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Introduction

Ce document offre un apercu des valeurs Ct et, plus particulierement, de leur mode d’établissement, de
leur rapport avec la charge virale et de leur contribution possible a I'interprétation des résultats positifs
au test de dépistage par rRT-PCR chez les patients a faible probabilité pré-test. De plus, on y examine les
facteurs clés de détermination du rendement des tests et y formule des conseils sur I'investigation des
résultats faux positifs possibles. Le document présente aussi des données qui ont été produites aux
laboratoires de Santé publique Ontario (SPO) et démontrent I'effet de la probabilité pré-test sur la
valeur prédictive positive (VPP) d’un test en laboratoire de dépistage du SARS-CoV-2 par rRT-PCR dans le
contexte ontarien.

Contexte

Le premier cas de COVID-19 a été signalé a Wuhan, en Chine, en décembre 2019. L’infection s’est
ensuite propagée au reste du monde et a été qualifiée de pandémie au début mars 2020. La situation a
entrainé la mise au point et en application rapide et généralisée d’une multitude de tests et de
plateformes de détection du SARS-CoV-2, le virus responsable de cette nouvelle maladie. Le dépistage
s’est avéré une composante critique de la riposte a la pandémie, en ce sens que la détection rapide de
I'infection et I'adoption de mesures cliniques et sanitaires correspondantes constituent des aspects
essentiels de la prise en charge des patients et de la gestion de I'épidémie. Les avancées effectuées sur
le plan du dépistage et des technologies ont fait évoluer notre compréhension a la fois de la maladie et
de son épidémiologie. Par exemple, les tests en laboratoire ont montré qu’il est possible d’obtenir un
résultat positif (c.-a-d. détection du SARS-CoV-2) sans manifester de symptémes, que ce soit parce que
la personne est asymptomatique (c.-a-d. qu’elle ne manifestera jamais de symptomes) ou pré-
symptomatique (c.-a-d. qu’elle manifestera plus tard des symptémes), ou qu’il s’agit d’un résultat
faussement positif.

Le risque d’obtention d’un résultat faussement positif augmente a mesure que décroit la probabilité
pré-test de COVID-19, comme dans les cas de faible prévalence. De plus, les résultats positifs au test de
transcriptase inverse-amplification en chaine de la polymérase en temps réel (rRT-PCR) sont plus
susceptibles de constituer de faux positifs s’ils sont proches de la limite de détection (LD) de I'essai. Cela
s’explique par le fait que lorsque des prélévements sont contaminés par de tres faibles quantités de
cible durant le processus d’essai en laboratoire, on obtient un résultat positif a valeur Ct élevée
s’approchant de la LD de I'essai. Des signaux non spécifiques peuvent également survenir durant les
derniers cycles d’amplification et étre mépris pour des produits d’amplification en raison de la présence
de cible dans le prélévement, ce qui peut aussi donner des résultats faussement positifs associés a des
valeurs Ct élevées.

Par conséquent, lorsqu’un patient asymptomatique a faible probabilité pré-test (c.-a-d. aucune
exposition a risque élevé connue) obtient un résultat positif, les lignes directrices actuelles de I’Ontario
recommandent de communiquer avec le laboratoire chargé du test pour discuter du résultat et passer
en revue la valeur Ct.! La clarification des résultats selon le contexte épidémiologique pourrait
permettre de distinguer les vrais positifs des faux positifs, et ainsi déterminer les mesures de suivi
appropriées a prendre (p. ex. gestion de cas, recherche de contacts et (ou) déclaration d’éclosions). Des
campagnes de dépistage d’envergure menées malgré I'absence de cas/d’éclosions, comme
I"administration périodique de tests de dépistage aux résidents, employés et visiteurs asymptomatiques
des établissements de soins de longue durée a des fins de surveillance, ont mené a la détection de cas
chez des personnes asymptomatiques a faible probabilité pré-test.
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Le fait de comprendre et d’interpréter les valeurs Ct dans le contexte d’essais de laboratoire revét une
importance particuliere pour les professionnels de la santé publique, qui utilisent les résultats des tests
pour déterminer dans quelle mesure les personnes satisfont (ou ne satisfont pas) aux critéres de la
définition de cas provinciale et prendre les décisions qui s'imposent en matiere de gestion de la santé
publique, y compris en ce qui a trait & la recherche de contacts et (ou) a la déclaration d’éclosions.* |l
peut aussi arriver que des patients ayant obtenu un résultat positif au SARS-CoV-2 se demandent ou ils
auraient bien pu y avoir été exposés ou aient ultérieurement un faux sentiment de sécurité, deux
scénarios cliniques importants.

Meéthodologie

Le Groupe de travail technique sur le dépistage de la COVID-19 en Ontario est formé de représentants
du secteur de la microbiologie d’'un grand nombre de laboratoires de dépistage du SARS-CoV-2 de tout
I’Ontario. Les membres du groupe discutent de questions prioritaires et mettent en commun leur
expérience en matiere de dépistage du SARS-CoV-2.

Le besoin de fournir de I'information additionnelle aux parties prenantes pour aider les fournisseurs de
soins de santé a comprendre certains aspects clés de I'interprétation des tests de rRT-PCR, et plus
particulierement I'application des valeurs de cycle seuil (Ct) a I'interprétation des résultats, s’est vite fait
ressentir. Le Groupe de travail a reconnu la nécessité de publier des lignes directrices sur certaines
guestions prioritaires connexes, et s’est entendu sur les questions a aborder. Les laboratoires de SPO
ont également fourni des données de laboratoire tirées d’une étude menée afin de mieux comprendre
I’effet qu’a la probabilité pré-test d’infection a la COVID-19 sur la VPP des résultats de tests de rRT-PCR.

La premiere ébauche de ce document a été préparée par les laboratoires de SPO et distribuée aux
autres membres du Groupe de travail, ainsi qu’a d’autres parties prenantes de SPO, pour obtenir leurs
commentaires avant de mettre la touche finale au document et de le rendre public.

Questions et informations importantes a prendre en

compte

1. Qu’entend-on par valeur de cycle seuil (Ct)?

On qualifie de valeur Ct le nombre de cycles d’amplification (obtenu au moyen de la rRT-PCR) requis
pour que la fluorescence émise par un produit de PCR (c.-a-d. cible/amplicon) atteigne le point ou elle
sera supérieure au bruit de fond (signal de faible intensité présent dans I'essai, que la cible soit présente
ou non). Au moment d’effectuer la rRT-PCR, un nombre prédéterminé de cycles d’amplification de
I’acide nucléique cible (p. ex. SARS-CoV-2) se produit. Si la cible est présente dans le prélevement,
chaque cycle d’amplification en doublera la quantité. Par conséquent, I'amplification est exponentielle
et produit une courbe exponentielle d’amplification (Figure 1). Une sonde a acide nucléique
fluorescente permet la visualisation de cette amplification exponentielle. Les sondes sont des
oligonucléotides d’ADN fluorescents qui se lient a la cible. A mesure que se poursuit 'amplification, la
sonde fluorescente se lie a une part plus grande de la cible, ce qui augmente le signal d’émission de
fluorescence. En régle générale, la quantité de signal d’émission observée augmente a mesure que se
poursuit I’'amplification et est proportionnelle a la quantité de cible présente dans le préléevement.
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L'amplification est jugée significative et équivaut a la « détection » de la cible lorsque le seuil de
fluorescence est atteint (voir la ligne horizontale brune de la Figure 1). Le seuil de fluorescence est
habituellement établi au point médian de la phase exponentielle d’amplification du prélevement témoin
positif de I'expérience PCR.

Le prélevement témoin positif est typiquement constitué d’un prélevement clinique précédemment
déclaré positif, d’une culture virale inactivée ou d’un acide nucléique viral. Si le matériel témoin positif
est limité, on utilise comme matériel de rechange une séquence d’ARN synthétique identique a la région
cible du virus.

Une ligne verticale (voir les lignes pointillées bleues de la Figure 1) est tracée de facon orthogonale entre
le point ou la courbe d’amplification traverse le seuil et celui ou elle rencontre I'axe X du graphique, ce
qui correspond a la valeur Ct. La valeur Ct représente le nombre de cycles de doublage de la cible
nécessaires pour détecter la cible.

Figure 1 : Exemple de courbe d’amplification par PCR en temps réel
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Remarque : Cette courbe d’amplification est illustrée sur une échelle logarithmique. Les courbes peuvent
également étre illustrées sur une échelle linéaire. L’aspect visuel du graphique est alors différent, mais
I'interprétation du Ct demeure la méme. Les essais de PCR en temps réel mis en marché ne permettent pas
toujours a 'utilisateur de visualiser les valeurs Ct ou courbes d’amplification. De plus, certains essais moléculaires
sont basés sur d’autres technologies (p. ex. cytométrie de flux) qui n’utilisent pas de valeurs Ct.

2. Comment interprete-t-on les valeurs Ct limites des résultats

« détecté », « non détecté » ou « indéterminé »?

Aux étapes de mise au point et de validation des essais, on détermine la limite de détection (LD) au
moyen d’une quantité connue de cible qui est diluée en série, par dilutions logarithmiques (c.-a-d. 10
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fois), puis soumise a un essai de PCR. La valeur Ct de positivité limite (valeur Ct la plus élevée) est
souvent semblable a la valeur Ct générée par le nombre de copies le moins élevé pouvant étre détecté
de facon fiable lors de I'essai (p. ex. Ct < 38). Cette Valeur Ct limite est fixée par les fabricants de tests
commerciaux ou les laboratoires durant I’étape de validation des tests mis au point en laboratoire
(TMPL). Dans le cas de certains tests commerciaux, la valeur limite est déterminée de fagon individuelle
pour chaque expérience PCR, en fonction de la courbe d’amplification et de la valeur Ct du prélévement
témoin positif.

Une valeur limite négative est assignée a la valeur Ct et représente le point limite de détection de la
cible selon la LD déterminée (p. ex. Ct 240).

Certains essais incluent une zone « indéterminé », dont l'intervalle de valeurs Ct se situe entre les
valeurs limites établies pour les résultats « détecté » et « non détecté » (p. ex. Ct entre 38,1 et 39,9 pour
le TMPL de SPO). On obtient des résultats « indéterminé » quand les valeurs Ct se situent entre les
valeurs limites des résultats « détecté » et « non détecté » plus tard durant le processus d’amplification.
Cela peut étre attribuable a de faibles quantités de cible virale dans le prélévement clinique, qui
correspondent a la LD de I'essai ou s’y approchent, ou représenter une réactivité non spécifique (faux
signal) dans le prélévement. Lorsque cela est pertinent sur le plan clinique, les préléevements ayant
obtenu un résultat « indéterminé » devraient étre soumis a un second essai de PCR en temps réel validé
qui cible un géne différent et affiche une sensibilité équivalente ou supérieure a I'’épreuve ou méthode
employée initialement. Comme solution de rechange, il est possible d’effectuer le séquengage d’un
acide nucléique de la cible amplifiée. La Figure 1 inclut une barre bleu pale qui délimite I'éventail des
valeurs Ct utilisées par les laboratoires de SPO (Ct entre 38,1 et 39,9) pour qualifier un résultat

d’« indéterminé ». On obtient un résultat « indéterminé » quand la courbe d’amplification traverse le
seuil de la zone « indéterminé ».

3. Les valeurs Ct correspondent-elles a la quantité de cible présente
dans un prélevement?

La plupart des tests de rRT-PCR sont qualitatifs (c.-a-d. cible détectée ou non détectée sans indication du
nombre de copies de la cible) et non quantitatifs (indication du nombre de copies de la cible par unité de
volume de la matrice de prélévement ou par réaction). Individuellement, les valeurs Ct fournissent une
mesure relative de la quantité de virus dans le prélevement, mais pas la quantité réelle de virus
présente. La valeur Ct peut potentiellement fournir une mesure du nombre de copies si différents
standards de quantités connues sont inclus a la méme expérience PCR et testés en paralléle. La (les)
valeur(s) Ct associée(s) a une quantité donnée du standard est (sont) ensuite utilisée(s) pour déterminer
par extrapolation la quantité de virus dans le prélevement a partir de la valeur Ct produite lors de I'essai.
La quantification et I'emploi de standards rendent les essais de rRT-PCR plus complexes et requierent
I'emploi de matériel de référence approprié. Chaque cycle de PCR double la quantité de cible de la
réaction. On peut donc établir par extrapolation que chaque hausse de 3,3 en valeur Ct correspond a
environ 1 log (c.-a-d. 10 fois) de moins de cible dans le prélevement clinique primaire soumis a la
réaction de PCR.

Les essais par PCR quantitative sont effectués principalement dans le but d’orienter la prise en charge
clinique (p. ex. traitement) ou la gestion de la santé publique (p. ex., recherche de contacts), par
exemple pour déterminer quel traitement antiviral administrer aux personnes atteintes de certains virus
transmissibles par le sang (p. ex. VIH, cytomégalovirus et hépatites). Les virus transmissibles par le sang
se prétent davantage a la quantification étant donné que le sang est un type de prélevement plus
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standardisé. Les tests menés sur des prélevements respiratoires affichent une plus grande variabilité,
qui n’a pas de lien avec la quantité de cible dans le préléevement, mais peut avoir un effet sur le résultat.
Cette variabilité peut étre attribuable au type d’écouvillon utilisé pour le préléevement, au mode de
transport, au mode de collecte du prélevement et a sa qualité, a I'essai par PCR et a la facon d’établir Ia
ligne de seuil de chaque expérience de PCR (prédéterminée, de novo, manuellement, électroniquement,
etc.). De plus, le degré d’excrétion virale des sécrétions respiratoires peut varier au fil du temps.

Il est possible de comparer les valeurs Ct obtenues de tests de PCR effectués dans un méme laboratoire,
au moyen du méme essai, sur des prélevements consécutifs obtenus d’un méme patient pour obtenir
une mesure relative de la quantité de virus présente dans les différents prélevements. Cependant,
comme nous I'expliquons précédemment, cela n’offre pas d’indication de la quantité réelle de virus
dans les prélevements.

Plusieurs études ont été menées pour tenter d’établir une corrélation entre les valeurs Ct et
I'infectiosité du SARS-CoV-2. Par exemple, il est possible de mesurer la viabilité du virus par I'inoculation
de lignées cellulaires en culture et I'examen des preuves de reproduction virale. Il s’agit cependant d’un
processus laborieux pouvant uniquement étre effectué dans un laboratoire de niveau de confinement 3
(NC3). Le processus n’est pas standardisé a I’heure actuelle et ne peut servir a orienter la prise de
décisions. Fait significatif, il n’a pas été établi qu’une personne n’est pas infectieuse si ses prélevements
positifs au test par PCR ne peuvent pas étre mis en culture. Cela revét une importance particuliere étant
donné que certains laboratoires ont eu de la difficulté a mettre en culture le SARS-CoV-2,
comparativement a d’autres virus.

Par exemple, une étude menée sur la mise en culture du virus au Laboratoire national de microbiologie
(LNM) du Canada a révélé que les prélevements affichant des valeurs Ct > 24 obtenaient des résultats
négatifs a la culture virale. 2 Cependant, les CDC des Etats-Unis ont affirmé avoir réussi a mettre le virus
en culture en utilisant des prélévements affichant des valeurs Ct allant jusqu’au début de la trentaine
(données non publiées).? Il importe de noter que ces laboratoires (LNM et CDC) utilisaient des essais de
PCR en temps réel différents dans le cadre de leurs évaluations. L'Institute of Quality Management in
Healthcare (IQMH), qui administre le programme de gestion de la qualité des services de laboratoire en
Ontario, a distribuée une épreuve de compétence relative au SARS-CoV-2 a 26 a différents laboratoires
de dépistage du SARS-CoV-2 de I'Ontario en avril 2020. Dans le cadre de cette épreuve, le méme
matériel prélevé a été soumis a jusqu’a huit cycles d’amplification dans les laboratoires participants, et
les valeurs Ct obtenues ont été passées en revue. Les conclusions de I'épreuve confirment qu’il n’est pas
approprié de comparer les valeurs Ct de différents essais ni d’utiliser les valeurs Ct limites utilisées par
un laboratoire pour évaluer la viabilité du virus dans un autre laboratoire. Elles confirment également
que les valeurs Ct ne peuvent pas étre utilisées de facon fiable pour déterminer la viabilité du virus. Les
CDC des Etats-Unis appliquent ces principes pour affirmer que la corrélation établie entre les valeurs Ct
et la capacité de récupérer du virus capable de réplication s’applique uniquement aux prélevements de
voies respiratoires supérieures testés dans leur laboratoire. De plus, le lien entre la capacité de mettre
un virus en culture (réplication virale) en laboratoire et son infectiosité chez les humains n’est pas
encore connu.

Selon certains experts, les rapports de laboratoire devraient faire systématiquement état des valeurs Ct
pour faciliter la prise des décisions cliniques et sanitaires.* Une telle mesure pourrait étre applicable
dans les milieux restreints ol les fournisseurs de soins de santé recoivent des rapports d’un laboratoire
uniquement et pourraient étre informés du rendement et des caractéristiques des valeurs Ct d’'un test
particulier. On pourrait cependant douter de I'utilité de tels rapports dans les milieux desservis par un
réseau de laboratoires complexe, comme en Ontario, ou les prélevements peuvent étre soumis a
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différents laboratoires (> 40 laboratoires menant des tests de dépistage du SARS-CoV-2 par rRT-PCR
dans la province au moyen d’une variété de plateformes d’extraction et de PCR). De plus, les résultats
de test sont recus et examinés par une myriade de fournisseurs de soins de santé et de patients dont la
compréhension des valeurs Ct varie. Par conséquent, I'ajout des valeurs Ct aux rapports de laboratoire
émis en Ontario (et ailleurs au Canada) n’est pas recommandé. Utilisée en vase clos, cette information
additionnelle a peu d’utilité lorsqu’il s’agit d’interpréter les résultats d’une rRT-PCR. Dans les cas rares et
précis ou le fait de connaitre les valeurs Ct pourrait orienter la prise en charge clinique et la gestion de la
santé publique, les fournisseurs de soins cliniques et professionnels de la santé publique devraient
communiquer avec le laboratoire chargé du test pour discuter de I'interprétation des valeurs Ct avec
I’équipe de microbiologie, dans le contexte de leur situation épidémiologique et clinique particuliere.

4. Les résultats faussement positifs au test de dépistage de la COVID-19
sont-ils courants? Quelle est la cause des faux positifs et comment
peut-on en réduire l'incidence?

Selon les données des laboratoires de SPO, la province affiche un taux extrémement bas de résultats
positifs devant étre plus tard rectifiés et déclarés négatifs. L'incidence exacte de ces faux positifs dans la
province n’est pas connue, étant donné que I'information relative a la rectification de faux positifs n’est
pas centralisée. En Ontario, toute incidence importante de faux positifs parmi les résultats d’'un
laboratoire (telle que déterminée par le laboratoire) est rapportée a la Direction des laboratoires
communautaires et de génétique du ministére de la Santé, et a I'lQMH.

En date du 15 aot 2020, les laboratoires de SPO avaient détecté environ 30 cas de résultats faux
positifs possibles au test de dépistage du SARS-CoV-2 sur approximativement 850 000 prélevements
testés pour la COVID-19. De ces tests effectués, environ 17 500 (2 %) ont donné un résultat positif. On
parle ici d’un taux de faux positifs de moins de 0,01 % (spécificité de >99,99 %), ce qui surpasse
amplement les cibles de rendement des tests en laboratoire, et ce, méme lorsqu’on reconnait que
certains faux positifs ne sont probablement jamais détectés.

En regle générale, les tests de dépistage de la COVID-19 par PCR ont une excellente valeur prédictive
positive (VPP) chez les patients ayant une probabilité pré-test élevée, proche de 100 %. Ce constat a été
effectué aux laboratoires de SPO au moyen du séquencage viral effectué sur des prélévements ayant
obtenu un résultat positif au test de PCR, a I'exception des prélevements dont le nombre de copies
virales s’approchait de la LD de I'essai.

Cependant, en période de faible prévalence, quand le degré de circulation du virus dans la collectivité
n’est pas élevé, la VPP baisse de facon considérable. Par exemple, si la prévalence communautaire du
SARS-CoV-2 s’éleve a 1 %, le degré de sensibilité du test a 80 % et la spécificité a 99 %, la VPP d’un test
positif ne sera que de 44,7 %. Si la prévalence passe a5 % ou a 10 %, la VPP augmentera de fagon
considérable a 80,8 % ou 89,9 %, respectivement. Une enquéte sérologique récente menée par SPO au
moyen de prélevements résiduels de commodité a permis d’obtenir une séroprévalence rajustée de
1,1% (ICa 95 % 0,8, 1,3) en juin.’ Cela confirme que I'Ontario est actuellement un milieu 3 faible
prévalence d’infections a SARS-CoV-2.

On peut obtenir des résultats faussement positifs a différentes étapes d’analyse de laboratoire. Les faux
positifs peuvent étre regroupés selon les catégories suivantes :
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1. Erreurs pré-analytiques. Erreurs survenues avant le début du test, y compris les erreurs
d’étiquetage des prélevements, qui meénent a la communication des mauvais résultats. Ces
erreurs peuvent aussi étre attribuables a la contamination de prélévements au moment de leur
collecte, de leur transport ou de leur aliquotage en laboratoire.

2. Erreurs analytiques. Erreurs survenues durant le processus de dépistage en laboratoire. Par
exemple, cela inclut les erreurs liées a la contamination du réactif. Les réactifs peuvent arriver
au laboratoire déja contaminés. Pour réduire le risque d’erreurs connexes, chaque nouveau lot
de réactif doit étre soumis a une vérification de sa qualité avant d’étre utilisé. Une
contamination attribuable a des erreurs de pipetage peut également occasionner des résultats
faussement positifs. Les erreurs de pipetage peuvent étre dues a une erreur humaine ou a une
déficience du matériel automatisé. Le controle de ce genre d’erreurs analytiques s’effectue au
moyen de prélévements témoins positifs et négatifs inclus a chaque expérience de PCR puis
examinés avant de transmettre les résultats du test.

3. Erreurs post-analytiques. Ces erreurs surviennent aux étapes de l'interprétation et de la
communication des résultats. L'interprétation fautive des courbes d’amplification pourrait
entrainer un résultat faussement positif. Des erreurs de transcription pourraient également
mener a la production de résultats faussement positifs. On peut éviter de telles erreurs en
veillant a interpréter et a passer en revue tous les résultats de test avant de les rendre publics.

5. Quelles mesures peut-on prendre pour assurer I'investigation d’un
résultat positif obtenu par un patient asymptomatique a faible

probabilité pré-test ou d’un résultat positif apres guérison?

Fait notable, les vrais faux positifs au test de dépistage du SARS-CoV-2 par PCR en Ontario se font rares.
Dans la plupart des cas, un résultat positif représente une infection a la COVID-19, que le patient ait ou
non des symptdmes ou des facteurs de risque. Cette véracité du résultat est distincte de I’évaluation des
mesures de santé publique recommandées pour les personnes asymptomatiques et leurs contacts. Au
moment d’investiguer un résultat positif, la personne ayant obtenu le résultat positif devrait étre
présumée infectieuse et placée en isolement jusqu’a ce que le bureau de santé publique local en décide
autrement.! Ses contacts devraient étre retracés, sans étre nécessairement placés en quarantaine avant
la fin de I'investigation du résultat positif du cas. Pour obtenir des renseignements additionnels, les
fournisseurs de soins de santé devraient contacter leur bureau de santé publique local.®

Pour investiguer un possible résultat faussement positif obtenu par un patient asymptomatique a faible
probabilité pré-test (c.-a-d. aucun contact avec un cas confirmé de COVID-19, autre type d’exposition a
risque élevé ou degré élevé de circulation du virus au sein de la collectivité locale), il est possible de
prendre plusieurs mesures, qui incluent :

1. I'examen des antécédents cliniques, plus particulierement les symptémes et manifestations
cliniqgues compatibles avec la COVID-19, les contacts avec un cas confirmé de COVID-19 ou tout
autre exposition.” Si des symptdmes ou facteurs de risque épidémiologiques sont constatés, le
degré de probabilité pré-test n’est pas faible, et la probabilité d’un résultat faussement positif
baisse considérablement. Voir I’étude de cas ci-apres. En cas de transmission communautaire
élevée, la probabilité pré-test ne peut pas étre faible, méme en I’absence de symptémes ou
d’expositions épidémiologiques a risque spécifiques.
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2. Sil’essai effectué comptait plus d’une cible et que plus d’une cible a été détectée, on peut
croire a une charge virale élevée dans le prélevement. Les prélévements a charge virale relative
élevée, dans lesquels plusieurs cibles ont été détectées, sont moins susceptibles de donner des
résultats faux positifs.

3. Communiquez avec le laboratoire chargé du test pour déterminer si des problemes techniques
surviennent ou sont survenus qui pourraient avoir des répercussions sur le dépistage, par
exemple en entrainant des faux positifs.

4. Enregle générale, les prélevements dont les valeurs Ct sont bien en dega des valeurs limites de
positivité de I’essai (p. ex. Ct < 35 lorsque le laboratoire a fixé une valeur limite de positivité de
Ct = 38 pour I'essai) sont moins susceptibles de donner des résultats faux positifs. En cas de
doute, communiquez avec le laboratoire chargé du test pour obtenir la vérification de la valeur
Ct (si I'essai utilisé généere une valeur Ct) et du rapport. Il est aussi possible de réévaluer la
courbe d’amplification pour veiller a ce qu’il n’y ait pas eu d’erreur d’interprétation au moment
de transmettre les résultats. Voir la Figure 1 pour obtenir un exemple de bonne courbe
d’amplification pour un préléevement a valeur Ct positive élevée.

5. Les lignes directrices de santé publique actuelles recommandent la reprise immédiate du test
de dépistage des patients asymptomatiques a faible probabilité pré-test ayant obtenu un
résultat positif.! Si le second test donne également un résultat positif, on obtient une preuve a
I"appui supplémentaire d’un résultat vrai positif. Cependant, si le résultat positif initial avait
une valeur Ct élevée s’approchant de la valeur limite de I'essai, le second prélévement obtenu
donnera généralement un résultat négatif en raison de la baisse de I'excrétion virale au fil du
temps et (ou) d’'un rendement inconstant de I'essai dans le cas de prélévements a valeur Ct
proche de la valeur limite, ou égale a celle-ci. L'obtention d’un résultat négatif au second test
ne signifie pas nécessairement que le premier test a donné un résultat faux positif. Cependant,
le second résultat peut fournir un contexte additionnel aux responsables de la prise en charge
du patient et en dire plus long sur la nécessité de procéder a la gestion de ses contacts.

6. Songez a exiger que le second prélevement soit soumis au méme essai et (ou) a un essai
différent s'il est possible pour le laboratoire chargé du test de procéder ainsi. L'obtention d’un
second résultat positif augmente les probabilités qu’il s’agisse bien d’un résultat vrai positif.
Cependant, I'obtention d’un résultat négatif au second test ne signifie pas nécessairement que
le résultat initial était incorrect, étant donné le manque de constance du rendement des essais
a valeur proche de la LD et des résultats variables des reprises de test. De plus, différents essais
effectués sur un méme prélevement donneront des résultats variables lorsque la charge virale
s’approche de la LD.

Pendant que vous prenez les mesures susmentionnées, il est important de présumer que le patient est
atteint de la COVID-19 et de veiller a ce qu’on mette en place toutes les mesures de santé publique et de
prévention et de contrdle des infections qui s'imposent.

RESULTATS POSITIFS APRES GUERISON

Il a été bien établi qu’il est possible d’obtenir un résultat positif aprés avoir recu son congé d’isolement
en raison du temps passé en isolement ou de I'obtention d’un résultat négatif. On parle alors de
positivité aprés guérison.® En régle générale, 'administration d’un test de dépistage a une personne qui
a obtenu un résultat positif par le passé n’est pas recommandée, a moins d’indication clinique.®
Cependant, compte tenu du peu de preuves recueillies en matiére d’immunité et des preuves
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émergentes du risque réel de réinfection, tout résultat positif aprés guérison obtenu par une personne
symptomatique et (ou) ayant récemment eu une exposition a haut risque a une personne infectée
pourrait en effet constituer un cas de réinfection. Lorsqu’on tente de déterminer si un résultat positif
obtenu apres guérison constitue probablement un cas de détection continue de l'infection initiale ou un
cas de réinfection, la valeur Ct et le nombre de cibles détectées peuvent aider a brosser un portrait
clinique de la situation et a jauger la nécessité d’effectuer un suivi de cas réel de réinfection. Pour
pousser |'analyse et procéder par exemple au séquencage génétique viral afin de déterminer sila
souche s’apparente a celle de I'infection initiale ou a celles d’autres cas positifs auxquels la personne a
pu étre exposée apres guérison, le résultat positif apres guérison obtenu serait tenu d’avoir une valeur
Ct faible (p. ex. <32).

6. Etude de cas : Effet de la probabilité pré-test sur la valeur prédictive
positive (VPP)

La probabilité pré-test est un élément important a prendre en compte au moment d’envisager la
possibilité qu’un résultat positif soit faussement positif. Les laboratoires de SPO ont mené une
évaluation limitée chez des patients dont le prélevement affichait une valeur Ct positive élevée (Ct 235)
lors d’un essai commercial ou mis au point en laboratoire qui ciblait le géne E. La PCR et le séquencage
d’une seconde cible indépendante (ARN polymérase ARN-dépendante; RdRp) ont donné des proportions
de détection variables selon la probabilité pré-test.

Dans le cadre de I'étude, la présence du virus a été confirmée par PCR et séquencage du géne RdRp dans
103 prélevements de commodité de patients testés dans les laboratoires de SPO et ayant des valeurs Ct
> 35. Le virus a été détecté chez :

e 18 sur 23 patients (78 %) ayant déja obtenu un résultat positif au dépistage du SARS-CoV-2
a partir d’'un prélévement précédent;

e 17 sur 20 patients (85 %) ayant des symptomes au moment du dépistage;

e 10 sur 15 patients asymptomatiques (67 %) constituant des proches contacts de cas
confirmés de COVID-19.

e 16 sur 32 patients asymptomatiques (50 %) ayant subi un test dans le contexte d’une
éclosion en établissement qui a fait 210 cas confirmés.

e 5sur 32 patients asymptomatiques (16 %) ayant subi un test dans le contexte d’une
éclosion ou a des fins de surveillance, dans un établissement comptant uniqguement de 1 a
3 patients positifs au SARS-CoV-2 (tous asymptomatiques).

Voir les Tableaux 1A et 1B de I'annexe pour obtenir des renseignements additionnels sur les analyses
susmentionnées.

Fait notable, les prélevements de patients asymptomatiques qui n’avaient aucun lien épidémiologique a
des cas de COVID-19 avaient la plus faible proportion de résultats positifs au séquencage du géne RdRp
(5/32, 16 % de cas confirmés). Cette proportion était considérablement plus faible que chez les patients
asymptomatiques testés, ayant des liens épidémiologiques a de multiples cas confirmés (16/32, 50 %
confirmés; méthode exacte de Fisher p= 0.007). Ce phénomeéne laisse entendre qu’un résultat positif a
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valeur Ct élevée est plus susceptible de constituer un faux positif lorsque le patient est asymptomatique
et sans lien épidémiologique avec des cas durant des périodes de faible prévalence communautaire de
la maladie. Cependant, il est difficile de savoir exactement quels patients de ce sous-groupe sont des cas
réellement positifs par opposition a des cas faussement positifs puisque, comme nous le savons, les
prélévements vrais positifs a valeur Ct élevée ne donnent pas nécessairement de second résultat positif
lorsqu’ils sont soumis une seconde fois a un essai sur la méme plateforme ou sur une plateforme
différente. Sans données cliniques et épidémiologiques détaillées, il est impossible de repérer les
résultats faussement positifs a I'aide des seules valeurs Ct, dont I'utilité se limite a appuyer
I'investigation des résultats faussement positifs dans le contexte clinique approprié.

Le ministére de la Santé de I’Ontario a publié des lignes directrices sur la gestion des cas et des contacts
relatifs a la COVID-19 en Ontario qui permettent la prise de mesures sanitaires réduites lorsqu’un
patient asymptomatique a faible probabilité pré-test obtient un résultat positif suiviimmédiatement
d’un résultat négatif sur un nouveau prélévement.! Cette approche réduit la nécessité d’établir si un tel
résultat constitue systématiquement un vrai positif par opposition a un faux positif, ce qui est souvent
difficile a faire a I’échelle individuelle a moins d’identifier des problemes techniques systémiques au sein
du laboratoire ou de pouvoir confirmer le résultat positif a I’aide d’un essai indépendant. De plus, étant
donné les éléments de preuve émergents sur I'immunité et la réinfection, la détermination du statut
réel positif ou négatif d’'une personne n’a aucune répercussion sur les recommandations du ministere
relatives au maintien des mesures de santé publique afin de prévenir une infection potentielle future.

Conclusions

La pandémie de COVID-19 a entrainé le dépistage a grande échelle de la maladie chez des personnes
asymptomatiques a faible probabilité pré-test, une pratique qui n’a auparavant jamais été adoptée pour
un pathogene viral respiratoire. En contexte de SARS-CoV-2, les valeurs Ct peuvent étre utiles au
moment d’interpréter des résultats de laboratoire positifs de patients a faible probabilité pré-test, en
particulier les personnes asymptomatiques sans lien épidémiologique a des cas confirmés de COVID-19.
La province de I'Ontario a produit des lignes directrices qui facilitent la prise en charge fondée sur le
risque et le suivi des patients sans avoir a conclure définitivement a la positivité réelle ou fausse du
résultat obtenu. Il est nécessaire de continuer de sensibiliser les intervenants au fait qu’il est possible
d’obtenir davantage de résultats faux positifs au moment de soumettre au dépistage des quantités
élevées de personnes asymptomatiques durant les périodes de faible prévalence communautaire du
SARS-CoV-2, et ce, méme lorsqu’on utilise des essais a excellent rendement. Cela bénéficierait au
secteur de la santé et pourrait permettre d’éviter les cas d’isolement de personnes, de recherche de
contacts et de déclaration d’éclosions s’avérant inutiles.
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Annexe : Description et définition des catégories de
patients de |'’étude de cas relative aux valeurs Ct élevées,
et tableaux de données

Tableau 1A : Description et définition des catégories de patients de I'’étude de cas relative aux
valeurs Ct élevées

CATEGORIE DEFINITION

Groupe témoin : second échantillon (Ct élevé)  Groupe témoin — Résultat positif a valeur Ct faible
d’un préléevement précédemment positif (Ct (Ct <30) suivi d’un résultat a valeur Ct élevée (Ct
faible) >35)

Personnes ayant obtenu un résultat positif a valeur
Ct élevée (Ct 235) et eu au moins un symptome,
selon les indications du systeme d’information de
laboratoire de SPO

Symptomatiques et Ct élevé

Personnes asymptomatiques selon le systeme
d’information de laboratoire de SPO et soumises a
un test en raison d’une exposition a un cas
probable ou confirmé OU de la présence d’un cas
positif a la méme adresse

Asymptomatiques : Exposition a un cas
probable ou confirmé*

Personnes asymptomatiques selon le systeme
Asymptomatiques : Etablissement comptant d’information de laboratoire de SPO et soumises a
210 cas positifs un test dans le contexte d’une éclosion comptant
au moins 10 cas positifs

Personnes soumises a un test dans le contexte de
mesures de surveillance ou d’intervention post-
éclosion affichant trois cas positifs
asymptomatiques ou moins et aucun cas positif
symptomatique, selon le systéme d’information de
laboratoire de SPO

Asymptomatiques : Etablissement procédant
au dépistage généralisé et comptant <3 cas
positifs, tous asymptomatiques

*Note — Cette catégorie contient des préléevements obtenus en établissement lors d’éclosions (et non)
qui pourraient aussi &tre classés dans la catégorie « Etablissements comptant >10 cas positifs »
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Tableau 1B : Sommaire des résultats de I’étude de cas relative aux valeurs Ct élevées : résultats du test initial ciblant le géne E et
de la PCR de détection du géne RdRp, stratifiés par catégorie de patients

Catégorie N

Groupe témoin — Résultat
positif a valeur Ct faible (Ct <30)
suivi d’un résultat a valeur Ct
élevée (Ct 235)

Symptomatiques et Ct élevé

(>35) 20

Asymptomatiques : Exposition
a un cas probable ou confirmé
Asymptomatiques : Etablisse-
ment comptant 210 cas positifs
Asymptomatiques :
Etablissement procédant au

15

PATIENTS
Ct médian
Age médian \IMtervalle) —PCR
(Intervalle) initiale de
détection du
géneE
52(14-99) 36,9 (35,0-38,4)

68,5 (26-94)

38 (10-93)

57,5 (15-97)

dépistage généralisé et 32 46 (17-95)
comptant <3 cas positifs, tous

asymptomatiques

Total 122 53,5(10-99)

36,6 (35,0-38,3)

36,1 (35,4-38,0)

37,5 (35,4-40,6)

36,9 (35,2-39,8)

36,9 (35,0-40,6)

Geéne RdRp DETECTE par PCR

N ( %)

18 (78,3)

17 (85,0)

10 (66,7)

16 (50,0)

5(15,6)

66 (54,1)

Ct médian
(Intervalle) — PCR
initiale de détection
du géneE

36,7 (35,0-38,3)

36,9 (35,03-38,3)

36,0 (35,4-37,2)

36,6 (35,4-40,6)

36,2 (35,6-37,5)

36,2 (35,0-40,6)

Géne RdRp NON DETECTE par PCR

N ( %)

5(21,7)

3(15,0)

5(33,3)

16 (50,0)

27 (84,3)

56 (45,9)

Ct médian (Intervalle) —
PCR initiale de
détection du géne E

38,1 (35,9-38,4)

36,3 (35,6-37,4)

37,5 (36,0-38,0)

37,7 (35,5-38,3)

37,0 (35,2-39,8)

37,5 (35,2-39,8)

Ct = cycle seuil; E = transcriptase inverse-amplification en chaine de la polymérase du gene enveloppe; RdRp = PCR en point final de détection du
géne ARN polymérase ARN-dépendante avec confirmation par séquencage de Sanger. * 20 patients étaient symptomatiques et deux étaient
asymptomatiques au moment du test initial; un cas manquait d’information relative au statut symptomatique au moment du test initial.
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