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Avis d’évaluation  

1 INFORMATION GÉNÉRALE 

1.1 Demandeur : CHU Sainte-Justine. 

1.2 Date de transmission de l’avis au ministre : 10 janvier 2018 

1.3 Date de publication de l’avis : 12 mars 2018 

Mise en garde 

Le présent avis est fondé sur l’information fournie par les personnes en charge 

de l’analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une recherche 

documentaire complémentaire selon les données disponibles au moment de 

l’évaluation de l’analyse par l’INESSS. 

Conflit d’intérêts 

Tous les membres du comité ont participé aux délibérations et aucun ne s’est 

retiré au moment de formuler la recommandation. 

Lecture externe et accompagnement scientifique 

La lecture externe et l’accompagnement scientifique sont des mécanismes 

utilisés par l’INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs 

externes et les experts accompagnateurs valident les aspects 

méthodologiques de l’évaluation, de même que l’exactitude du contenu, en 

fonction de leur domaine d’expertise respectif. 

Aux fins de validation du présent avis, l’expert consulté est : 

 Dr Christian Lavallée, microbiologiste-infectiologue, Hôpital 

Maisonneuve-Rosemont. 
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2 RÉSUMÉ 

La détection des entéropathogènes bactériens par PCR multiplexe a pour objectif 

d’identifier les agents étiologiques des diarrhées sanglantes ou chroniques. Cette 

analyse « maison » (ou LDT, de l’anglais Laboratory Developed Test) n’est pas 

encore prête à être mise en service, c’est-à-dire qu’elle est encore à l’étape de la 

planification. Les étapes nécessaires à la validation clinique et analytique de 

l’analyse seront entreprises par le centre demandeur uniquement à la suite d’un avis 

favorable de l’INESSS concernant l’utilité clinique de celle-ci. À terme, cette analyse 

permettrait la détection de Salmonella, Shigella, Yersinia enterocolitica, 

Campylobacter, Vibrio et Aéromonas. 

Selon le demandeur, cette analyse moléculaire permettrait notamment d’alléger le 

processus diagnostic, de diminuer le temps de réponse, d’identifier les causes 

infectieuses tout en évitant des examens plus invasifs, d’optimiser l’efficience du 

laboratoire et de réduire le nombre ou la durée des traitements antibiotiques. 

Une revue de la documentation scientifique a permis de recenser cinq études 

traitant de la détection d’entéropathogènes bactériens à l’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 que la culture conventionnelle. C’est une technique 

sensible, spécifique et robuste. 

Pour le CHU Sainte-Justine, l’ajout de l’analyse pourrait générer une réduction de 

coûts d’environ 4 000 $ à 25 000 $ par année pour un total de 11 000 $ à 76 000 $ 

pour les trois premières années suivant son introduction. Advenant que l’analyse 

puisse être implantée pour répondre aux besoins de l’ensemble de la province, cela 

pourrait générer une réduction de coûts allant de 264 000 $ à 1,7 M$ par année pour 

un total de 792 000 $ à 5,1 M$ pour les trois premières années. La réduction des 

coûts dépend de la méthode de préparation des échantillons qui pourrait comporter 

ou non une étape d’extraction de l’ADN. 

Selon l’Association of Public Health Laboratories (États-Unis), les tests moléculaires 

sont plus rapides, permettent de détecter simultanément plusieurs pathogènes, et 

procurent des données dans des délais cliniquement plus pertinents pour le clinicien 

et son patient. Ces analyses peuvent être plus économiques que les techniques 

microbiologiques classiques et requièrent moins de personnel. Selon le Public 

Health England, les méthodes moléculaires peuvent être supérieures aux méthodes 

conventionnelles et devraient être considérées lorsqu’elles sont disponibles. 
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3 ANALYSE ET TECHNIQUE ÉVALUÉE 

3.1 Nom et objectif de l’analyse  

Détection des entéropathogènes bactériens par PCR multiplexe. L’analyse aura 

pour objectif d’identifier les agents étiologiques des diarrhées sanglantes ou 

chroniques. 

3.2 Description de la méthode  

Cette analyse « maison » (ou LDT, de l’anglais Laboratory Developed Test) sera 

développée advenant un avis favorable d’introduction au Répertoire québécois et 

système de mesure des procédures de biologie médicale par l’INESSS et le 

ministère de la Santé et des Services sociaux (MSSS). L’analyse consistera en 

l’amplification par PCR multiplexe en temps réel d’acides nucléiques spécifiques aux 

entéropathogènes bactériens suivants : 

 Salmonella; 

 Shigella; 

 Bactéries productrices de Shiga-toxines; 

 Yersinia enterocolitica; 

 Campylobacter; 

 Vibrio spp.; 

 Aéromonas spp. 

Cette analyse de biologie moléculaire serait développée afin d’être effectuée selon 

les mêmes protocoles que la PCR permettant de détecter la Shiga-toxine 

(vérotoxine) et la coqueluche (Bordetella pertussis et B. parapertussis), tous deux 

actuellement implantés dans différents centres serveurs.  

Les résultats seraient de type qualitatif. L’analyse serait effectuée tous les jours de 

la semaine avec un temps de roulement d’environ 24 heures. Un délai de moins de 

24 heures pourrait être envisagé pour les patients admis à l’urgence et pour les 

patients immunosupprimés.  

3.3 Modalité d’administration du test selon le demandeur 

Les selles fraîches, acheminées au laboratoire du CHU Sainte-Justine en pot stérile, 

seraient ensuite : 

 utilisées pour l’extraction d’ADN préalablement à la détection des bactéries 

entéropathogènes par amplification moléculaire (méthode d’amplification 

indirecte); 

ou 

 mises en culture dans un bouillon d’enrichissement puis soumises à la 

détection des bactéries entéropathogènes par amplification moléculaire 

(méthode d’amplification directe).  
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3.4 Société ou concepteur 

Il s’agit d’une analyse « maison » qui sera développée localement. 

Le demandeur propose d’élaborer le protocole en collaboration avec l’Eastern 

Health de Terre-Neuve-et-Labrador, qui ont déjà développé et implanté une PCR 

multiplexe en temps réel pour le diagnostic clinique des entéropathogènes. 

3.5 Homologation 

L’analyse proposée n’est pas homologuée par Santé Canada ou la Food and Drug 

Administration (FDA). 

Il existe toutefois des trousses commerciales homologuées par Santé Canada 

permettant la détection d’entéropathogènes par PCR multiplexe (annexe A). 

3.6 Valeur pondérée 

Deux valeurs pondérées ont été soumises. La première inclut une étape préliminaire 

d’extraction de l’ADN. La seconde correspond à l’amplification directe des acides 

nucléiques bactériens à partir d’un bouillon d’enrichissement. Le choix de la 

méthode sera officialisé en fonction des résultats des études de validation 

analytique qui seront effectuées advenant un avis favorable d’introduction de cette 

analyse au Répertoire.  

 Valeur pondérée avec extraction de l’ADN bactérien : 22,78 

 Valeur pondérée sans extraction de l’ADN bactérien : 12,75 

4 CONTEXTE 

4.1 Patients ciblés 

Patients avec diarrhée chronique ou selles sanglantes.  

4.2 Description de la maladie visée 

La gastroentérite aigüe, accompagnée de diarrhées et de vomissements, est 

majoritairement de cause infectieuse, surtout virale, même si rarement identifiée. 

Elle touche principalement les enfants de moins de 5 ans. Parmi les autres agents 

infectieux possibles, on compte des bactéries et des parasites [Fletcher et al., 2013]. 

La gastroentérite est une affection généralement bénigne, caractérisée par des 

selles plus liquides, des nausées, des vomissements et des douleurs abdominales. 

Elle peut s’accompagner de sang ou de mucus dans les selles, de déshydratation, 

de fièvre et de céphalées. Les complications liées à la diarrhée varient selon l’agent 

causal. La principale complication est la déshydratation, qui peut s’accompagner 

d’un déséquilibre électrolytique et d’hypoglycémie. La malabsorption survient 

rarement, mais peut persister plusieurs semaines après l’infection [Fletcher et al., 

2013]. 
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La diarrhée peut se présenter sous trois formes [Fletcher et al., 2013] : 

 Diarrhée aigüe aqueuse habituellement associée au Vibrio cholerae et au 

rotavirus, qui dure plusieurs jours et pose un risque de déshydratation pouvant 

être fatal, particulièrement chez les jeunes enfants, les personnes âgées et les 

patients immunosupprimés. 

 Diarrhée aigüe sanglante habituellement causée par Campylobacter, 

Salmonella, Shigella, E. coli entérohémorragique ou d’autres microorganismes 

pouvant mener à la déshydratation (dommages intestinaux, sepsie et 

malnutrition). 

 Diarrhée persistante qui dure 14 jours ou plus et est habituellement associée à 

des parasites. La période diarrhéique peut être fatale, particulièrement chez 

les jeunes enfants, les personnes âgées et les patients immunosupprimés. 

Maladies à déclarations obligatoires (MADO)1 

En 2015, 6 794 cas d’infections entériques ont été déclarés au Québec. Ces 

infections occupent le deuxième rang des maladies à déclaration obligatoire les plus 

fréquentes. La grande majorité est causée par des bactéries. En effet, les infections 

à Campylobacter représentent un peu plus du tiers des cas, alors que la 

salmonellose concerne un cas sur cinq. 

Les épidémies de gastroentérites demeurent fréquentes, avec 401 épisodes 

déclarés en 2015. On soupçonne souvent des virus d’en être responsables. Elles 

touchent plus fréquemment des milieux comme les services de garde éducatifs à 

l’enfance, les écoles ou les milieux de soins et d’hébergement. 

Les données sur les maladies entériques procurent cependant une image partielle 

de ces infections, car seulement une fraction d’entre elles sont déclarées.  

4.3 Nombre d’analyses prévues et de patients visés 

Selon le demandeur, le CHU Sainte-Justine effectue environ 2 150 cultures 

bactériennes de selles par année pour la gastroentérite aigüe. Le demandeur 

propose d’effectuer une PCR multiplexe sur tous les spécimens de selles transmis 

pour la recherche d’entéropathogènes bactériens. Par la suite, les échantillons 

positifs seraient mis en culture aux fins d’évaluation de la susceptibilité 

antimicrobienne et de surveillance de la santé publique.  

Le taux de positivité des échantillons analysés par PCR multiplexe est estimé entre 

5 % et 10 %. Le demandeur prévoit donc un total d’environ 2 150 PCR multiplexes 

et 200 cultures par année pour le CHU Sainte-Justine. Advenant un déploiement 

provincial, un total d’environ 146 000 PCR multiplexes et 13 600 cultures par année 

ont été estimées pour l’ensemble du Québec. 

                                                            
1
 Ministère de la Santé et des Services sociaux (MSSS). Situation dans les réseaux territoriaux de 

services (RTS). Chapitre 3 - Des actions à mener sur plusieurs fronts contre les maladies 
infectieuses [site Web], disponible à : http://www.msss.gouv.qc.ca/statistiques/rapport-
dnsp/index.php?choixEtab%5B%5D=4&choixSujet%5B%5D=20 (consulté le 15 septembre 2017). 
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4.4 Situation actuelle 

Actuellement, selon les experts consultés2, les entéropathogènes bactériens sont 

principalement détectés par culture. Le délai de réponse est de 4 à 7 jours et 

nécessite plusieurs géloses (annexe B) [Humphries et Linscott, 2015]. 

Les souches d’E. coli productrices de Shiga-toxines (ou STEC, de l’anglais Shiga-

toxin producing E. coli), aussi connues sous le nom d’E. coli entérohémorragique 

(ECEH), sont recherchées de routine dans les selles au Québec. Quatre 

laboratoires désignés offrent une détection des Shiga-toxines par amplification PCR. 

Cette dernière est effectuée à partir d’un bouillon d’enrichissement sans extraction 

préalable des acides nucléiques. L’analyse est effectuée :  

 de routine en présence de selles sanglantes; 

 de routine chez les enfants de 5 ans et moins avec diarrhée; 

 avec prescription médicale lorsqu’ECEH est suspectée. 

4.5 Données médico-administratives 

Il s’agit d’une nouvelle analyse non incluse au Répertoire québécois et système de 

mesure des procédures de biologie médicale. L’introduction de la PCR multiplexe en 

temps réel pour la détection des entéropathogènes bactériens pourrait remplacer en 

partie la culture de selles (code 40263). Les données médico-administratives 

relatives à l’introduction de cette analyse sont détaillées dans la section 6 (analyses 

d’impacts budgétaires). 

4.6 Brève description des avantages allégués de l’analyse proposée 

Selon le demandeur, les avantages cliniques du développement d’une PCR 

multiplexe pour la détection des entéropathogènes bactériens sont les suivants : 

 Faciliter le transfert de certaines analyses vers les centres serveurs en 

améliorant le temps de réalisation (actuellement de 4 à 7 jours pour les 

cultures de selles) sans perte de sensibilité de détection. 

 Identifier une cause infectieuse chez certains patients tout en évitant des 

examens plus invasifs. 

 Limiter les coûts d’analyses par PCR multiplexe en évitant d’avoir 

recours à une trousse commerciale plus coûteuse. 

 Optimiser l’efficience du laboratoire en cessant les cultures 

systématiques de toutes les selles et nécessitant plusieurs géloses. 

 Diminuer le temps de réponse pour ainsi permettre une meilleure prise 

en charge des patients avec pathologies gastro-intestinales entériques 

comme les maladies intestinales inflammatoires (MII) et la maladie du 

                                                            
2
 Informations obtenues auprès du D

r
 Christian Renaud, pédiatre microbiologiste infectiologue au 

CHU Sainte-Justine (demandeur), D
r 
Jean Longtin, microbiologiste en chef au LSPQ-INSPQ et M. 

Hugues Charest, biologiste moléculaire au LSPQ. 
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greffon contre l’hôte, notamment en initiant le traitement 

d’immunosuppression plus rapidement. 

 Alléger le processus diagnostique. 

 Réduire le nombre ou la durée des traitements antibiotiques en absence 

d’entéropathogènes bactériens. 

4.7 Assurance qualité 

Le demandeur prévoit participer aux différents programmes de qualité du College of 

American Pathologists (CAP) et du Laboratoire de santé publique du Québec 

(LSPQ) pour lesquels il existe des échanges interétablissements et des contrôles de 

qualité. 

5 DONNÉES PUBLIÉES  

Une revue de la documentation scientifique a permis de recenser cinq études 

traitant de la détection d’entéropathogènes bactériens à l’aide d’une technique de 

PCR multiplexe en temps réel développée en laboratoire. De ces études, quatre 

présentent des données cliniques et de validation analytique [Van Lint et al., 2016; 

Van Lint et al., 2015; Barletta et al., 2013; Wiemer et al., 2011]. La cinquième étude 

présente uniquement des données de validation analytique [De Boer et al., 2010]. 

Précisons que seules les études utilisant une plateforme ouverte3, correspondant 

aux technologies que propose d’utiliser le demandeur, ont été retenues. 

5.1 Valeur diagnostique 

Des cinq études retenues, deux comparent la PCR multiplexe en temps réel à la 

culture bactérienne conventionnelle [Van Lint et al., 2015; Wiemer et al., 2011]. 

Deux autres études présentent un algorithme où la PCR multiplexe est utilisée en 

première ligne de détection et la culture est utilisée aux fins de confirmation, 

d’évaluation de la susceptibilité antimicrobienne et de surveillance de la santé 

publique [Van Lint et al., 2016; De Boer et al., 2010]. Le tableau 1 présente un 

sommaire de ces études.

                                                            
3
 Ici, « plateforme ouverte » fait référence aux technologies accessibles qui permettent aux 

utilisateurs de développer de nouvelles applications dérivées, sans avoir obligatoirement recours 
aux chimies, réactifs, services ou appareils d’un fournisseur en particulier. Ces nouvelles 
applications pourront être effectuées sur d’autres plateformes ou technologies dites « ouvertes » qui 
ne proviennent pas nécessairement du même fournisseur. 
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Tableau 1 Études comparant la PCR multiplexe aux méthodes conventionnelles dans la détection des entéropathogènes 

bactériens 

AUTEUR, 

ANNÉE (PAYS) 

POPULATION 

(ÉCHANTILLONS, 

N) 

PATHOGÈNES 

DÉTECTÉS 

PLATEFORME 

(FOURNISSEUR) 
COMPARATEUR 

MULTIPLEXE C. CULTURE 

TEMPS DE 

RÉPONSE 

TAUX DE 

POSITIVITÉ, % 

Van Lint, 2015 

(Belgique) 

Symptômes de 

gastroentérite 

(1 687) 

 Salmonella spp. 

 Shigella spp./ECEI 

 Campylobacter jejuni 

 Yersinia 

enterocolitica 

Rotor-Gene Q 

cycler (Qiagen) 

Culture 

conventionnelle 

 

n.d. 
10,1 c. 7,5 

(p < 0,0001) 

Wiemer, 2011 

(Allemagne) 

Diarrhées 

(393) 

 Salmonella spp. 

 Shigella spp./ECEI 

 Campylobacter jejuni 

 Yersinia spp. 

Rotor-Gene Q 

cycler (Qiagen) 

Culture 

conventionnelle 

 

3 heures* n.d. 

Van Lint, 2016 

(Belgique) 

Patients avec 

entérite bactérienne 

suspectée  

(7 008) 

 Salmonella spp. 

 Shigella spp./ECEI 

 Campylobacter jejuni 

 Yersinia 

enterocolitica 

Rotor-Gene Q 

cycler (Qiagen) 

Culture 

conventionnelle 

 

29 c. 73 heures 

(p < 0,001) 

8,56 c. 4,98 

(p < 0,0001) 

De Boer, 2010 

(Pays-Bas) 

Patients avec 

symptômes de 

gastroentérite 

infectieuse acquise 

en communauté ou 

en milieu hospitalier 

(28 185) 

 Salmonella enterica 

 Shigella spp./ECEI 

 Campylobacter 

jejuni 

 ECEH ou STEC 

 Giardia lamblia 

ABI 75000 

Sequence 

Detection Systems 

(Applied 

Biosystems) 

Méthodes 

conventionnelles 

(culture et 

microscopie) 

n.d. 
19,2 c. 6,4 

(p < 0,001) 

Abréviations : ECEI : E. coli entéro-invasive; ECEH ou STEC : E. coli entérohémorragique ou producteur de Shiga-toxine (vérotoxine); n.d. : non déterminée 

*
Obtention des résultats en 3 heures incluant la purification de l’ADN [Wiemer et al., 2011].
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5.1.1 L’étude de Van Lint et ses collaborateurs [2015] 

Cette étude avait pour objectif de valider une PCR multiplexe en temps réel pour la 

détection de quatre bactéries entéropathogènes à partir d’échantillons de selles. Les 

bactéries ciblées incluaient Salmonella spp., Shigella spp./E. coli entéro-invasive 

(ECEI), Campylobacter jejuni et Yersinia enterocolitica. Au total, 1 687 échantillons 

cliniques de selles fraîches de patients atteints de gastroentérite ont été analysés 

par PCR multiplexe et culture conventionnelle. 

Des 1 685 échantillons avec un résultat analysable4, 170 (10,1 %) étaient positifs par 

PCR multiplexe comparativement à 127 (7,5 %) par culture conventionnelle 

(p < 0,000 1). Une augmentation significative du taux de détection a notamment été 

observée pour Campylobacter jejuni et Shigella spp/ECEI (tableau 2). 

Tableau 2 Comparaison du taux de détection de quatre entéropathogènes 

bactériens par PCR multiplexe et culture conventionnelle 

PATHOGÈNE 

ÉCHANTILLONS POSITIFS, N 

(TAUX DE DÉTECTION, %) VALEUR P 

PCR CULTURE 

Campylobacter jejuni 129* (7,7) 96 (5,7) < 0,0001 

Shigella spp/ECEI 22 (1,3) 13 (0,8) 0,0039 

Salmonella 19 (1,1) 16 (0,9) 0,25 

Yersinia enterocolitica 2 (0,1) 2 (0,1) 1 

TOTAL 170 (10,1) 127 (7,5) < 0,0001 

Source : Van Lint et al., 2015. 

Abréviations : ECEI : E. coli entéro-invasive; PCR : réaction en chaîne par polymérase (de l’anglais polymerase 

chain reaction). 

*
Des 129 échantillons positifs pour C. jejuni par PCR multiplexe, 8 ont été considérés faux positifs puisqu’ils se sont 

avérés négatifs par la PCR individuelle de confirmation. Selon les auteurs, ceci pourrait être expliqué par une plus 

faible sensibilité de la PCR individuelle de confirmation comparativement à la PCR multiplexe (3 410 contre 

87 CFU/ml, respectivement). 

Les échantillons discordants ont été analysés par PCR individuelles en temps réel à 

l’aide d’amorces différentes de celles utilisées pour la PCR multiplexe. Des 

47 échantillons positifs par PCR multiplexe et négatifs par culture, 38 ont été 

confirmés par la PCR monoplexe alors que les 9 autres (8 C. jejuni et 1 

Shigella/ECEI) n’ont pas été confirmés. Ces 9 échantillons, qui ont présenté un 

cycle de quantification (Cq) élevé lors de la PCR multiplexe, correspondent à des 

charges bactériennes faibles. 

                                                            
4
 Des 1 687 échantillons reçus, 2 n’ont pas été considérés dans l’analyse de comparaison pour 

cause d’inhibition persistante de la PCR multiplexe et d’absence de croissance en culture (culture 
négative) [Van Lint et al., 2015]. 
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Deux échantillons doubles positifs ont été détectés par PCR multiplexe. Un des 

échantillons était positif pour Salmonella et Shigella/ECEI et l’autre pour Salmonella 

et Y. enterocolitica. La culture conventionnelle n’a détecté aucun pathogène dans le 

premier échantillon et uniquement Salmonella dans le second. Toutefois, la culture a 

permis d’identifier un échantillon double positif pour C. jejuni et Y. enterocolitica 

alors que la PCR multiplexe avait détecté uniquement C. jejuni. La souche d’Y. 

enterocolitica non détectée par la PCR multiplexe ni par la PCR monoplexe de 

confirmation a été investiguée et ne comportait pas le gène de virulence ciblé par les 

amorces PCR. La souche (biotype A) était de pathogénicité inconnue, car retrouvée 

chez des patients sains et des patients avec diarrhée. Au total, la culture a permis 

d’identifier 7 échantillons (0,4 %) positifs pour des espèces de Campylobacter non 

détectées par les réactions d’amplification multiplexes ou monoplexes. 

Comparativement à la culture conventionnelle, la PCR multiplexe a permis 

d’augmenter la sensibilité de 78 à 100 % (p < 0,0001). La spécificité clinique était de 

99,4 % pour la PCR multiplexe comparativement à 99,9 % pour la culture 

conventionnelle (tableau 3). 

Tableau 3 Comparaison de la sensibilité et de la spécificité de la PCR 

multiplexe et de la culture conventionnelle pour la détection 

d’entéropathogènes bactériens 

MÉTHODE DE 

DÉTECTION 
SENSIBILITÉ, % (IC95 %) SPÉCIFICITÉ, % (IC95 %) 

PCR multiplexe 100,0 (97,7 – 100,0) 99,4 (98,9 – 99,7) 

Culture conventionnelle 78,3 (71,1 – 84,4) 99,9 (99,6 – 100,0) 

Source : Van Lint et al., 2015. 

Abréviations : IC95 % : Intervalle de confiance à 95 %; PCR : réaction en chaîne par polymérase (de l’anglais 

polymerase chain reaction). 

Selon la conclusion des auteurs, la PCR multiplexe est un test rapide, sensible et à 

haut débit permettant l’identification des agents les plus fréquemment responsables 

des gastroentérites bactériennes. 

5.1.2 L’étude de Wiemer et ses collaborateurs [2011] 

L’objectif de cette étude était de valider une PCR multiplexe en temps réel utilisant 

des sondes d’hydrolyse permettant la détection simultanée des principales bactéries 

responsables de diarrhées, soit Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Shigella 

spp./E. coli entéro-invasive et Yersinia spp. Au total, 393 échantillons de selles 

provenant de patients atteints de diarrhée, sans historique récent de voyage à 

l’extérieur, ont été analysés par PCR multiplexe et par culture conventionnelle.  

Des 393 échantillons cliniques analysés, 201 (51 %) étaient positifs par culture, dont 

173 positifs pour au moins une bactérie ciblée par les amorces de la PCR 

multiplexe. De ces derniers, 168 ont été correctement identifiés par PCR multiplexe. 
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Sur les 5 échantillons cliniques positifs par culture et négatifs par PCR multiplexe (3 

pour Salmonella spp. et 2 pour C. jejuni), 3 correspondaient à une inhibition de la 

réaction, pour un taux global d’inhibition de la PCR de 1,7 % (3 sur 173) et une 

sensibilité clinique globale de 99 % (tableau 4). Des 192 échantillons négatifs par 

culture, la PCR multiplexe a permis de détecter 8 infections additionnelles, soit 2 

par Shigella, 1 par Salmonella et 5 par Campylobacter jejuni. 

Tableau 4 Sensibilité de la PCR multiplexe par rapport à la culture 

bactérienne 

PATHOGÈNES 

ÉCHANTILLONS POSITIFS, N 
SENSIBILITÉ DU 

MULTIPLEXE, % CULTURE 
PCR 

MULTIPLEXE 

Bactéries ciblées par la PCR multiplexe et la culture 

Salmonella spp. 74 71 96 

Shigella spp./ECEI 8 8 100 

Campylobacter jejuni 81 79 97,5 

Yersinia spp. 10 10 100 

Source : Wiemer et al., 2011. 

Abréviation : ECEI : E. coli entéro-invasive 

Selon la conclusion des auteurs, la PCR multiplexe en temps réel permet l’obtention 

rapide d’informations fiables pour la prise en charge clinique et épidémiologique de 

ces cas de diarrhée. Elle pourrait particulièrement être utile comme outil 

supplémentaire dans le diagnostic des entéropathogènes et la prise en charge des 

patients pour qui le temps est un facteur limitant. 

5.1.3 L’étude de Van Lint et ses collaborateurs [2016] 

Cette étude, qui fait suite à celle présentée précédemment [Van Lint et al., 2015], 

avait pour objectif de développer un algorithme de diagnostic des principaux 

entéropathogènes bactériens. Dans un premier temps, une PCR multiplexe était 

effectuée sur tous les échantillons. Par la suite, une culture des échantillons positifs 

pour Salmonella, Shigella/EIEC ou Yersinia enterocolitica était effectuée aux fins 

d’évaluation de la susceptibilité antimicrobienne et de surveillance de la santé 

publique (étape non nécessaire pour C. jejuni). Au total, 7 008 échantillons de selles 

ont été analysés sur deux périodes distinctes de 12 mois. Au cours de la première 

période, le diagnostic était uniquement effectué par culture conventionnelle 

(n = 3 455), alors que dans la seconde période, la PCR multiplexe en temps réel 

était utilisée en combinaison avec une culture des échantillons positifs (n = 3 553). 

Les paramètres d’évaluation étaient le temps de réponse et le taux de détection 

entre la culture et la PCR multiplexe. Les auteurs ont également évalué l’effet du 

temps d’entreposage des échantillons sur la performance de la culture guidée par 

les résultats de la PCR multiplexe. 
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La PCR multiplexe a permis de diminuer significativement le temps de réponse par 

rapport à la culture conventionnelle (29 heures contre 73 heures; p < 0,001). Selon 

des calculs basés sur l’analyse de 3 500 échantillons par année, l’implantation de la 

PCR multiplexe pour les quatre pathogènes ciblés aurait permis de réduire le temps 

de travail de 13 heures par semaine, soit une réduction de plus de 11 minutes par 

échantillon. Le taux global de positivité a également été amélioré de 72 % (4,98 % 

contre 8,56 %; p < 0,0001). Aucune co-infection n’a été détectée par culture 

conventionnelle alors que six ont été détectées par PCR multiplexe. Le tableau 5 

présente la comparaison des taux d’échantillons positifs pour chacun des 

pathogènes ciblés.  

Tableau 5 Comparaison des taux de positivité entre la culture 

conventionnelle et la PCR multiplexe 

PATHOGÈNE 

ÉCHANTILLONS POSITIFS, N 

(%) 
VALEUR P 

CULTURE 
PCR 

MULTIPLEXE 

Salmonella spp. 28 (0,81) 47 (1,32)  0,048 

Shigella spp./ECEI 5 (0,14)  41 (1,15) < 0,0001 

Campylobacter jejuni 132 (3,82)  217 (6,11)  < 0,0001 

Yersinia enterocolitica 6 (0,17) 5 (0,14) NS 

TOTAL 172 (4,98) 304 (8,56) < 0,0001 

Source : Van Lint et al., 2016. 

Abréviations : ECEI : E. coli entéro-invasive; N : nombre; NS : non significatif 

Suivant une période d’essai de l’algorithme de 12 mois, des cultures positives ont 

été obtenues dans 71,0 % des PCR multiplexes positives, dont 80,9 % pour 

Salmonella, 60,9 % pour Shigella/ECEI et 60,0 % pour Y. enterocolitica. Le nombre 

de cycles nécessaire à l’amplification des échantillons positifs par PCR multiplexe et 

négatifs par culture était significativement plus élevé que celui des échantillons avec 

une culture positive (valeur Cq moyenne de 25,5 contre 19,9; p = 0,0003). Selon les 

auteurs, les échantillons dont la charge bactérienne est plus faible sont plus 

susceptibles d’être négatifs en culture, ce qui suggère que la PCR multiplexe est 

plus sensible que la culture. Toutefois, les auteurs soulignent que la PCR peut 

détecter les acides nucléiques résiduels d’infections précédentes ou à la suite d’une 

antibiothérapie efficace et générer un résultat positif en l’absence de bactéries 

viables. Les résultats positifs avec un seuil de détection élevé (Cq élevé) doivent 

donc être interprétés avec précaution. 

Les auteurs ont également évalué l’effet du temps d’entreposage des échantillons à 

4 °C sur les taux de positivité des cultures. Pour ce faire, des échantillons de selles 

inoculées à l’aide de souches de référence pour Salmonella, Shigella et Yersinia 

enterocolitica ont été analysés. Le nombre de bactéries viables est demeuré stable 
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3 jours pour Salmonella typhimurium et 24 heures pour Shigella boydii (reconnue 

pour sa faible viabilité in vitro). À l’opposé, l’entreposage prolongé des échantillons 

contenant la bactérie Yersinia enterocolitica a eu un effet positif sur la récupération 

par culture, attribuable au fait qu’elle peut croître à des températures variant 

de -2 °C à 42 °C. En effet, un échantillon dilué 10 millions de fois (10-7), négatif en 

culture avant l’entreposage, était positif au jour 3. Au jour 7, le nombre de bactéries 

viables avait encore augmenté.  

Selon les auteurs, la PCR multiplexe est une technique idéale lors de l’utilisation 

d’une approche syndromique pour le dépistage d’agents pathogènes. Elle permet de 

tester simultanément plusieurs pathogènes potentiellement responsables des 

symptômes non spécifiques de la gastroentérite, est plus sensible que la culture, et 

permet de diminuer la charge de travail de laboratoire en limitant les cultures aux 

échantillons avec PCR positif. Toutefois, la durée de conservation des échantillons 

avant la mise en culture affecte le taux de positivité de celle-ci, et ce, différemment 

selon l’espèce bactérienne. Selon les auteurs, afin d’éviter un échec de culture 

suivant un résultat PCR positif, il est impératif de réduire autant que possible le 

temps entre l’obtention du résultat PCR et la mise en culture. 

5.1.4 L’étude de De Boer et ses collaborateurs [2010] 

Cette étude avait pour objectif d’évaluer une approche par criblage moléculaire 

(MSA, de l’anglais Molecular Screening Approach) pour la détection de 

cinq pathogènes entériques, incluant Salmonella enterica, Campylobacter jejuni, 

Escherichia coli productrice de Shiga-toxine (ECEH), Shigella spp./E. coli entéro-

invasive (ECEI), ainsi que Giardia lamblia, en vue d’une utilisation de routine dans 

un laboratoire clinique de microbiologie. L’algorithme proposé consistait en deux 

PCR multiplexes suivi d’une culture (ou d’une recherche microscopique pour 

Giardia) effectuée uniquement sur les échantillons positifs ou sur ceux ayant 

présenté une inhibition de la réaction PCR. L’étude présente les résultats et 

l’expérience avec cet algorithme sur une période de 2 ans (2007 à 2008). Au total, 

28 185 échantillons cliniques de selles provenant de patients suspectés de 

gastroentérites infectieuses acquises en communauté ou en milieu hospitalier, âgés 

de 0 à 104 ans (moyenne de 40 ans), ont été analysés. De ces échantillons, 13 974 

ont été analysés par l’approche moléculaire et 14 211 par les méthodes 

conventionnelles. 

Des échantillons analysés, 3 602 (12,8 %) ont été trouvés positifs par l’une ou l’autre 

des méthodes. Le taux de détection de l’approche moléculaire était significativement 

plus élevé, avec 2 689 (19,2 %) échantillons positifs contre 913 (6,4 %) pour les 

méthodes conventionnelles (p < 0,001). Le taux d’inhibition des PCR multiplexes a 

été établi à 1,8 %. Le taux de détection de toutes les bactéries ciblées a été 

significativement amélioré (p <0,001) à l’exception de Salmonella enterica 

(tableau 6). Selon les auteurs, ceci pourrait être attribuable à l’utilisation d’un milieu 

d’enrichissement sélectif des salmonelles avant la mise en culture. Par conséquent, 
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même de faibles charges de S. enterica peuvent être détectées par culture 

conventionnelle. 

Tableau 6 Taux de positivité des échantillons de selles selon la méthode 

de détection employée  

PATHOGÈNE 

TAUX D’ÉCHANTILLONS 

POSITIFS, % 

VALEUR P 
CULTURE 

(N = 14 211) 

PCR 

MULTIPLEXE 

(N = 13 974) 

Salmonella enterica 3,1  3,0  0,66 

Shigella spp./ECEI 0,2  1,4 < 0,001 

Campylobacter jejuni 5,3 8,1  < 0,001 

ECEH 0,2 1,9 < 0,001 

Source : De Boer et al., 2010. 

Abréviations : ECEH : E. coli entérohémorragique productrice de Shiga-toxine (ou STEC, de l’anglais Shiga-toxin 

producing E. coli); ECEI : E. coli entéro-invasive 

Parmi les raisons avancées par les auteurs pour expliquer l’augmentation du taux de 

positivité de la PCR multiplexe par rapport à la culture, il y a le fait que la PCR teste 

systématiquement tous les pathogènes visés alors que les demandes effectuées 

pour la culture d’entéropathogènes peuvent se restreindre à certaines bactéries. De 

plus, l’état non cultivable mais viable de Campylobacter jejuni5 et la viabilité limitée 

de Shigella une fois à l’extérieur du corps humain peuvent compromettre la 

sensibilité de la culture. 

Le taux de détection d’infections mixtes était plus élevé avec la PCR multiplexe 

qu’avec les méthodes conventionnelles (0,9 % contre 0,02 %). Des 130 (0,9 %) 

infections mixtes détectées par PCR multiplexe, 22 (16,9 %) ont été confirmées par 

les méthodes conventionnelles, alors qu’à elles seules, ces dernières n’en auraient 

détecté que 3 (0,02 %). 

La performance de cette approche en deux temps variait notablement entre les 

différents agents pathogènes ciblés. La culture a permis de confirmer 89 % des 

S. enterica et 77 % des C. jejuni trouvés positifs par PCR multiplexe. Seulement 

17 % à 18 % des échantillons positifs pour l’E. coli entérohémorragique 

productrice de Shiga-toxine (ECEH) et de Shigella/E. coli entéro-invasive (ECEI) 

ont étés confirmés par culture. Selon les auteurs, ceci pourrait s’expliquer par une 

sensibilité et une spécificité sous-optimale des milieux de culture, une sensibilité 

                                                            
5
 Campylobacter jejuni comporte une morphologie vibrioïde (viable et cultivable) et une morphologie 

coccoïde (viable et non cultivable). Cette dernière est un état de dormance qui serait responsable 
d’une sous-estimation du nombre de bactéries viables lors des analyses microbiologiques, 
notamment lors des décomptes d’unités formatrices de colonie (UFC) sur gélose [Rudi et al., 2004; 
Nogva et al., 2000; Bovill et Mackey, 1997; Rollins et Colwell, 1986].  
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accrue de la PCR par rapport à la culture et le fait qu’il n’y ait aucune méthode de 

routine pour la culture de l’ECEI. 

Par ailleurs, la valeur médiane du cycle seuil (CT) de détection des pathogènes des 

échantillons positifs confirmés par les méthodes conventionnelles était 

significativement plus faible que celle des échantillons non confirmés par ces 

méthodes. Les auteurs ont souligné que de faibles quantités d’acides nucléiques 

bactériens dans des échantillons cliniques pourraient témoigner d’une infection 

passée ou asymptomatique. 

Selon la conclusion des auteurs, cette étude a montré que les PCR multiplexes, 

utilisées de façon routinière dans un laboratoire de microbiologie clinique, 

permettent d’améliorer la performance des tests en termes de vitesse et de 

sensibilité de détection des entéropathogènes bactériens. L’étude montre également 

que la présence de ces pathogènes est fréquente dans les échantillons de selles, 

toutefois, la signification clinique de certains de ces résultats reste à établir. 

5.2 Valeur pronostique 

Aucune étude n’a été retenue puisque l’analyse proposée par le centre demandeur 

n’a pas pour objectif de prévoir l’évolution de la maladie ou d’anticiper un 

changement futur de l’état de santé. 

5.3 Valeur thérapeutique 

Aucune étude n’a été retenue puisque l’analyse proposée par le centre demandeur 

n’a pas pour objectif de permettre le choix ou la modification d’un traitement. 

Toutefois, il est évident que l’identification précise des entéropathogènes 

responsables de l’épisode diarrhéique au moyen de la technique proposée influence 

les décisions thérapeutiques, notamment concernant la pertinence de la prise 

d’antibiotiques.  

5.4 Validité analytique 

Les quatre études présentées précédemment comportaient des données de 

validation analytique [Van Lint et al., 2016; Van Lint et al., 2015; Wiemer et al., 2011; 

De Boer et al., 2010]. Une étude supplémentaire, portant uniquement sur la 

validation analytique d’une PCR en temps réel dans la détection des bactéries 

entériques, est également présentée [Barletta et al., 2013]. 

5.4.1 Les études de Van Lint et ses collaborateurs [2015; 2016] 

La spécificité des amorces utilisées pour la PCR multiplexe développée par Van Lint 

et ses collaborateurs [2015] a été vérifiée à l’aide du logiciel d’alignement de 

séquences BLAST (de l’anglais Basic Local Alignment Search Tool)6. Les produits 

PCR obtenus à partir d’échantillons contrôles (inoculés avec des souches de 

référence) ont été analysés par électrophorèse afin de vérifier la taille des amplicons 

                                                            
6
 National Center for Biotechnology Information (NCBI). Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) [site Web], disponible à : https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
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et séquencés par un établissement commercial. Les résultats de ces analyses ont 

démontré une concordance parfaite entre la taille et la séquence des produits 

obtenus et ceux attendus. 

La limite de détection (ou LOD, de l’anglais limit of detection) de la PCR multiplexe 

a été déterminée à l’aide de dilutions séquentielles (1/10) d’échantillons de selles 

liquides inoculées à l’aide d’une unité formatrice de colonie (UFC) de chacun des 

agents pathogènes ciblés. Les UFC utilisées provenaient de souches de référence 

ATCC (American Type Culture and Collection) cultivées sur gélose. Chacune des 

dilutions a été cultivée sur gélose afin de déterminer sa concentration (UFC/ml). 

Plusieurs fractions de chaque dilution ont ensuite été soumises à une extraction 

d’ADN suivi d’une amplification par la PCR multiplexe afin de vérifier si les 

différentes concentrations pouvaient être détectées. Dépendamment de la bactérie 

ciblée, la sensibilité analytique de la PCR multiplexe variait de 61 à 5 528 UFC/ml 

(tableau 7). 

Tableau 7 Sensibilité analytique de la PCR multiplexe  

PATHOGÈNE 
LIMITE DE DÉTECTION, 

UFC/ML 

Campylobacter jejuni 87 

Shigella sonnei 61 

Salmonella typhimurium 5 528 

Yersinia enterocolitica 1 306 

Source : Van Lint et al., 2015. 

Abréviation : UFC : unité formatrice de colonie 

La robustesse de la méthode PCR a été confirmée en évaluant la variabilité inter-

échantillon (n = 12) de la méthode d’échantillonnage (ESwap) et la variabilité intra-

essai par l’analyse d’une série d’échantillons positifs en triplicata. Le nombre de 

cycles d’amplification nécessaire à la détection de la bactérie ciblée (de l’anglais 

quantitative cycle ou Cq)7 des PCR individuelles a été utilisé pour déterminer le 

coefficient de variation (CV) de la méthode. Tous les CV étaient inférieurs à 3,5 %, 

avec une valeur moyenne de 1,77 %. La variabilité était indépendante de 

l’organisme ciblé [Van Lint et al., 2016]. 

L’étude de Wiemer et ses collaborateurs [2011] 

La spécificité analytique de la PCR multiplexe développée par Wiemer et ses 

collaborateurs a été effectuée à l’aide de 137 souches et isolats bactériens 

                                                            
7
 Pour les analyses de PCR en temps réel, les valeurs Cp (de l’anglais crossing point), CT (de 

l’anglais threshold cycle) ou Cq (de l’anglais quantification cycle) sont utilisées afin de déterminer le 
nombre de cycles nécessaire à la détection de l’ADN ciblé. Elles correspondent au point auquel la 
courbe d’amplification de la PCR traverse la ligne de bruit de fond ou le cycle auquel la courbure de 
la courbe d’amplification est maximale.  
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caractérisés. Une spécificité de 100 % a été observée (absence de signaux faux 

positifs ou de réaction croisée).  

La sensibilité analytique a été déterminée par dilutions séquentielles de souches 

de référence en phase logarithmique de croissance. Des aliquotes des dilutions 

bactériennes (500 μl) ont ensuite été cultivées sur gélose et le nombre de UFC/ml 

a été déterminé. D’autres aliquotes ont été utilisées pour inoculer des échantillons 

de selles de volontaires en santé, l’ADN a été extraite puis soumis aux 

amplifications PCR. Aucune différence significative n’a été observée entre la 

sensibilité des PCR individuelles et multiplexes selon le nombre de cycles 

d’amplification nécessaire à la détection de la bactérie ciblée (de l’anglais 

threshold cycle ou CT).  

La précision intra- et inter-essai a été évaluée par l’analyse du coefficient de 

variation (CV) du cycle seuil d’amplification (CT) des contrôles positifs pour 

chacune des bactéries ciblées. Les données de sensibilité et de robustesse sont 

présentées au tableau 8. L’efficacité de la réaction s’élevait à 94 % pour 

Salmonella spp. et Campylobacter jejuni et 99 % pour Yersinia enterocolitica et 

Shigella spp. 

Tableau 8 Sensibilité et précision analytique de la PCR multiplexe  

PATHOGÈNE 
LIMITE DE 

DÉTECTION, UFC/ML 

PRÉCISION 

INTRA-

ESSAI 

INTER-ESSAI 

Campylobacter jejuni 3,41 x 10
3
 0,02 0,03 

Salmonella spp.  4,13 x 10
4
 0,01 0,01 

Shigella spp./ECEI 2,83 x 10
5
 0,02 0,01 

Yersinia enterocolitica 4,33 x 10
5
 0,01 0,01 

Source : Wiemer et al., 2011. 

Abréviations : ECEI : E. coli entéro-invasive; spp. : espèces; UFC : unité formatrice de colonie 

L’étude de Barletta et ses collaborateurs [2013] 

Cette étude avait pour objectif de développer et de valider un test PCR multiplexe en 

temps réel pour l’identification simultanée de 3 pathogènes entériques communs 

causant la diarrhée inflammatoire, soit Salmonella spp., Shigella spp. et 

Campylobacter spp. Pour ce faire, les auteurs ont utilisé 147 souches cliniques de 

référence précédemment identifiées par sérologie, analyses biochimiques et PCR 

en temps réel pour E. coli diarrhégénique. Ces références incluaient 25 Salmonella, 

48 Shigella, 40 Campylobacter et 34 autres entéropathogènes comme contrôles 

négatifs (Pseudomonas, Klebsiella, Proteus et divers E. coli).  

L’ADN utilisé pour la validation de la PCR multiplexe a été purifié de sous-cultures 

faites à partir de géloses congelées. La sensibilité analytique était de 97,5 % (39/40) 
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pour Campylobacter et de 100 % pour Salmonella et Shigella. Une spécificité de 

97,1 % a été obtenue, attribuable à une réaction croisée causant un faux positif pour 

Shigella (1/34).  

La limite de détection (LOD) et l’efficacité de l’amplification ont été évaluées par 

l’analyse d’échantillons de selles (100 mg), provenant de volontaires en bonne 

santé, inoculés à l’aide d’aliquotes provenant de dilutions séquentielles de chacun 

des entéropathogènes ciblés (équivalent de 100 à 107 UFC). La PCR multiplexe a 

détecté la présence de Salmonella, Shigella et Campylobacter dans des 

concentrations variant de 103 à 107 UFC/g de selles. Selon l’analyse de la pente, 

l’efficacité de l’amplification a été évaluée à 100,3 %, 91,7 % et 99,0 % pour 

Salmonella, Shigella et Campylobacter, respectivement8. 

Afin d’évaluer la capacité du PCR multiplexe à détecter plusieurs pathogènes dans 

un même échantillon de selles, deux infections mixtes ont été simulées, soit une 

infection double (Salmonella et Shigella) et une triple (Salmonella, Shigella et 

Campylobacter). L’analyse des courbes de fusion (émission de fluorescence en 

fonction de la température) a révélé la présence d’un seul produit PCR par 

fluorophore et une absence de compétition entre les couples d’amorces. 

Selon les auteurs, ce test est une méthode simple, rapide, sensible et peu coûteuse 

qui permet la détection simultanée de ces trois entéropathogènes. Les auteurs 

soulignent toutefois que ce type d’analyse comporte certaines limites. Tout d’abord, 

bien que les séquences ciblées proviennent de régions fortement conservées de 

gènes de virulence, les amorces utilisées pourraient ne pas détecter de nouvelles 

variantes de ces gènes et produire des faux négatifs. Deuxièmement, le présent test 

identifie également les E. coli entéro-invasives (ECEI) puisque ces dernières, tout 

comme les Shigella, comportent le gène ipaH. Le choix des amorces et la validation 

de leur spécificité sont donc des étapes déterminantes. 

L’étude de De Boer et ses collaborateurs [2010] 

La spécificité et la sensibilité analytique de la PCR multiplexe développée par De 

Boer et ses collaborateurs a été évaluée à l’aide de 147 souches de référence 

incluant 33 Salmonella spp., 6 Campylobacter spp., 35 E. coli productrices de Shiga-

toxine, 24 Shigella spp., 13 E. coli entéro-invasives, ainsi que 36 autres espèces 

intestinales non ciblées par le test afin d’évaluer la réactivité croisée. Une sensibilité 

et une spécificité de 100 % ont été observées. La limite de détection variait de 102 à 

104 UFC/g de selles selon le pathogènes ciblé. 

La performance clinique de la PCR multiplexe a été évaluée à l’aide de 

828 échantillons cliniques de selles dont certains ont été testés prospectivement et 

d’autres rétrospectivement. Au total, 278 échantillons ont été trouvés positifs par 

méthodes conventionnelles et 338 par PCR multiplexe. La sensibilité clinique de la 

                                                            
8
 Une réaction efficace à 100 % génère une pente de -3,32. La valeur des pentes était de -3 315 

(100,3 %), -3 538 (91,7 %) et -3 347 (99,0 %) pour Salmonella, Shigella et Campylobacter, 
respectivement [Barletta et al., 2013]. 
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PCR multiplexe par rapport aux méthodes conventionnelles était de 98,2 % 

(273/278), avec un taux d’inhibition de l’amplification PCR de 5 %. 
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5.5 Données fournies par le demandeur 

Aucune donnée provenant d’études de validation analytique n’a été fournie par le 

demandeur. En raison du coût élevé de ces études, le demandeur procédera à la 

validation seulement une fois l’aval du ministère reçu.  

La validation sera effectuée au CHU Sainte-Justine en collaboration avec le LSPQ 

et possiblement les laboratoires de santé publique d’autres provinces (dont Terre-

Neuve-et-Labrador) afin d’analyser environ 200 selles incluant une variété de 

pathogènes différents. Une comparaison de deux techniques de PCR en temps réel 

pour la détection des bactéries et des virus ciblés sera effectuée, soit celle 

développée au Laboratoire de microbiologie et de santé publique de Terre-Neuve-

et-Labrador et la technique commerciale LightMixMC (Roche).  

Un plan préliminaire d’évaluation de la validité analytique a été élaboré et comporte 

les suggestions suivantes9 : 

5.5.1 Optimisation de la technique d’extraction d’acides nucléiques 

Comparaison de différentes techniques d’extraction d’acides nucléiques (ADN et 

ARN) en utilisant le système d’extraction automatisé MaxwellMC de Promega pour 

déterminer quelle méthode permet d’obtenir la plus grande quantité d’acides 

nucléiques pour les dix virus et bactéries ciblés. 

5.5.2 Limite de détection 

Comparaison de la limite de détection des deux techniques en utilisant des 

échantillons de selles inoculés avec des quantités connues des bactéries ciblées. 

Des souches références obtenues de l’American Type Culture and Collection 

(ATCC) pourront aussi être mises à contribution au besoin. La reproductibilité 

analytique sera intrinsèquement évaluée au cours du processus de détermination 

de la limite de détection qui consiste à effectuer les analyses de manière 

réplicative. 

5.5.3 Vérification analytique 

Évaluation de la sensibilité et la spécificité des deux techniques en testant vingt 

échantillons positifs pour chacun des dix microorganismes ciblés, incluant des co-

infections. Ces échantillons seront soit des échantillons cliniques positifs identifiés 

par la technique utilisée actuellement au laboratoire (culture bactérienne) ou des 

échantillons de selles négatifs dans lesquels des quantités connues des 

microorganismes ciblés auront été ajoutées. 

La spécificité analytique sera intrinsèquement évaluée au cours du processus de 

validation puisque tous les entéropathogènes analysés sont systématiquement 

testés par toutes les paires d’amorces. Après cette validation analytique, la 

                                                            
9
 Informations tirées d’une communication officielle transmise à l’INESSS, en date du 15 juin 2017, 

par le demandeur, D
r
 Christian Renaud. 
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technique offrant la meilleure performance sera choisie pour une étude 

prospective. 

5.5.4 Étude prospective 

Étude comparative de la technique de PCR en temps réel choisie avec la 

technique utilisée actuellement au laboratoire (culture bactérienne et PCR Shiga-

toxine) sur toutes les analyses demandées en bactériologie pendant 3 mois (ce qui 

représente environ 500 échantillons). Tous les résultats discordants seront 

analysés par la seconde technique de PCR en temps réel. Un résultat sera 

considéré positif s’il est positif par au moins deux techniques. 

6 IMPACTS BUDGÉTAIRES 

L’analyse d’impact budgétaire considère les coûts liés à l’ajout au Répertoire du 

test permettant la détection moléculaire des entéropathogènes bactériens par PCR 

multiplexe au CHU Sainte-Justine. Les coûts sont projetés sur un horizon temporel 

de 3 ans selon la perspective du ministère de la Santé et des Services sociaux 

(MSSS). L’analyse repose sur des données épidémiologiques, ainsi que sur des 

hypothèses appuyées par des études cliniques et l’opinion d’experts10. 

L’évaluation des coûts est présentée au tableau 9. Les principales hypothèses 

émises pour les fins de l’analyse sont les suivantes : 

 La détection moléculaire des entéropathogènes bactériens, telle que 

proposée par le demandeur, ciblerait tous les patients avec une diarrhée 

chronique ou des selles sanglantes. 

 L’analyse serait utilisée en 1re intention en remplacement de la culture de 

selles (code : 40 263). Seuls les cas positifs de Salmonella et Shigella, 

Shiga-toxine (vérotoxine) seraient confirmés par culture de selles pour les 

programmes de surveillance de santé publique. La fréquence de positivité 

est estimée entre 5 % à 10 %. 

 Par ailleurs, il est possible qu’une inhibition de la réaction enzymatique se 

produise au cours de l’analyse PCR proposée. Ainsi, les analyses pour 

lesquelles un tel scénario est observé devront nécessairement être 

effectuées en culture de selles. Cela représente environ 3 % des analyses 

PCR multiplexe. 

 Dans les situations où la culture de selles sera réalisée, la recherche 

d’isolats suspects sera effectuée dans tous les cas (codes : 40 126 et 

40 127). 

 La détection de Shiga-toxines produite par Escherichia coli (code : 45 040) à 

                                                            
10

 Les experts sont D
r
 Christian Renaud, pédiatre microbiologiste infectiologue au CHU Sainte-

Justine (demandeur), D
r
 Christian Lavallée, microbiologiste-infectiologue à l’Hôpital Maisonneuve-

Rosemont (lecteur externe), D
r 
Jean Longtin, microbiologiste en chef au LSPQ-INSPQ et M. 

Hugues Charest, biologiste moléculaire au LSPQ. 
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l’aide d’un TAAN serait remplacée (VP 13,4). 

 Aucune analyse n’a fait l’objet d’envoi hors Québec. 

 Ainsi, il est prévu que 2 150 analyses seraient réalisées au cours des trois 

prochaines années, respectivement. 

 Deux valeurs pondérées sont proposées par le demandeur. La première 

inclut une extraction d’ADN bactérien et est estimée à 22,78, alors que la 

seconde est évaluée à 12,75 et n’inclut pas d’extraction d’ADN. Cette étape 

est plutôt remplacée par un bouillon d’enrichissement tel qu’effectué 

actuellement pour la PCR Shiga-toxine. 

 La valeur pondérée de la culture de selles est de 12,3 pour l’année 2017-18. 
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Tableau 9 Coûts liés à l’introduction au Répertoire de l’analyse permettant la 

détection moléculaire des entéropathogènes bactériens par PCR 

multiplexe pour le CHU Sainte-Justine 

 AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL 

Scénario de base : sans l’ajout de l’analyse permettant la détection moléculaire des 

entéropathogènes bactériens par PCR multiplexe 

Analyses culture de selles 

(40 263) 
2 150 2 150 2 150 

6 450 

Coûts  26 445 $ 26 445 $ 26 445 $ 79 335 $ 

TAAN STEC (45040) 2 150 2 150 2 150 6 450 

Coûts 28 810 $ 28 810 $ 28 810 $ 86 430 $ 

Recherche isolats suspects 

(40 126 et 40 127) 
215 215 215 645 

Coûts 1 075 $ 1 075 $ 1 075 $ 3 225 $ 

TOTAL 56 330 $ 56 330 $ 56 330 $ 168 990 $ 

Nouveau scénario : avec l’ajout de l’analyse permettant la détection moléculaire des 

entéropathogènes bactériens par PCR multiplexe à une valeur pondérée de 12,75 

Analyses PCR multiplexe  2 150 2 150 2 150 6 450 

Coûts 27 413 $ 27 413 $ 27 413 $ 82 239 $ 

Analyses culture de selles 

(40 263) Cas positifs et inhibition 

PCR 

200 200 200 600 

Coûts 2 460 $ 2 460 $ 2 460 $ 7 380 $ 

Recherche isolats suspects 

(40 126 et 40 127) 
200 200 200 600 

Coûts 1 000 $ 1 000 $ 1 000 $ 3 000 $ 

Impact brut 30 873 $ 30 873 $ 30 873 $ 92 619 $ 

Impact net -25 457 $ -25 457 $ -25 457 $ -76 371 $ 

Analyses de sensibilité 
Pour 3 ans, réduction de coûts la plus élevée -80 148 $ 

Pour 3 ans, réduction de coûts la plus faible -71 358 $ 

Nouveau scénario : avec l’ajout de l’analyse permettant la détection moléculaire des 

entéropathogènes bactériens par PCR multiplexe à une valeur pondérée de 22,78 

Analyses PCR multiplexe  2 150 2 150 2 150 6 450 

Coûts 48 977 $ 48 977 $ 48 977 $ 146 931 $ 

Analyses culture de selles 

(40 263) Cas positifs et inhibition 

PCR 

200 200 200 600 

Coûts 2 460 $ 2 460 $ 2 460 $ 7 380 $ 

Recherche isolats suspects 

(40 126 et 40 127) 
200 200 200 600 

Coûts 1 000 $ 1 000 $ 1 000 $ 3 000 $ 

Impact brut 52 437 $ 52 437 $ 52 437 $ 157 311 $ 

Impact net - 3 893 $ - 3 893 $ - 3 893 $ -11 679 $ 

Analyses de sensibilité 
Pour 3 ans, réduction de coûts la plus élevée -12 446 $ 

Pour 3 ans, réduction de coûts la plus faible -11 178 $ 

 



25 

Ainsi, l’ajout de l’analyse permettant la détection moléculaire des 

entéropathogènes bactériens par PCR multiplexe pourrait générer une réduction 

de coûts d’environ 25 000 $ par année pour un total de 76 000 $ pour les trois 

premières années, et ce, si l’extraction d’ADN n’est pas réalisée lors de la 

procédure. Toutefois, si une extraction d’ADN devait être nécessaire, la réduction 

de coûts serait moindre, soit d’environ 4 000 $ par année pour un total de 11 000 $ 

pour les trois premières années. 

Advenant que l’analyse puisse être implantée pour répondre aux besoins de 

l’ensemble de la province, cela pourrait générer une réduction de coûts allant de 

264 000 $ à 1,7 M$ par année pour un total de 792 000 $ à 5,1 M$ pour les trois 

premières années. 

7 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ÉTHIQUES, SOCIAUX 

ET JURIDIQUES 

Les analyses moléculaires utilisant la PCR permettent de détecter de faibles 

quantités d’acides nucléiques, incluant celui d’organismes parfois non viables, 

produisant généralement plus de résultats positifs, mais d’une importance clinique 

incertaine (possibles faux positifs) [Freeman et al., 2017; Van Lint et al., 2016]. 

Toutefois, au Canada, la grande sensibilité de la PCR et le risque de faux positifs 

ne constitue pas un enjeu pour la détection des entéropathogènes. En effet, les 

microorganismes testés, qui sont parfois endémiques dans d’autres populations, 

ne font pas partie de la flore normale de la population locale et doivent être traités 

lorsqu’ils sont associés à des symptômes gastro-intestinaux graves. En limitant 

l’analyse aux patients présentant ces symptômes, le risque de faux positifs 

associé à une trop grande sensibilité de la méthode est négligeable11. 

Par ailleurs, bien que les séquences utilisées comme cibles sont généralement 

celles de régions fortement conservées de gènes de virulence, les amorces utilisées 

pourraient ne pas détecter de nouveaux variants de ces gènes et produire des faux 

négatifs [Barletta et al., 2013]. Les experts responsables de ces analyses doivent 

donc pouvoir offrir des analyses supplémentaires en cas de résultats négatifs 

malgré des symptômes cliniques clairs comme la présence de sang dans les 

selles [Van Lint et al., 2016]. De plus, aux fins de surveillance, de sécurité et de 

santé publique, il est impératif que les laboratoires cliniques poursuivent la 

soumission d’isolats et de souches d’organismes pathogènes aux autorités en 

santé. 

  

                                                            
11

 Information partagée par le D
r
 Yansouni, infectiologue au Centre universitaire de santé McGill, 

membre du Comité scientifique permanent des analyses de biologie médicale (CSABM) de 
l’INESSS (rencontre du 5 décembre 2017). 
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8 POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS 

D’INTÉRÊT CONCERNANT L’ANALYSE ÉVALUÉE 

L’Association of Public Health Laboratories (APHL, États-Unis) a publié en 2015 une 

liste de faits et de recommandations pour les laboratoires cliniques et les agences de 

santé publique concernant l’utilisation des tests moléculaires indépendants de la 

culture dans le diagnostic des maladies entériques et d’origine alimentaire [APHL, 

2015]. Les faits suivants sont notamment mentionnés :  

 Les tests moléculaires indépendants de la culture sont plus rapides et 

procurent des données dans des délais cliniquement plus pertinents pour le 

clinicien et son patient.  

 Les analyses moléculaires sont basées sur une approche syndromique et 

permettent de détecter simultanément une large gamme de pathogènes qui, 

traditionnellement, requiert de multiples procédures microbiologiques.  

 Les analyses moléculaires offrent de l’information sur les pathogènes qui ne 

sont pas cultivables comme Cryptosporidium et norovirus, ou des agents pour 

lesquels les cultures traditionnelles sont moins sensibles, complexes ou plus 

lentes.  

 Ces analyses peuvent être plus économiques que les techniques 

microbiologiques classiques et requièrent moins de personnel.  

Toutefois, l’APHL recommande entre autres de continuer d’obtenir et de soumettre les 

isolats de pathogènes responsables d’intoxication alimentaire aux autorités locales et 

régionales en santé. Si des isolats ne sont pas disponibles, suite à l’implantation de 

techniques moléculaires indépendantes de la culture, du matériel clinique (selles, 

bouillon) devrait pouvoir être soumis aux autorités. 

Selon le Public Health England (PHE), diverses méthodes comportant des 

sensibilités et des spécificités variables sont disponibles pour l’analyse des 

matières fécales. Les méthodes moléculaires (p. ex. la PCR multiplexe) et les 

immunoessais enzymatiques (ELISA) peuvent être supérieurs aux méthodes 

conventionnelles et devraient donc être considérés lorsqu’ils sont disponibles, 

après validation, afin d’assurer une interprétation clinique appropriée [PHE, 2013]. 

L’American College of Gastroenterology (ACG) recommande la recherche de l’agent 

étiologique de la gastroentérite seulement chez les patients atteints d’une diarrhée 

modérée à sévère depuis plus de 7 jours et susceptibles de propager la maladie. 

Les approches technologiques favorisées sont les cultures bactériennes, la 

microscopie avec ou sans immunofluorescence et la détection antigénique. D’autres 

approches homologuées par la FDA peuvent toutefois être considérées en cas 

d’échec des approches traditionnelles [Riddle et al., 2016].  
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9 RECOMMANDATION DE L’INESSS 

Détection moléculaire des entéropathogènes bactériens par PCR 

multiplexe 

 

La recommandation de l’INESSS 

 

      Introduction de l’analyse dans le Répertoire  

      Refus d’introduction de l’analyse dans le Répertoire 

 

Précision accompagnant la recommandation 

 L’utilité clinique de l’analyse est reconnue. 
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ANNEXE A : Trousses commerciales homologuees par sante 

canada pour la detection d’enteropathogenes bacteriens par pcr 

multiplexe 

TROUSSE  

(FOURNISSEUR) 

NUMÉRO DE 

L’HOMOLOGATION 

(DATE) 

ENTÉROPATHOGÈNES DÉTECTÉS (N) 

xTAG
MC

 Gastrointestinal 

Panel (GPP) 

 

(Luminex Molecular 

Diagnostic, Toronto, 

Canada) 

88086 

(18 janvier 2012) 

Virus (3) : Adenovirus (40 et 41), Norovirus (GI et GII), 

Rotavirus A. 

Bactéries (9) : Campylobacter (C. jejuni, C. coli et C.lari), 

Clostridium difficile toxine A/B, Escherichia coli O157, E. coli 

entérotoxigénique (ETEC) LT et ST, Salmonella, E. coli 

producteur de Shiga-toxines (STEC) stx1 et stx2, Shigella 

(S. boydii, S. sonnei, S. flexneri et S. dysenteriae), Vibrio 

cholerae (gène de la toxine du choléra), Yersinia 

enterocolitica. 

Parasites (3) : Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, 

Cryptosporidium (C. parvu et C. hominis). 

FilmArray
MC 

Gastrointestinal (GI) 

Panel 

 

(BioFire Diagnostics, 

LLC 

Salt Lake City, États-

Unis) 

95822 

(23 septembre 2015) 

Virus (5) : Adénovirus F (40 et 41), Astrovirus, Norovirus (GI et 

GII), Rotavirus A, Sapovirus (I, II, IV et V). 

Bactéries (12) : Campylobacter (C. jejuni, C. coli et C. 

upsaliensis), Clostridium difficile (toxine A et B), 

Plesiomonas shigelloides, Salmonella, Yersinia enterocolitica, 

Vibrio (V. parahaemolyticus, V. vulnificus et V. cholerae), E. 

coli entéroaggrégative (EAEC), E. coli entéropathogène 

(EPEC), E. coli entérotoxigénique (ETEC) lt et st, E. 

coli producteur de shiga-toxines (STEC) stx1 et stx2, E. 

coli O157, Shigella/E. coli entéroinvasive (EIEC). 

Parasites (4) : Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis, 

Entamoeba histolytica, Giardia lamblia. 

BD Max Enteric 

Bacterial Panel 

 

(Geneohm Sciences 

Canada Inc., Québec) 

93 543 

(10 juillet 2014) 

Bactéries (4) : Salmonella spp., Shigella spp./E. coli 

entéroinvasive (EIEC), Campylobacter (C. jejuni, C. coli et C. 

coli), E. coli producteur de Shiga-toxines (STEC). 

BD Max Extended 

Enteric Bacterial Panel 

 

(Geneohm Sciences 

Canada Inc., Québec) 

99 000 

(20 avril 2017) 

Bactéries (8) : Salmonella spp., Shigella spp./E. coli 

entéroinvasive (EIEC), Campylobacter (C. jejuni, C. coli et C. 

coli), E. coli producteur de Shiga-toxines (STEC), Yersinia 

enterocolitica, E. coli entérotoxigénique (ETEC), 

Plesiomonas shigelloides, Vibrio (V. parahaemolyticus, V. 

vulnificus et V. cholerae). 

Rida Gene Bacterial 

Stool Panel 

 

(R-Biopharm AG, 

Darmstadt, Allemagne) 

91 376 

(23 mai 2013) 

Bactéries (3) : Salmonella spp., Campylobacter spp., Yersinia 

enterocolitica. 
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ANNEXE B : Coproculture pour la detection de bacteries 

pathogenes à partir d’echantillons de selles 

MÉDIUM UTILITÉ ET COMMENTAIRES 

Bouillon tout usage 

Bouillon Gram-négatif 

Enrichissement sélectif des bâtonnets à Gram négatif, en particulier Salmonella et 

Shigella (sous-culture après 6 à 8 heures d’incubation), peut être utilisé pour le 

dosage d’ECEH par EIA 

Bouillon au sélénite F 

Enrichissement sélectif des bâtonnets à Gram négatif, en particulier Salmonella et 

Shigella (sous-culture après 18 à 24 heures d’incubation, peut inhiber la croissance de 

certaines espèces de Shigella) 

Bouillon organisme-spécifique 

Eau peptonée alcaline Enrichissement sélectif de Vibrio (sous-culture après 24 heures d’incubation). 

Bouillon MacConkey 
Enrichissement de Yersinia enterocolitica si incubé à 25 °C, peut être utilisé pour le 

dosage d’ECEH par EIA 

Gélose tout usage 

Hektoen 

Milieu sélectif des bâtonnets à Gram négatif, permets de différencier les fermenteurs 

de lactose (jaunes-oranges) des non-fermenteurs (bleus ou verts), la production de 

H2S peut être détectée (précipité noir) 

MacConkey 
Milieu sélectif des bâtonnets à Gram négatif, permets de différencier les fermenteurs 

de lactose (roses) des non-fermenteurs (incolores) 

Salmonella-shigella 

Milieu sélectif des bâtonnets à Gram négatif, permets de différencier les fermenteurs 

de lactose (roses-rouges) des non-fermenteurs (incolores), la production de H2S peut 

être détectée (précipité noir) 

Xylose-lysine-désoxycholate 

Milieu sélectif des bâtonnets à Gram négatif, permets de différencier les fermenteurs 

de lactose (jaunes) des non-fermenteurs (rouges), la production de H2S peut être 

détectée (précipité noir) 

Gélose hautement sélective/différentielle 

Sulfite de bismuth Isolation de Salmonella, incluant S. typhi (noire) 

Vert brillant 
Isolation de Salmonella (rouge, rose ou blanche avec un halo rouge), inhibition de 

S. typhi et S. paratyphi 

Gélose sang avec ampiciline Isolation d’Aeromonas 

Gélose sang Campy 

Isolation de Campylobacter 

CVA Campy 

Campylosel 

Charbon sélective 

Charbon Céfopérazone-

désoxycholate 

Cefsulodine-Irgasan-Novobiocine 
Isolation de Yersinia enterocolitica ou Aeromonas (centre rouge foncé et marge 

transparente)  

CHROMagar Salmonella Isolation de Salmonella (mauve-rose) 

CHROMagar O157 Isolation d’ECEH sérotype O157 (mauve) 

CHROMagar ECEH Isolation des 6 ECEH les plus communes (mauves) 

Cyclosérine-céfoxitine-jaune 

d’œuf/cyclosérine-céfoxitine-fructose 
Isolation de Clostridium difficile 
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HardyChrom SS Isolation de Salmonella (noire) et Shigella (bleue sarcelle) 

Inositol-vert brillant-sels biliares Isolation de Plesiomonas shigelloides (blanc à rose) 

MacConkey avec sorbitol ou tellurite 

de potassium au céfixime 
Isolation d’ECEH sérotype O157 (incolore) 

Thiosulfate-citrate-sels biliaires-

sucrose 

Isolation de Vibrio cholera (jaune), V. parahaemolyticus (verte) et inhibition de 

certaines Vibrio 

Source : Humphries et Linscott, 2015. 

Abréviations : ECEH : E. coli entérohémorragique; EIA : immunodosage enzymatique (de l’anglais enzyme immunoassay) 
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