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Réseau canadien de laboratoires dintervention

Lignes directrices provisoires pour les analyses effectuées en laboratoire : panels
Global Fever et Warrior-CA de BioFire pour le dépistage de certains agents pathogéenes
a hautrisque

Les recommandations figurant dans le présent document doivent étre interprétées en
paralléle avec les politiques, les lois et les reglements fédéraux, provinciaux, territoriaux et
locaux pertinents. Les mesures recommandées doivent étre considérées non pas comme
des normes rigides, mais plutbt comme des principes et des recommandations pour
orienter l’élaboration de lignes directrices et harmoniser le processus d’analyse entre les
laboratoires provinciaux.

Les présentes lignes directrices sont fondées sur un consensus au sein du groupe de
travail BioFire du Réseau canadien de laboratoires d’intervention (RCLI), l'avis de certains
experts en la matiére ainsi que les données scientifiques actuellement connues et
reposent sur le principe de précaution lorsque les données probantes sont insuffisantes ou
non concluantes. Ces lignes directrices seront mises a jour a la lumiére de nouveaux
renseignements éventuels.

Toute analyse effectuée par les laboratoires du RCLI dérogeant aux parameétres
recommandés décrits dans le présent document est a la discrétion du laboratoire qui
effectue l'analyse, qui reconnait que des limites et des mises en garde peuvent s’appliquer
a cette facon de procéder.

Portée

Le présent document fournit des lignes directrices sur les criteres pour les analyses
effectuées en laboratoire et sur les échantillons a prélever pour le dépistage de personnes
symptomatiques susceptibles d’étre exposées a des agents pathogénes a haut risque
(APHR), a l’aide du systéme FilmArray™® de BioFire™® et du panel Global Fever (GF) [a des
fins de recherche uniquement] et/ou du panel Warrior-CA (pour analyse diagnostique

in vitro) de BioFire.

L'évaluation a été effectuée pour les agents cibles suivants pouvant causer une fievre
hémorragique virale (FHV) :

e virus de lafievre hémorragique de Crimée-Congo;

e virus Ebola (Bundibugyo, Reston, Soudan, Tai Forest, Zaire)*;
e virus de Lassa;

e virus de Marburg*.

Des évaluations ont été réalisées pour d’autres cibles d’intérét prioritaire :
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e virus chikungunya;

e virus de la dengue;

e virus du Nil occidental;
e virus de lafiévre jaune;
e virusZika;

e Plasmodium spp., dont Plasmodium falciparum et Plasmodium vivax/ovale.

*Le panel Warrior-CA ne comprend que les cibles Ebolavirus et virus de Marburg de cette liste
d’APHR.

Contexte

Le Réseau canadien de laboratoires d’intervention de la Direction générale du Laboratoire
national de microbiologie (DGLNM) distribue aux intervenants provinciaux canadiens des
trousses d’analyse de qualité contrélée et de grande fiabilité pour la détection d’agents
pathogeénes biologiques a cote de sécurité élevée, afin de soutenir les efforts de
préparation et d’intervention de premiére ligne. Presque chaque année, il se produit des
éclosions sporadiques de filovirus, dont trois en 2025 (virus Soudan en Ouganda, virus
Ebola en RDC et virus de Marburg en Ethiopie) et une en 2026 (virus Bundibugyo en RDC et
en Ouganda). De plus, des milliers de cas de fievre de Lassa et de fievre hémorragique de
Crimée-Congo surviennent chaque année, ce qui accroit le risque de présence au Canada
de cas potentiels liés a des voyages. Afin d’accroitre les capacités de dépistage des
provinces et de tirer parti du déploiement au Canada des instruments FilmArray"® de
BioFire™P pendant la pandémie de COVID-19, une étude de vérification multicentrique
(EVMC) des panels d’analyse de BioFire a été entreprise pour appuyer le triage des agents
pathogénes a haut risque (APHR) qui circulent a Uextérieur du Canada, mais qui pourraient
potentiellement étre importés ici. Bien que la DGLNM maintienne des services de
référence et de diagnostic spécialisés a niveau de confinement élevé pour ces APHR, la
distribution de trousses d’analyse robustes et bien caractérisées qui seront utilisées pour
le dépistage dans les laboratoires provinciaux augmente considérablement la capacité du
Canada a détecter et a traiter rapidement les patients présentant un risque élevé, dans
Uintérét du patient, de la santé publique et de la sécurité publique. Les sachets d’analyse
multiplex de BioFire élargissent les capacités de diagnostic en permettant la détection
rapide d’autres agents infectieux rares au Canada, y compris Plasmodium spp. ('agent
causal du paludisme), et en facilitant le diagnostic dans de brefs délais, ce qui est un
facteur important a prendre en compte pour les voyageurs qui reviennent au Canada.

La compréhension des critéres de rendement et des limites de ces analyses permet
d’établir des lignes directrices sur U'utilisation optimale de cette technologie pour le triage
rapide des échantillons a haut risque prélevés a des fins diagnostiques dans ’ensemble du
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Canada. Jusqu’a maintenant, seuls des comptes rendus de conférences (5-8), et non des
publications évaluées par des pairs, ont fait état des fourchettes de limite de détection du
panel GF de BioFire™P pour chaque cible. Il existe peu de données publiées décrivant
’évaluation clinique de la spécificité et de la sensibilité du panel GF pour des cibles
individuelles (9-12). A ce titre, le RCLI a réalisé une EVMC pour vérifier le rendement; le
résumé des limites de détection mesurées pour les cibles prioritaires est présenté a
annexe 1.

Le RCLI et ses partenaires contribuent a soutenir le travail des laboratoires en produisant
les recommandations provisoires fournies dans le présent document d’orientation, qui
présente 1) la définition des critéres de dépistage des personnes présentant un risque de
contracter une infection a APHR et 2) les recommandations relatives au prélévement
d’échantillons et aux analyses de dépistage d’un APHR.

Critéres de dépistage des patients

Les patients doivent étre atteints d’une maladie aigué présentant des caractéristiques
évocatrices d’un APHR et avoir des facteurs de risque épidémiologiques d’exposition (p. ex.
voyage récent dans une région endémique, région ou une éclosion d’APHR est établie ou en
évolution, contact dans un pays voisin ou avec un réservoir connu ou contact étroit avec
une personne atteinte d’une infection a8 APHR soupconnée ou confirmée).

Si 'on soupgonne la présence d’une FHYV, il faut suivre les meilleures pratiques de gestion.
Les laboratoires doivent se reporter aux lignes directrices de 'OMS et les compléter avec
les lignes directrices existantes de leur province, au besoin. Les caractéristiques cliniques,
le diagnostic en laboratoire et la prise en charge propre a chaque FHV - Ebola, Marburg,
FHCC et fievre de Lassa —, présentés dans le guide de poche de 'OMS (1, 2), sont résumés
ici:

Criteres cliniques: tout symptome parmi fievre aigué, mal de téte, myalgie,

faiblesse/fatigue, mal de gorge, perte d’appétit, vomissements, diarrhée, douleurs
abdominales, éruption cutanée, ou tout symptéme inexpliqué tel que
saignement/hématome, pétéchies/ecchymoses, hématémese, méléna, diarrhée
sanglante, jaunisse, état de choc, altération de l'état mental ou évolution rapide vers
une défaillance multiviscérale.

Criteres épidémiologiques: entre autres, voyage dans une région touchée par une

FHYV, en particulier en cas de transmission active; contact direct avec une personne
malade ou décédée; contact avec le sang ou les liquides corporels d’'une personne
se trouvant dans la région touchée; exposition a de la literie ou a de ’équipement
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médical contaminé ou a un réservoir animal; exposition connue en laboratoire ou en
milieu de soins de santé.

L'utilisation des trousses d’analyse de BioFire se veut un outil de triage complémentaire
dans les algorithmes provinciaux de dépistage viral existants et ne remplace pas les tests
de référence de la DGLNM pour répondre aux exigences du Reglement sanitaire
international (RSI).

Prélévement et analyse des échantillons

Les analyses diagnostiques pour les APHR a laide des trousses de BioFire dans les
laboratoires de référence provinciaux ne devraient étre effectuées qu’aprés consultation
des responsables de la santé publique appropriés et réalisation d’une évaluation des
risques. Si la présence d’un virus responsable d’une FHV du groupe de risque 4 (GR4) est
soupgonnée, le Programme de référence des pathogenes spéciaux de la DGLNM doit en
étre informé. Pour les autres cibles d’intérét prioritaire, la décision de communiquer avec
le Programme de référence sur les maladies a transmission vectorielle et les zoonoses
(MZTV) appartient a la province, conformément a ses procédures d’analyse habituelles.
Chaque laboratoire ayant la capacité d’effectuer le dépistage d’APHR a l’aide des trousses
de BioFire devrait procéder a une évaluation interne des risques liés a l'utilisation locale, y
compris la manipulation des échantillons, la réalisation des analyses et la déclaration (voir
la note de bas de page). Les analyses de référence effectuées par le programme de
référence de la DGLNM sont nécessaires pour satisfaire aux exigences du RSl lorsqu’une
FHV demeure préoccupante. Un résultat négatif a 'analyse BioFire peut contribuer a une
révision a la baisse du degré de risque local lorsque la combinaison des évaluations
cliniques, épidémiologiques et de laboratoire confirme que le risque est faible. Toutefois, la
réalisation d’analyses en parallele par la DGLNM est recommandée pour tous les
échantillons négatifs de cas soupconnés. Cela correspond aux pratiques exemplaires
selon lesquelles les résultats négatifs doivent étre interprétés dans leur contexte et non de
maniere isolée. Une évaluation continue des risques fondée sur l’évolution du tableau
clinique et les criteres liés a Uexposition et a 'épidémiologie demeure essentielle.

Le panel GF et le panel Warrior-CA de BioFire™® sont des systéemes fermés comprenant une
pochette jetable dans laguelle se trouvent tous les réactifs nécessaires a U'extraction des
acides nucléiques, a la transcription inverse, a la réaction en chaine de la polymérase
(PCR) et a la détection afin d’isoler, d’amplifier et de détecter les acides nucléiques de
plusieurs agents pathogenes dans un seul échantillon de sang total (3, 4). Les échantillons
cliniques prélevés chez des patients faisant U'objet d’un dépistage de ces APHR peuvent
étre analysés a l’aide des panels de BioFire™? dans un laboratoire de NC2, a condition
gu’une enceinte de sécurité biologique certifiée et des précautions de biosécurité
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renforcées soient utilisées, conformément aux lignes directrices en matiére de biosécurité

en laboratoire de 'ASPC et a 'avis sur la manipulation des échantillons provenant de cas
soupconnés d’infection a APHR.

Recommandations sur les échantillons et ’analyse pour les trousses de BioFire

e Sang:unvolume d’échantillon minimal de 200 pl de sang total est requis par
analyse. Consulter le mode d’emploi approprié pour connaitre les exigences
particuliéres (3, 4).

o ldéalement, un échantillon de 1 ml devrait étre prélevé pour permettre la
reprise de ’'analyse ou un renvoi.

o L’héparine n’est pas recommandée pour le panel GF, car elle peut interférer
avec les résultats.

o Lareprise de 'analyse doit étre envisagée lorsque les résultats initiaux du
test d’amplification des acides nucléiques (TAAN) sont négatifs, mais que les
soupcons clinigues demeurent élevés.

o Undeuxieme échantillon doit étre prélevé au moins 24 a 72 heures apres le
premier afin de réduire le risque de faux négatifs au début de la maladie. Des
données probantes indiquent que le résultat des patients peut étre négatif
pour les FHV du GR4 pendant jusqu’a 72 heures, sans résultat de laboratoire
positif jusqu’a ce gu’ils présentent des signes évidents de la maladie (1). La
décision d’obtenir un deuxieme échantillon doit étre fondée sur Uhistoire
naturelle connue de la virémie ou du fardeau viral et sur Uefficacité de
Uanalyse.

o Leséchantillons peuvent étre conservés a température ambiante pendant
1 jour ou réfrigérés pendant jusqu’a 7 jours (1).

e Unrésultat « non détecté » n’exclut pas la présence d’un APHR, y compris un virus
causant une FHV qui ne figure pas dans les panels de BioFire. Les résultats doivent
étre interprétés dans le contexte des renseignements cliniques et épidémiologiques
connus. Il est recommandé que des analyses soient réalisées en parallele par la
DGLNM.

e Laconfirmation des résultats « détectés » et indéterminés pour les FHV, obtenus a
’aide des panels de BioFire"P, doit étre effectuée a la DGLNM, sur la base d’un test
d’amplification des acides nucléiques, utilisé seul ou en combinaison avec le
séguencage.
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e Leslignes directrices pour les analyses effectuées par la DGLNM se trouventici :

Agents pathogenes spéciaux — Guide des services — RCRSP
Maladies a transmission vectorielle et zoonoses - Guide des services - RCRSP

Limites des analyses

Les limites de détection des cibles du panel GF ont été vérifiées pour les cibles prioritaires
dans le cadre d’une EVMC canadienne réalisée en collaboration avec la DGLNM

(annexe 1). Les différences observées entre les valeurs limites de détection mesurées dans
UEVMC et les plages déclarées par le fabricant peuvent étre dues a plusieurs facteurs,
notamment les souches particuliéres testées ainsi que des différences dans la préparation
et la manipulation des échantillons. Les limites d’une analyse des acides nucléigues
doivent étre prises en compte dans ce contexte. Des résultats faussement négatifs
peuvent se produire par plusieurs mécanismes, notamment une erreur technique, une
variation génétique dans la région cible, la présence d’inhibiteurs de la PCR propres a
l'analyse, un préléevement d’échantillons sous-optimal (p. ex. un moment inapproprié ou un
volume insuffisant) et d’autres facteurs préanalytiques ou analytiques. En contrepartie, de
faux positifs peuvent également se produire.

LEVMC a été réalisée a 'aide d’échantillons artificiels, mais il y a eu quelques études
d’évaluation clinique comparant le panel GF a d’autres méthodes de diagnostic
moléculaire qui devraient également étre prises en considération. Une vaste étude
prospective multicentrique (1 875 patients dans le monde) a signalé une grande précision
diagnostique du panel GF pour six analytes : virus chikungunya, virus de la dengue
(sérotypes 1 a 4), Leptospira spp., Plasmodium spp., P. falciparum et P. ovale/vivax (9). La
sensibilité variait de 92,7 a 100 % et la spécificité était supérieure a 99,2 % pour toutes les
cibles par rapport aux PCR diagnostiques comparatives. Des échantillons faussement
positifs ainsi que des échantillons faussement négatifs ont été relevés; dans 56 des 72 cas,
des analyses supplémentaires ont indiqué que ces résultats étaient associés a une
concentration d’agents pathogenes proche de la limite de détection des analyses a laide
du panel GF. Comme dans d’autres études, les limites diagnostiques étaient liées a la
courte durée de la fenétre de détection dans le sang et a des retards dans l'apparition de
symptoémes cliniques.

Une autre étude, comparant 'exactitude de détection du panel GF aux méthodes PCR
classiques pour 10 analytes chez 82 patients, a fait état d’'une spécificité globale de

96,0 %, mais d’une concordance positive de seulement 85,71 %, une sensibilité réduite
ayant été observée pour Plasmodium falciparum/P. malariae, la leptospirose et Salmonella
Typhi/Paratyphi (10). La réalisation tardive des analyses (de 3 a 15 jours apres U'apparition
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des symptomes) a été signalée comme un facteur clé contribuant a la réduction de la
sensibilité et a mis en évidence les limites de l'utilisation d’une seule méthode
diagnostique. A Uinverse, une étude comparant le panel GF au test MMSR (Malaria
Multiplex Sample Ready) pour la détection de Plasmodium spp. a révélé que le panel GF
était plus sensible (11).

Enfin, une étude de surveillance de la dengue (224 patients) a montré que le panel GF a un
rendement comparable a la gRT-PCR dans la phase précoce de la maladie (jours 1 a 4)
avec une sensibilité supérieure a 94 %, mais que la spécificité diminuait rapidement en
fonction du nombre de jours suivant Uinfection (12). Les divergences entre les méthodes, y
compris les faux positifs et les faux négatifs, ont été attribuées a des facteurs tels que la
variation de la matrice d’échantillons, et ont souligné la nécessité d’un algorithme a deux
tests pour analyser les échantillons négatifs, soit la réalisation séquentielle de la RT-PCR et
de 'analyse a l’aide du panel GF.

Dans l’ensemble, les études menées jusqu’a maintenant montrent systématiquement que
si le panel GF offre une large couverture d’agents pathogenes et une spécificité élevée, sa
sensibilité peut varier et le rendement est influencé par le moment de préléevement des
échantillons et par des facteurs cliniques et techniques. Les données probantes appuient
Uutilisation du panel GF dans le cadre d’une stratégie de diagnostic a méthodes multiples
visant a améliorer la détection et a réduire le risque d’infections non détectées. Bien que
Uon s’attende a ce que les résultats faussement négatifs ou faussement positifs soient
rares a l'aide des analyses de BioFire, tous les échantillons de cas soupgonnés de FHV
devraient étre acheminés en temps réel a la DGLNM pour analyse, quel que soit le résultat.
Une fois que la DGLNM aura regu l’échantillon de FHV soupgonnée, des résultats d’analyse
de référence supplémentaires pour les FHV du GR4 seront fournis dans le délai d’exécution
publié, qui est généralement de 6 a 8 heures aprés la réception. Sinon, la DGLNM maintient
une capacité de laboratoire mobile, au besoin.

Note de bas de page : Les panels Global Fever a des fins de recherche uniquement portent la
mention « non destiné a un usage diagnostique ». Ces panels peuvent étre utilisés comme outil de
triage et pour orienter les analyses requises. Les panels Warrior-CA sont approuvés par Santé
Canada pour usage diagnostique.
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Annexe 1. Comparaison des limites de détection des cibles du panel Global Fever (GF) de BioFire™P

Plage de LD déclaréedu LD dupanelGFde LD des analyses par RT-

Section
Cible du panel GF panel GF de BioFire  BioFire vérifiée parle PCRréalisées a l’interne U LNM
(copies/ml) RCLI (copies/ml) au LNM (copies/ml)
VCHIK 5,5E+01 a 5,5E+02 1,0E+04 Cible 1=1,0E+04 MZTV
Cible 2=1,0E+04
FHCC 6,4E-01 4 6,4E+02 1,0E+03 Cible 1=2,2E+02 PS
Cible 2 =4,0E+02
Dengue (sérovar2) 2,7E+01 3 2,7E+03 1,0E+01 Cible 1 = 1,0E+02 MZTV
VEBO Bundibugyo 7,0E+02 a 7,0+E04 1,0E+04 Cible 1=1,0E+02 PS
Cible 2=1,0E+03
VEBO Reston 2,7E+03 2 2,7+E04 1,00E+05 Cible 1=2,5E+04 PS
Cible 2=1,0E+04
VEBO Soudan 8,3E+01 a 7,0E+04 1,0E+02 Cible 1 =3,5E+02 PS
Cible 2=7,2E+02
VEBO Tai Forest 8,3E+01 a2 8,3+E03 1,00E+04 Cible 1=1,6E+04 PS
Cible 2=7,4E+05
VEBO Zaire 8,3E+01 4 7,0E+04 1,0E+02 Cible 1=1,0E+02 PS
Cible 2=1,0E+03
Lassa 1,1E+03 & 5,6E+04 1,0E+04 Cible 1=8,1E+03 PS
Cible 2=1,0E+04
Marburg 2,6E+01 a5,0E+02 1,0E+02 Cible 1=7,1E+00 PS
Cible 2=7,1E+00
Nil occidental 1,6E+02 4 2,3E+04 1,0E+02 Cible 1=1,0E+03 MZTV
Cible 2=1,0E+03
Fiévre jaune 1,2E+01 a 1,2E+02 1,0E+03 Cible 1=1,0E+04 MZTV
Cible 2=1,0E+04
Zika 1,3E+01 3 1,3E+02 1,0E+02 Cible 1=1,0E+03 MZTV
Cible 2=1,0E+03
Plasmodium spp. 1,0E+01 4 2,4E+02 1,0E+03 Cible 1 = 7,4E+03" SPO*
P. falciparum 1,0E+02 a 1,0E+03 1,0E+03 Cible 1=7,95 E+03 SPO*
P. vivax/ovale 7,7E+01 4 2,4E+02 1,0E+02 Cible 1 vivax=6,6E+03  SpPO*
Cible 2 ovale = 8,4E+03
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La plage de LD déclarée par BioFire est un résumé des résultats de plusieurs présentations par affiche
(références 5-7) et du document Global Fever Special Pathogens FDA 510k (référence 8). Pour les agents
pathogenes présents dans les deux panels, les cibles du panel de pathogénes spéciaux Global Fever sont
les mémes que celles incluses dans le panel Global Fever RUO.

Les tests BioFire et RT-PCR ont été réalisés sur une série de dilutions au dixieme de matériel t¢émoin
couvrant la LD déclarée. La LD de BioFire vérifiée par le RCLI est définie comme étant la concentration la
plus faible a laquelle ’agent pathogene cible a été systématiquement détecté (100 %) dans tous les centres
participant a 'étude de vérification multicentrique. Selon l'agent pathogene, trois ou quatre centres
individuels ont réalisé des analyses répétées. Le nombre de réplicats analysés par tous les centres a
chaque dilution variait de 1 a 16, la plupart des réplicats ayant été testés aux dilutions autour de la LD
déterminée.

Les résultats des analyses par RT-PCR vérifiés par le CLRN et de celles réalisées a Uinterne par le LNM ont
été obtenus a l’'aide des mémes substances témoins que celles des analyses réalisées par BioFire. La LD est
définie comme étant la concentration la plus faible a laquelle 100% 'agent pathogene cible a été détecté
(n=6).

* Comme le LNM n’a pas de section de référence pour les tests de dépistage de Plasmodium, Santé
publique Ontario (SPO) a effectué les analyses comparatives avec un test de RT-PCR interne (13), n=9.

~La cible de Plasmodium spp. était de (n=18) et seulement 17/18 réplicats ont été détectés, mais aucune

concentration supérieure n'a été testée

Les souches irradiées quantifiées utilisées comme substance témoin dans 'étude étaient les suivantes :
VEBO Bundibugyo-Uganda 2007, VEBO Soudan-Boniface, VEBO Zaire-C05, VEBO-Reston, VEBO-Tai Forest,
Marburg-Angola, Lassa-Josiah, FHCC-IBR10200, VCHIK-type sauvage, Fievre jaune-17D, Nil occidental-New
York, Zika-Porto Rico.

L’ADN génomique quantifié utilisé comme substance témoin dans l'étude était celui de Plasmodium
falciparum et de Plasmodium vivax/ovale. Le matériel a été fourni par le Dr Momar Ndao du Centre national
de référence en parasitologie.
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