I'imagerie par résonance magnétique du cerveau (IRM). Le tableau 3 présente
un sommaire des résultats cliniques des cas a I'étude.

Détection de I’'acide 3HG provenant d’échantillons de cas cliniques, dont un
« excréteur faible »

Lisyova et ses collaborateurs [2016] présentent deux cas cliniques de patients
diagnostiqués de la GA-1, en Slovaquie. Chez le premier patient, une
macrocéphalie était présente a la naissance et a nécessité un suivi en neurologie
dés 'age de 2 mois pour une suspicion de trouble de démyélinisation. A partir de la

' ERNDIM : European Research Network for Evaluation and Improvement of Screening, Diagnosis
and Treatment of Inherited Disorders of Metabolism.
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troisieme année de vie, une investigation a été entreprise a la suite des états de
conscience altérés intermittents et de crises dystoniques durant une gastroentérite
aigué a rotavirus. Une analyse des acides organiques urinaires, réalisée par
GC-MS, a permis de détecter une quantité augmentée de I'acide glutarique et de
l'acide 3HG. Dés lors, une thérapie diététique et une supplémentation ont été
entreprises. Une analyse génétique a confirmé le diagnostic de la GA-1.

Le second patient a été identifié grace au dépistage néonatal de la GA-1 a la suite
d’un résultat positif a la glutarylcarnitine (C5DC). Une analyse, effectuée par
GC-MS, a présenté des quantités augmentées d’'acide glutarique et d’acide 3HG
urinaires et ainsi a confirmeé le diagnostic de GA-1. Un traitement précoce a été
prodigué au patient asymptomatique avant que le diagnostic ne soit confirmeé par
une analyse génétique.

Les phénotypes biochimigues des deux patients étaient caractérisés par une
excrétion anormale d’acide glutarique, mais avec une ampleur d’excrétion différente.
Chez le premier patient, les niveaux d’acide glutarique étaient souvent extrémement
élevés, méme durant les périodes de compensation et n’ont jamais été dans
l'intervalle des valeurs physiologiques. La maladie s’est donc manifestée a la
maniére typique d’un « excréteur élevé ». A l'opposé, chez le deuxiéme patient,
I'excrétion de 'acide glutarique était Iégérement augmentée au moment du
diagnostic. Apres la supplémentation, la quantité de ce métabolite était dans les
valeurs normales. Les auteurs de I'étude considérent que ce patient pouvait étre
catégorisé comme étant un « excréteur faible ». Or, ce type d’excréteur peut étre
détecté par le dosage de I'acide 3HG qui est considéré comme étant le biomarqueur
diagnostique le plus fiable, puisqu’il est présent en quantité augmentée méme
lorsque les niveaux de C5DC ou d’acide glutarique sont normaux. Le tableau 3
présente un sommaire des résultats cliniques des cas a I'étude.



Tableau 3 Sommaire des résultats cliniques des patients diagnostiqués de la GA-1

AUTRES TESTS
) ) CARNITIL\IE C5DCH ACIDE 3HG ACIDE (IMAGERIE DU
PARAMETRES | DEPISTAGE LIBRE " Umol GLUTARIQUE CERVEAU, TRAITEMENT ISSUES CLINIQUES
(umol/l) (umolfl) | (mmolfmoler) | ool ey ANALYSE
GENETIQUE)
LISYOVA ET AL., 2016
VALEURS DE 2222522 | 0a03 <3 <5
REFERENCE
PATIENT 1 Sélectif 3,3 Augmentation | 818 a5 300 Lésions (IRM) Diéte ou Développements
supplémentation physique et cognitif
Apres Apres Mutation dans I'exon nmoértrgsgl)iime bien
traitement : traitement : 11 du géne GCDH compensé sans
34,2482 176 4 298 (homozygote) dystonie ni de
mouvements
athétosiques,
pleinement mobile,
bégaiement en
situation stressante
PATIENT 2 Néonatal 6,9 2,12 19,4 203 Normal (USG) Diete et Bonne condition
supplémentation (asymptomatique)
Mutations dans les
exons 11 et 12 du
géne GCDH
(hétérozygote)
YANG ET AL., 2011
VALEURS DE . N
REFERENCE 0,03a0,14 0 Oa4
PATIENT 1 A haut 0,42 21,98 1934 Anomalies (imagerie | Observance faible | Développements
risque du cerveau) physique et cognitif
normaux a 28 mois
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AUTRES TESTS

CIDE
. ) CARNITINE | c5pes ACIDE 3HG A (IMAGERIE DU
PARAMETRES | DEPISTAGE LIBRE " Umol GLUTARIQUE CERVEAU, TRAITEMENT ISSUES CLINIQUES
(umoll) (umol/) (mmol/mol cr) (mmol/mol cr) ANALYSE
GENETIQUE)
PATIENT 2 A haut 1,15 13,12 4329 Anomalies (imagerie | Traitement intensif | Développement
risque du cerveau) (condition physique normal a
d'urgence) 32 mois
PATIENT 3 A haut 0,78 26,31 2461 Anomalies (imagerie | Traitement intensif | Retard de
risque du cerveau) faible en protéine développement
cognitif a 30 mois
PATIENT 4 Néonatal 0,34 et 1,53 11,01 154 Anomalies (imagerie | Traitement précoce | Retard de
du cerveau) refusé par les développement
parents; traitement | cognitif & 8 mois
entrepris apres une
dyskinésie
PATIENT 5 Néonatal 0,86 et 2,7 | Augmentation | Augmentation |Imagerie du cerveau | Traitement Bon développement a
refusée par les standard 3 mois

parents

Abréviations : C5DC : glutarylcarnitine; IRM : imagerie par résonance magnétique; mg/g cr : milligramme par gramme de créatinine; mmol/mol cr : millimole par
mole de créatinine; USG : ultrasonographie; pmol/l : micromole par litre
* Concentration sérique
T Concentration urinaire
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Détection de I’acide 3HG comme analyse différentielle

Baric et ses collaborateurs [1999] ont réalisé une étude de validation de méthode
permettant de distinguer les patients atteints de la GA-1 (profil « excréteur faible » et
profil « excréteur élevé ») des sujets sains. La quantification de I'acide 3HG a été
mise au point par une analyse de GC-MS avec une dilution a l'isotope stable. Chez
tous les patients, le diagnostic de la GA-1 a été confirmé par une analyse
enzymatique. Le tableau 4 présente les analyses effectuées sur les différents
échantillons urinaires prélevés. Chez les patients atteints de GA-1 qui ont le profil

« excréteur élevé », la quantité élevée d’acide glutarique était facilement détectable.
A I'opposé, il y avait un chevauchement entre les valeurs des concentrations d’acide
glutarique des patients au profil « excréteur faible » et celles des sujets sains. Le
dosage de I'acide 3HG a permis de différencier clairement ces deux groupes.

Par ailleurs, la fiabilité de la méthode a été illustrée par la réfutation du diagnostic de
la GA-1 dans cing cas. Chez trois patients (non atteints de la GA-1), 'activité
enzymatique était normale malgré des observations clinigues suggérant une
déficience de la GCDH. Les concentrations d’acide 3HG étaient dans les valeurs
normales et des analyses moléculaires, réalisées subséquemment, ont écarté le
diagnostic de cette maladie. Chez deux autres patients, les concentrations d’acide
3HG étaient dans les valeurs normales malgré la présence de métabolites a des
niveaux pathologiques (dont I'acide glutarique pour 'un des cas). lls ont été
diagnostiqués atteints de 'acidurie glutarique de type 2 (GA-2), grace a la présence
d’une quantité élevée d’acide 2-hydroxyglutarique (2HG) détecté par la méthode
étudiée.
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Tableau 4

Analyses effectuées sur les différents échantillons a I'étude

CONCENTRATION
NOMBRE URINAIRE ANALYSE DE
ECHANTILLONS DE (mmol/mol cr)
. CONFIRMATION
SPECIMENS
ACIDE 3HG ACIDE
GLUTARIQUE

GA1 « Excréteurs 13 37— 480 526 — 31950 Analyse .

élevés » enzymatique

GA—l « Excréteurs 12 13- 175 29 280 Analyse.

faibles » enzymatique

Sujets sains 45 26-117 4,1-32 -
Analyse
enzymatique :
normale

Non GA-1 3 7,5;2,7,6,9 | 129;7,9; 8,8
Analyse
génétique :
aucune mutation
Observation :

GA-2 2 2,3;3 18,2; 12630 | quantité élevée
d’acide 2HG

Abréviations : GA-1 : acidurie glutarique de type 1; GA-2 : acidurie glutarique de type 2; mmol/mol cr :
millimole par mole de créatinine

En bref, le dosage de I'acide 3HG permet un diagnostic sans équivoque de tous les
patients atteints de la GA-1, peu importe la quantité d’acide glutarique urinaire
excrété. Aussi, le diagnostic différentiel entre la GA-1 et la GA-2 ne pose
habituellement pas de probléme puisque cette méthode permet de distinguer I'acide

3HG de l'acide 2HG.




5.2

5.3

5.4

Valeur pronostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif de prévoir I'évolution de la maladie ou d’anticiper un
changement futur de I'état de santé.

Valeur thérapeutique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif de permettre le choix ou la modification d’un traitement.

Validité analytique

Quatre études portant sur la validité analytique de la méthode GC-MS a doser
I'acide 3-hydroxyglutarique urinaire ont été retenues [Naccarato et al., 2014;
Shigematsu et al., 2005; Schor et al., 2002; Baric et al., 1999]. Les caractéristiques
de ces études sont présentées au tableau 5.
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Tableau 5

hydroxyglutarique par GC-MS

Caractéristiques des études retenues portant sur le dosage urinaire de I’acide 3-

SPECTROMETRIE DE MASSE

. . TYPE DE
ETUDE METHODE COLONNE SPECTROMETRE DE METHODE DE IONISATION ET
MASSE PREPARATION DETECTION
. GC-MS Colonne Détecteur de masse Dilution a lisotope stable El en mode SIM
Baric et al., 1999 o o
capillaire sélectif
Naccarato et al., GC-QgQ-MS | Colonne Spectometre de masse Microextraction en phase El en mode SRM
2014 capillaire triple quadripble solide
GC-MS Colonne Spectometre de masse Dilution a l'isotope stable ECNCI en mode
Schor et al., 2002 capillaire Extraction en phase solide |SIM
Dérivatisation
Shigematsu et al., GC-MS Colonne Spectometre de masse en | Dilution a I'isotope stable El positive en
2005 capillaire une étape mode SIM

Abréviations : 3HG : 3-hydroxyglutarique; ECNCI : electron capture negative chemical ionization; El : electron ionization ou electron-impact
ionization; GC-MS/MS : chromatographie gazeuse couplée a une spectrométrie de masse; GC-QgQ-MS : chromatographie gazeuse couplée
a une spectrométrie de masse triple quadripéle; SIM : selected ion monitoring; SRM : selected reaction monitoring




Les criteres de performance de la méthode GC-MS sont présentés aux tableaux 6

et 7. Les coefficients de variation sont inférieurs & 6 % pour la précision intra-essai

et varient entre 6 % a 18 % pour la précision inter-essai. La limite de détection et la
limite inférieure de quantification ont été présentées sous différentes unités par les

études retenues. Elles sont respectivement d’au moins 3,2 pmol/l et 0,34 umol/l. Le
coefficient de corrélation R* est supérieur & 0,99 pour la linéarité. Le recouvrement

varie entre 47 % et 97 %.

Tableau 6 Répétabilité et reproductibilité du dosage de I'acide 3HG par la GC-MS

PRECISION
CONCENTRATION
ETUDE D’ACIDE 3HG INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
(umolll) N N
CV (%) CV (%)

Naccarato et al., 2014% 33,8 5 18*

202,5 5 7

540,1 5 12
Schor et al., 2002 2,6 5 4 8 61
Shigematsu et al., 2005 2let22 6 5.6 6 71

mmol/mol cr

Abréviations : CV : coefficient de variation; GC-MS : chromatographie gazeuse couplée a une
spectrométrie de masse; mmol/mol cr : millimole par mole de créatinine; N : nombre d’échantillons;
pmol/l : micromole par litre

* Essai étalé sur 2 jours

1 Essai étalé sur 6 jours

T Les unités ont été converties (en pmol/l) pour uniformiser les données du tableau, dans la mesure
du possible.
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Tableau 7 Sensibilité et spécificité du dosage de I'acide 3HG par la GC-MS

LINEARITE
RECOUVREMENT
ETUDE CONCENTRATION LOD LLOQ
CORRELATION R
(umoll)
] Faible : 0 — 10 nmol
Baric et al., 1999 . 0,999* 20 mmol/mol cr 0,2 nmol 86
Elevée : 0 — 500 nmol

Naccarato et al., 2014% 6,8 —-675,2 0,9961 3,2 pmol/l 5,7 umol/l 69 — 97
Schor et al., 2002 0,04 mmol/mol cr

Shigematsu et al., 2005% 0,34 -270 0,999 0,34 pmol/l 47 - 51

Abréviations : CV : coefficient de variation; GC-MS : chromatographie gazeuse couplée a une spectrométrie de masse; LLOQ : limite
inférieure de la quantification; LOD : limite de la détection; mmol/mol cr : millimole par mole de créatinine; nmol : nanomole; pmol/l :

micromole par litre

*Le type de coefficient de corrélation n’est pas précisé (R ou RZ).
T Pour des concentrations entre 0,68 et 2,7 umol/l.
I Les unités ont été converties (en umol/l) pour uniformiser les données du tableau, dans la mesure du possible.




5.5 Données fournies par le demandeur

Les données de la validation de méthode du demandeur sont présentées au
tableau 8. Elles incluent le dosage des acides 3HG, 2HG et glutarique.

Tableau 8 Données de validation technique du dosage des acides 3HG,
2HG et glutarique dans I'urine par GC-MS

ACIDE
ANALYSE ACIDE 3HG ACIDE 2HG GLUTARIQUE

LINEARITE R*=0,999 R*=0,999 R*=0,999
(plage, umol/l) (1,0 — 100) (2,5 - 400) (2,5 - 400)
LIMITE DE QUANTIFICATION 0,30 0,55 0,40
(umol/)
RECOUVREMENT (%)
Basse concentration 2uM: 90,1 5uM: 99,8 5 uM :83,6
Haute concentration 100 pM : 95,3 | 200 uM : 103,6 | 200 puM :82,0
PRECISION INTRA-ESSAI (CV %)
Basse concentration (n = 5) 3,0 9,3 0,8
Haute concentration (n = 5) 1,0 3,1 1,0
PRECISION INTER-ESSAI (CV %)
Basse concentration (n = 5) 8,6 9,8 8,0
Haute concentration (n = 5) 4,5 14,0 6,7
Contréle de qualité interne (n = 9) 11,1 8,5 4.8
STABILITE (%) (48 h & 23 °C) -5,9 -2,4 5,0

Abréviations : acide 2HG : acide 2-hydroxyglutarique; acide 3HG : acide 3-hydroxyglutarique; CV :
coefficient de variation; GC-MS : chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse; UM : micromolaire (1 uM = 1 pmol/l)

Les valeurs de références ont été établies par 'analyse de 186 échantillons
provenant d’individus sains sans suspicion clinique de GA-1. Ces données sont
présentées au tableau 9.

Tableau 9 Valeurs de références établies pour le dosage des acides 3HG, 2HG et
glutarique dans I'urine par GC-MS

NOMBRE VALEURS DE REFERENCE (mmol/mol cr)
STRATE D’AGE ~DE ACIDE ACIDE ACIDE
SPECIMENS 3HG 2HG GLUTARIQUE
Enfant 0 — 2 mois 101 7 54 13
Enfant 3 mois — 2 ans 85 7 30 15

Abréviations : mmol/mol cr : millimole par mole de créatinine
Source : Informations fournies par le demandeur, le 13 février 2018.
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Pendant le développement et la validation de la méthode, le demandeur a utilisé des
contréles commerciaux ayant des concentrations connues d’acides 3HG, 2HG et
glutarique. Des échantillons urinaires congelés de cas confirmés (GA-1 « excréteur
faible », GA-1 « excréteur €levé », GA-2 et GA-3) ont également été utilisés comme
contrdles positifs aux fins de la validation clinique. Le tableau 10 présente les
résultats pour cinq patients diagnostiqués de la GA-1 (dont 3 « excréteurs élevés »
et 2 « excréteurs faibles ») ainsi qu’un cas de GA-2 et un cas de GA-3. Les profils
sont comme attendus :

la quantité d’acide 3HG est augmentée dans tous les cas de GA-1,

la quantité d’acide glutarique est augmentée chez les « excréteurs élevés »
mais pas chez les « excréteurs faibles »;

la quantité d’acide 3HG n’est pas augmentée dans les échantillons des cas
de GA-2 ou de GA-3.

Tableau 10 Concentration urinaire des acides 3HG, 2HG et glutarique des

cas cliniques confirmés lors de la validation clinique

CONCENTRATION URINAIRE* (mmol/mol cr)
DIAGNOSTIC CONNU ACIDE 3HG | ACIDE 2HG ACIDE
GLUTARIQUE
Cas1l | GA-1 «excréteur élevé » 127 10 1827
Cas 2 | GA-1 « excréteur élevé » 862 65 3908
Cas 3 | GA-1 « excréteur élevé » 93 11 163
Cas4 | GA-1 « excréteur faible » 86 24 14
Cas5 | GA-1 « excréteur faible » 13 11 1
Cas 6 GA-2 6 43 11
Cas7 | GA-3 3 11 93

Abréviations : mmol/mol cr : millimole par mole de créatinine
* Les concentrations qui sont au-dessus des valeurs de références sont indiquées en caractére gras.




D’aprés les observations du demandeur, la présente méthode a démontré une
meilleure exactitude que la méthode générale pour I'analyse du profil des acides
organiques, surtout aux concentrations d’acide 3HG qui sont relativement basses
(valeurs typiques des individus non atteints).

Le contrdle commercial utilisé'* contient une concentration connue (& un niveau
physiologique « normal ») d’acide 3HG. Selon la monographie du produit, sa valeur
cible est de 4 umol/l, avec un intervalle de confiance a 95 %, soit entre 2 umol/l et
6 pmol/l.

En analysant ce contr6le commercial dans chaque série effectuée a 'aide de la
présente méthode (n = 20 échantillons), la valeur moyenne obtenue était de 4,5
pmol/l avec un CV inter-essai de 14 %. Tous les résultats se trouvaient entre 2,8
umol/l et 5,5 umol/l. A l'opposé, en utilisant le méme controle avec la méthode
habituelle, soit 'analyse du profil des acides organiques, cette valeur d’acide 3HG
n'est pas détectable.

De plus, dans I'analyse routiniére des échantillons de patients pour les acides
organiques, I'acide 3HG n’est pas détectable dans la grande majorité des cas. Par
contre, en établissant les valeurs de référence pour la méthode proposée, le niveau
d’acide 3HG est détectable (au moins de 1 mmol/mol cr.) dans tous les échantillons
contrdles (n = 186).

1 SKML - organic acids, 2016-007, information fournie par le demandeur.
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IMPACTS BUDGETAIRES

L’analyse d'impact budgétaire considére les codts liés a I'ajout au Répertoire de
'analyse permettant le dosage de 'acide 3-hydroxyglutarique par GC-MS. Les colts
sont projetés sur un horizon temporel de trois ans selon la perspective du MSSS.
L’analyse repose sur des données épidémiologiques ainsi que sur des hypothéses
appuyées par des études cliniques et 'opinion d’experts. L’évaluation des colts est
présentée au tableau 11. Les principales hypothéses émises pour les fins de
'analyse sont les suivantes :

L’analyse proposée ciblerait les nouveau-nés ayant un résultat positif au
dépistage néonatal de la GA-1 ainsi que les patients ayant des symptémes
ou des signes cliniques pouvant orienter vers cette pathologie.

L’analyse proposée a fait 'objet de 9 envois hors Québec au cours de
lannée 2014-2015 au colt de 228 $ par test. Le rapatriement de ces envois
hors Québec est prévu dés la premiére année suivant I'ajout de I'analyse au
Répertoire.

En 2017, le demandeur estimait que 12 nouveau-nés auraient un résultat
positif au dépistage de la GA-1 effectué par l'intermédiaire PQDNS.

Ainsi, en considérant les patients ayant des symptémes ou des signes
cliniques pouvant orienter vers la GA-1 et advenant une Iégére augmentation
du nombre d’analyses en raison de sa disponibilité au Québec, il est anticipé
gue 25, 27 et 30 analyses seraient réalisées au cours des trois prochaines
années, respectivement.

La valeur pondérée proposée par le demandeur est de 118,88.

Bien que cette analyse puisse permettre une prise en charge précoce et
adaptée des patients atteints de la GA-1, les co(ts liés a celle-ci sont
considérés comme négligeables étant donné la faible incidence de cette
pathologie.



Tableau 11  Codlts liés a I'introduction au Répertoire de I’analyse permettant
le dosage de I'acide 3-hydroxyglutarique par GC-MS
AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Scénario de base : sans I'ajout du dosage de I’acide 3HG par GC-MS au Répertoire
Analyses hors Québec 9 9 9 27
Colts 2052% 2052 % 2052 % 6156 $

Nouveau scénario : avec I’ajout du dosage

de I’acide 3HG par GC-MS au Répertoire

Analyses de l'acide 3HG 25 27 30 82
Codts 2972 % 3210% 3566 $ 9748 $
Impact net 920 $ 1158 $ 1514 $ 3592%
Pour 3 ans, codts les plus faibles 798 $
Analyses de sensibilité
Pour 3 ans, codts les plus élevés 6328 3%

Ainsi, 'ajout de I'analyse permettant le dosage de I'acide 3HG par GC-MS pourrait
générer des colts supplémentaires d’environ 3 600 $ pour le total des trois

premiéres années.
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7 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES,
SOCIAUX ET JURIDIQUES

La présente analyse fait partie du protocole de confirmation diagnostique de la GA-1
élaboré par le Comité consultatif sur le dépistage néonatal sanguin et urinaire.
L’implantation de ce protocole est prévue pour juin 2018. Ceci constitue donc un
enjeu d’accessibilité au test et d’'arrimage avec le PQDNS.

Toutefois, I'expertise et la disponibilité de la technologie sont présentes puisque les
analyses reliées au diagnostic de GA-1 (acides organiques et acylcarnitines) sont
actuellement effectuées par le CHUS et deux autres établissements. De plus, le
CHUS est mandaté par le MSSS comme laboratoire de confirmation des maladies
dépistées par MS/MS au PQDNS, incluant la GA-1.

8 POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS
D’INTERET CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

La GA-1 est une maladie incluse ou recommandée dans des programmes de
dépistage néonatal dans divers pays™ a travers le monde, dont les Etats-Unis
[GARD, 2017; INESSS, 2013; Pfeil et al., 2013]. Au Canada, le dépistage néonatal
de la GA-1 est effectué notamment dans les provinces de I'Alberta, du Manitoba et
de I'Ontario [NSO, 2018; AHS, 2013; Cadham Provincial Laboratory, 2011]. Au
Québec, deux rapports de 'INESSS™ ont évalué la pertinence du dépistage
néonatal de la GA-1 et ont recommandé son introduction dans le PQDNS [INESSS,
2013; AETMIS, 2009].

Un comité d’experts™ internationaux a élaboré des lignes directrices, relativement
au diagnostic et a la prise en charge des patients atteints de GA-1 [Boy et al., 2017].
Il recommande qu’un résultat positif au dépistage néonatal et des symptdomes
cliniques, biochimiques ou neuroradiologiques évocateurs d’'un GA-1 soient
confirmés par une investigation diagnostique qui inclut une analyse quantitative des
acides 3HG et glutarique ainsi qu’une analyse génétique (géne GCDH) ou
enzymatique. L’algorithme diagnostique de la GA-1 proposée par ce comité est
présenté a 'annexe B.

Par ailleurs, le dosage de I'acide 3HG urinaire pour le suivi d’'un patient traité n’est
pas recommandé, puisque les concentrations urinaires de 3HG et d’acide glutarique
ne démontrent pas de corrélation directe avec les parametres cliniques [Boy et al.,
2017].

12 par exemple : I'Autriche, la Région de Flandre (Belgique), la République tchéque, le Danemark,
I'Allemagne, la Hongrie, I'lslande, les Pays-Bas, le Portugal et 'Espagne.

13 'INESSS a été créé en 2011 et a succédé a I’Agence d’évaluation des technologies et des modes
d’intervention en santé (AETMIS) et au Conseil du médicament.

% Comité composé de 15 experts spécialisés en médecine métabolique, en neuropédiatrie, en biochimie
clinique, en nutrition, en neuroradiologie et en psychologie provenant de I'Allemagne, du Royaume-Uni,
du Canada, des Etats-Unis et de I'Autriche. Ces recommandations mettent & jour les précédentes
publications [Kdlker et al., 2011; Kélker et al., 2007].
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9 RECOMMANDATION DE L’'INESSS
Dosage de I’acide 3-hydroxyglutarique par GC-MS

La recommandation de 'INESSS
X Introduction de I'analyse dans le Répertoire

[] Refus d'introduction de I'analyse dans le Répertoire
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ANNEXE A

Comparaison entre les protocoles d’analyse de I’acide 3-
hydroxyglutarique

Analyse

Acides organiques (profil)

Acide 3-hydroxyglutarique
(quantitatif)

Répertoire

50415

Demande d’ajout (présente analyse)

Dépistage néonatal

Test de confirmation du dépistage

Utilisation néonatal ou investigation
diagnostique
Echantillon typiquement urinaire; Echantillon urinaire
dans certains contextes cliniques,
Spécimen échantillon sérique, liquide
céphalorachidien, liquide
amniotique
Technique GC-MS GC-MS
Extraction Extraction liquide-liquide suivie Extraction liquide-liquide suivie d’une

d’une dérivation chimique

dérivation chimique

Quantité requise

1 ml d'urine

1 ml d’'urine; 3 ml est demandé
(duplicata et dosage de la créatinine
urinaire)

Standards internes

DMPA (homoveratic acid);

Oxocaproigue (2-ketohexanoic
acid)

Acide 3-hydroxyglutarique d5
(standard interne);

Acide 3-hydroxyglutarique (standard
de calibration)

Valeurs de référence
(B3HG urinaire)*

Enfant 0-5 mois : 10 umol/mol cr
Enfant 5-24 mois : 7 umol/mol cr
Enfant 2-12 ans : 4 umol/mol cr
Adulte : 5 pmol/mol cr

Enfant 0-2 mois : 7 mmol/mol cr
Enfant 3mois-2 ans : 7 mmol/mol cr

Abréviations : mmol/mol cr :
* Valeur au 95° percentile pour 'acide 3-hydroxyglutarique (urinaire).

millimole par mole de créatinine; pmol/mol cr : micromole par mole de créatinine

Source : Protocoles d’analyse fournis par le CHUS, le 8 et 30 novembre 2017 et informations transmises par

courriel le 13 février 2018.

28




ANNEXE B

Algorithme diagnostique

Newborn screening

MS/MS
C5DC > cut-off? Ho
Cut-of1tr /
Targeted diagnostic
Yes work-up
Suggestive clinical and/or No No diagnostic
neuroradiological signs ? work-up recommended
\
Quantitative analysis of |
3-OH-GA and GA v
(urine, blood) £
v
< 3-OH-GA \
(and GA) elevated? / i
No
lYes
Start treatment
GCDH gene

mutation analysis

Two disease-causing No GCDH enzyme analysis
mutations? (leukocytes or fibroblasts)

Yes
y
Low or deficient Ho Stop treatment
GCDH activity? P

L

Yes
Y ¥
> GAl GAI N
established excluded GA I not suggestive

Source : Boy et al., 2017.
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