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Usage pré&v/u

La trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a [’aide d 'une sonde
fluorescente est un test diagnostique in vitro réalisé par le procédé d’amplification en chaine par
polymé&ase (PCR) avec transcription inverse en temps reéel (rRT-PCR) pour la déection
qualitative des acides nuclé@ques du SRAS-CoV-2 dans des préevements oropharynges, des
préévements nasopharynges, des pré&évements nasaux ant&ieurs, des préé/ements nasaux ami-
cornet, le liquide de lavage nasal, les aspirations nasales et le liquide de lavage bronchoalvélaire
(BALF) provenant de personnes soupgonnées d’étre atteintes de la COVID-19 par leur
prestataire de soins de santé

Les résultats d’analyse permettent d’identifier I’ARN du SRAS-CoV-2, laquelle est
géné&alement déectable dans les &hantillons pré&evés dans les voies respiratoires lors de la
phase aigué de I’infection. Un résultat positif indique la présence de I’ARN du SRAS-CoV-2;
afin de déterminer 1’état infectieux du patient, il est nécessaire d’effectuer une corrélation
clinique avec ses antécédents médicaux et d’autres informations diagnostiques. Ce résultat
n’exclut pas une infection bacté&ienne ou une co-infection par d’autres virus. L’agent détecté
peut ne pas &re la cause certaine de la maladie. Les laboratoires sont tenus de signaler tous les
résultats positifs aux autorités de santépublique compéentes.

Un résultat négatif n’exclut pas une infection par le SRAS-CoV-2 et ne doit pas constituer la
seule base sur laquelle sont fondé&s les de&eisions de prise en charge du patient. Ce réultat doit
ére considé&éen combinaison avec les observations cliniques, les ant&élents mé&licaux du
patient et les données éidéniologiques.

La trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a [’aide d 'une sonde
fluorescente est censeée &re utilisé par du personnel de laboratoire clinique compéent et formé
aux techniques de la PCR en temps réel et aux techniques diagnostiques in vitro.



Sommaire et explications

La COVID-19 s’est répandue dans le monde entier. Un nouveau coronavirus (SRAS-CoV-2) a
¢été identifi¢ comme 1’agent pathogene. Des cas d’infection asymptomatique, d’affection bénigne
et d’affection grave et certains déces ont été signalés.

La trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a l’aide d’'une sonde
fluorescente permet de ré&liser un test diagnostique molé&ulaire in vitro qui facilite la déection
et le diagnostic du SRAS-CoV-2. Elle repose sur la technologie d’amplification des acides
nucléques largement utilisée. Elle contient des oligonucléntides amorces, des sondes
oligonucléntidiques marquees et du mat€&iel de contrde utilisés dans la technique RT-PCR en
temps reel pour la déection qualitative in vitro de I’ARN du SRAS-CoV-2 dans les &hantillons
préevé dans les voies respiratoires.



Principes et proc&lure

La trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a [’aide d 'une sonde
fluorescente repose sur la technique d’amplification en chaine par polymérase avec transcription
inverse en temps ré&l (rRT-PCR). Les ensembles amorces-sondes sont conqis pour déecter
I’ARN du SRAS-CoV-2 dans des préevements oropharyngés et le liquide de lavage
bronchoalvélaire (BALF) ainsi que dans les prdévements nasopharyngés, les pré&evements
nasaux antéieurs, les préévements nasaux ami-cornet, le liquide de lavage nasal et les
aspirations nasales provenant de patients soupgonnés d’étre atteints de la COVID-19 par leur
prestataire de soins de santé

Pour mettre au point la trousse, on a sé&juencéet comparéle géome entier du SRAS-CoV-2
avec d’autres geénes de coronavirus connus afin de sélectionner avec précision une région cible
dans la région ORF1ab du géome du SRAS-CoV-2. En outre, le géne domestique humain de la
B-actine a @éédaborécomme géne cible pour le contrde interne.



Matériel fourni

Contenu de la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a I’aide d’une
sonde fluorescente

Avrticle (50 tests/trousse) Quantitépar fiole Nombre de fioles

M@ange réctionnel 1 ml/fiole 1 fiole
SRAS-CoV-2

Mélange d’enzymes 80 pi/fiole 1 fiole
SRAS-CoV-2

Contrde positif SRAS- 750 pL/fiole 1 fiole

CoV-2

Contrde sans matrice 750 pL/fiole 1 fiole

SRAS-CoV-2




Maté&iel et é&uipement requis non fournis

Systéme PCR en temps réel 7500 d’Applied BiosystemsM® avec logiciel v2.0.5

o Autre maté&iel acceptable : Systéne PCR en temps réel rapide 7500 d’ABI avec
logiciel v2.0.6, systéme LightCyclerMP 480 de Roche avec logiciel v1.5.0, ou systéme
PCR en temps reéel QuantStudio 5 avec logiciel v1.5.1

Mini-trousse d’extraction d’ARN virale QIAamp (cat. n° 52904 ou 52906)

o Autre maté&iel acceptable : trousse d’extraction d’acide nucléique MGIEasy
(cat. n° 10000202610r 1000020471)

o Maté&iel facultatif : Systéme automatisé de préparation d’échantillons a haut débit
MGISP-960RS, logiciel v1.2

Agitateur vortex

Microcentrifugeuse

Micropipettes (2 ou 10 uL, 200 pL et 1000 uL)

Micropipettes multicanaux (5-50 uL)

Supports pour microtubes acentrifuger de 1,5 ml

Blocs rérigé&ants -20 C

Eau de qualitébiologie moléeulaire, exempte de nuclése

Solution d’hypochlorite sodique 10 % (dilution 1:10 d’une eau de Javel 5,25-6,0 %

commerciale)

DNAZapM® (Ambion, cat. n° AM9890) ou 1’équivalent

RNAseAWAYMC (Fisher Scientific, cat. n° 21-236-21) ou I’équivalent

Gants non poudrés et blouses chirurgicales jetables

Embouts de pipette anti-aéosols

Microtubes acentrifuger de 1,5 ml (exempts de DNase et RNase)

Plaques de réction PCR &96 cupules de 0,2 ml (Applied Biosystems)



Avertissements et pré&autions

Ces consignes ne s’appliquent qu’aux tests diagnostiques in Vitro.

Observer les précautions d’usage. Tous les éhantillons préevés sur des patients et les contrdes
positifs doivent &re considéé comme potentiellement infectieux et manipulé&s en conséjuence.

Ne pas manger, boire, fumer, appliquer des cosméiques ou manipuler des lentilles cornénnes
dans les zones ouides réactifs et des éhantillons cliniques sont manipulés.

Traiter tous les échantillons comme s’ils étaient infectieux, en observant les procédures de
laboratoire s&uritaires. Himiner les substances dangereuses ou biologiquement contaminées
conforménment aux pratiques de votre éablissement.

Priére de lire attentivement le feuillet se trouvant dans I’emballage avant d’utiliser le produit. La
trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a ['aide d 'une sonde
fluorescente ne doit &re utilisé& comme outil de diagnostic in vitro qu’en cas d’urgence et sur
ordonnance seulement. Chaque éape du processus, depuis le préevement, la conservation et le
transport des échantillons jusqu’aux tests en laboratoire, doit étre effectuée conformément a la
réglementation pertinente en matiere de biosécurité et au systéme établi pour la gestion d’un
laboratoire de biologie molé&ulaire.

Les faux positifs et les faux néyatifs peuvent &re causés par une mauvaise qualitéde
I’échantillon, par un prélévement, un transport ou un traitement en laboratoire inadégjuat ou
encore par une limitation de la technologie de test. L utilisateur doit comprendre les principes
d’application de la procédure, y compris ses limites d’efficacité, avant I’utilisation du produit,
afin d’éviter les erreurs possibles.

Des zones de laboratoire distinctes, réservées a 1I’exécution de procédures de test prédéfinies,
doivent &re é&ablies comme suit : a) 1 zone : préaration du réuctif pour le test; b) 2° zone :
traitement de 1’échantillon et des contrdes; et ¢) 3° zone : réalisation de I’amplification en chaine
par polymé&ase (PCR).

Tout maté&iel employédans une zone doit y rester; il ne doit pas &re déplacéni utilisédans
d’autres zones. Apres les procédures de test, la table de travail et les fournitures de laboratoire
doivent &re nettoyees et dé&infect&s imméliatement.

Tout le contenu de la trousse est préparé et validé pour les tests prévus. Le remplacement de I’un
ou ’autre des ¢léments de la trousse dégradera son efficacité d’analyse. Les éléments d’une
trousse doivent &re utilisé&s ensemble. Ne pas mé&anger les @éments de diffé&ents lots de
trousses.

Avant de commencer un test, chaque éément doit &re soigneusement deeongeléet brievement
centrifugeé Eviter les cycles réaé&é de congdation-désongé&ation.

Immédiatement aprés I’ajout du mélange réactionnel d’acide nucléique, la plaque a 96 cupules
pour la PCR en temps resl doit &re couverte et transf&ee dans la zone de traitement des
&hantillons.



Pour éviter toute contamination par de I’ARN exogeéne, les échantillons doivent étre préparés
dans I’ordre suivant : 1) contrdle sans matrice (négatif), 2) échantillon d’ARN, et 3) contrdle
positif. De plus, des embouts de pipette filtré& doivent &re employé&s et &re remplaces apres

I’ajout de chaque réactif ou échantillon.

S’assurer de déposer les échantillons en les pipettant directement dans le mélange réactionnel se
trouvant dans les tubes PCR. Ne pas déposer les échantillons en les pipettant a I’intérieur de la
paroi des cupules de la plaque. Les plaques doivent étre scellées immédiatement apres 1’ajout de
I’échantillon.

Aprés I’application du protocole d’amplification, les plaques PCR doivent &re placées dans un
sac en plastique scellable pour étre passées dans I’autoclave, puis dé&ontaminées.

Veiller a ne pas causer la formation de mousse ou de bulles dans les tubes lors de 1’aliquotage du
mélange réactionnel de 1’acide nucléique. Toutes les plaques PCR doivent &re scellés avant leur
chargement dans le thermocycleur afin d’éviter les fuites ou une contamination.

Toutes les tables de travail et les fournitures du laboratoire doivent &re nettoyées et dé&infectées
réguliérement a 1’éthanol 75 % ou ala lumiee UV.

Les embouts de pipette et tubes acentrifuger utilisés pour le test doivent tous &re exempts de
DNase et de RNase. Une fois utilisés, ils doivent &re jet& dans une poubelle contenant une
solution d’hypochlorite sodique 10 % et diminé aprés dé&ontamination.



Conservation, manipulation et stabilitédu réctif

La trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a [’aide d 'une sonde
fluorescente doit &re conservé aune tempéature infé&ieure a-18 °C dans 1’obscurité. Elle est
stable et se conserve entre 2 et 8 <T pendant 5 jours et &-18 <T pendant 12 mois. Eviter les
cycles réaéé de congdation-désongéation. Ne pas congeler-désongeler la trousse plus de
quatre fois. La trousse peut &re transporté& &-18 °C dans 1’obscurité et restera stable pendant

5 jours.
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Prdevement, conservation et transfert des &hantillons

Préparation de I’équipement : Nettoyer et dé&ontaminer toutes les surfaces de travail, les
pipettes, les centrifugeuses et autres éguipements avant de les utiliser. Des agents de
désontamination doivent &re utilisé, notamment une solution d’hypochlorite sodique 10 %, de
1’éthanol 70 % et du DNAZapM® ou du RNase AWAYMP afin de limiter le risque de
contamination par les acides nucléques.

Un pré&érement, une conservation ou un transport inadeéguat ou inappropriédes &hantillons est
susceptible de causer un faux résultat de test. Etant donné I’importance que revét la qualité des
&hantillons, il est fortement recommandéde former le personnel sur la fagon de les préever.

Prélévement de I’échantillon : Effectuer un préévement oropharyngéou de liquide de lavage
bronchoalvélaire (BALF) sur une personne soupgonnée d’étre atteinte de la COVID-19.
L’échantillon doit étre prélevé de maniére a éviter toute contamination possible lors des étapes
du pré&érement, de la conservation et du transport. 1l doit &re pré&umeécontagieux et &re traité
conformément ala rélementation en vigueur. Pré&evements oropharyngés : retirer
soigneusement I’écouvillon de I’emballage et le frotter contre les deux cotés du gosier, de la
gorge et des amygdales plusieurs fois en le faisant tourner et en exer@nt une certaine pression
afin de recueillir autant de séréions que possible. Bviter de toucher la langue. Rompre la tige de
I’écouvillon et mettre la téte dans la solution du tube d’échantillonnage. Visser fermement le
bouchon du tube pour s’assurer qu’il n’y a pas de fuite. Des milieux de transport présentant ou
non des propriétés d’inactivation des virus peuvent étre utilisés. Nous recommandons
I’utilisation exclusive d’écouvillons a téte en fibre synthéique et atige en plastique. Ne pas
utiliser d’écouvillons ayant une téte en alginate de calcium ou une tige en bois, car ils peuvent
contenir des substances qui inactivent certains virus et inhibent le test PCR. Placer
immé&liatement les &ouvillons dans des tubes st&iles contenant de 2 &3 ml de milieu de
transport viral.

Liquide de lavage bronchoalvéalaire (BALF) : Préever 3 ml de liquide de lavage
bronchoalvélaire non traitéet le déposer dans des cryotubes sté&iles, secs et propres et exempts
de DNase et de RNase. Visser fermement le bouchon du tube pour éviter toute fuite, et sceller le
tube avec une pellicule.

Conservation de I’échantillon : L’échantillon peut étre testé immédiatement apres son
préévement, ou il peut &re conserveéentre 2 et 8 °C jusqu’a 72 heures avant le test. Si I’on
prévoit un déai dans le test ou le transport, il peut &re conservéa-18 < pendant au plus une
semaine ou &-70 T pendant au plus 6 mois. Eviter les cycles réé&és de cong@ation-
déeongdation.

Transport de I’échantillon : L’échantillon doit étre transporté a basse température sur de la
glace seeche ou un sac de glace.
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Procé&lures de laboratoire

Traitement de I’échantillon : L’ ARN doit étre prélevée d’un échantillon récent afin de garantir
une qualité et une quantité d’ARN adéquates. Le controle positif et le contrdle sans matrice
(négatif) doivent €tre traités en méme temps que 1’échantillon. L’ARN doit étre extraite a 1’aide
de la mini-trousse d’extraction d’ARN virale QIAamp (QIAGEN) ou de la trousse d’extraction
d’acide nucléique MGIEasy, manuellement, ou a I’aide du systéeme MGISP-960RS,
conformément aux instructions du fabricant. Aprés I’extraction, I’ARN doit étre utilisée
immeédiatement ou conservé &-70 <T pour une utilisation ulté&ieure. Lors de la manipulation du
contrde positif, veiller aprendre les pré&autions n€essaires pour €iter toute contamination de
I’échantillon. Le manque de précautions pourrait entramer un faux positif.

Préparation du réactif : Préparer tous les méanges réactionnels dans la zone de préparation.
Retirer d’abord les éléments de la trousse, sauf le mélange d’enzymes, et les décongeler
compléement atempé&ature ambiante. Les passer ensuite au vortex et les centrifuger
brievement. Le mélange d’enzymes doit étre conservé sur de la glace en tout temps. Calculer
ensuite le nombre de réctions (N) qui seront comprises dans la trousse. Ne pas oublier de
compter le contrde sans matrice (néyatif) (un tube), le contrde positif (un tube) et chaque
&hantillon. Préparer les plagues a96 cupules pour la RT-PCR en temps reel en fonction du
nombre estiméde réctions (N) ainsi que les ingrélients du méange PCR selon le dosage
spe&ifiéau tableau 1. Pipetter 20 uLL de mélange PCR dans chaque cupule. Couvrir la plaque et la
transfé&er dans la zone de traitement des €hantillons. Le reste du méange réactionnel et du
mélange d’enzymes doit étre immédiatement transféré dans un environnement a-18 <C.

Tableau 1. Calculs pour la préparation du ré&ctif

M@ange ré&ctionnel SRAS- | Mélange d’enzymes SRAS-
CoV-2 (uL) CoV-2 (uL)
Me¢lange PCR (uL) | 18,5 pL x nombre 1,5 uL x nombre
d’échantillons et de solutions | d’échantillons et de solutions
de contrde (N) de contrde (N)

Ajout de I’échantillon : Ajouter 10 pL d’ARN extraite de I’échantillon a la cupule contenant
déja le mélange PCR dans I’ordre suivant : le contrde sans matrice (negatif), le ou les
&hantillons du patient et le contr@e positif. Sceller la plaque et la centrifuger 2000 tr/min
pendant 10 s. Placer la plaque dans le systé@ne RT-PCR en temps reel et consigner
I’emplacement exact des controles et des échantillons. L'éhantillon abord est stable pendant <
4 heures a20-25° C apres I'ajout de I'ARN de I'é&hantillon au méange réctionnel.
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Exécution d’un test et analyse des données

1-1. Exécution d’un test a I’aide du systéme PCR en temps réel 7500 d’ Applied
BiosystemsMC et du systéme PCR en temps réel rapide 7500 d’ABI (logiciel v2.0.5 ou

v2.0.6) :

(1) Démarrer le systéme PCR en temps réel 7500 d’ Applied BiosystemsMC : Allumer d’abord
I’ordinateur connecté au systéme PCR en temps ré&l 7500 d’ Applied Biosystems™MC, puis le
systame.

(2) Charger I’instrument : Appuyer sur la porte du plateau pour I’ouvrir, et déposer la plaque
contenant les &hantillons et les contrdes dans le porte-plaque. S’assurer que la plaque est bien
assise dans le porte-plaque. Fermer la porte du plateau en exergnt une pression de biais sur le
c@édroit du plateau.

(3) Définir les parametres du test :

(3.1) Double cliquer sur I’icone 3(7500 Software v2.0.5 ou 7500 Software v2.0.6) ou
sélectionner Start > All Programs > Applied Biosystems > 7500 Software v2.0.5 (ou 7500
Software v2.0.6).

Flo Edit instment Anslysis Took Help
New Experiment - 5 Open.. 8 . °

Run Analyse

QuickStart

[z

e~

(3.2) Cliquer sur New Experiment pour accéler au menu Experiment. Dans la fen&re
Experiment Properties, entrer I’information associée au test; les autres champs peuvent rester
vides.
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Experiment Properties u Enter an experiment name, selectthe instrument type, selectthe type of experiment to set up, then

Plate Setup

* Experiment Mame: |2020—03—06—201900V
Run Method

Barcode (Optional): |

Reaction Setup User Mame (Optional): |

Comments (Optional):
Materials List

How do you want to identify this experiment?

Sdectionner les boutons 7500 (96 Wells), Quantitation - Standard Curve (pour le type de test
araliser), TagMan Reagents (pour le ré&ctif utilis@ et Standard (pour la monteée en vitesse).

[ e T R—

Setup, run, and analyze an experiment using a 4- or 5-color, 96-well system

What type of experiment do you want to set up?

[ + Quantitation - Standard Curve ]

Quantitation - Relative Standard Curve

( Meit Curve Il Genotyping

Use standards ta determine the absolute quantity oftarget nucleic acid sequence in samples:

Which reagents do you want to use to detect the target sequence?

[ e L omewmws |

The PCR reaclions contain primers designed to amplify the target sequence and a Taghlan® probe designed to detect amplification of the target sequence

Which ramp speed do you want to use in the instrument run?

[  Standard (~ 2 hours to complete a run) ]

For optimal results with the standard ramp speed, Applied Biosystems recommends using standard reagents for your PCR reactions

(3.3) Cliquer sur Plate Setup, puis, dans la fen&re Targets, sous 1’onglet Define Targets and

Samples, dans les champs de la colonne Reporter, séectionner FAM pour Target 1 et VIC
pour Target 2 (voir la figure ci-apres).

Expenment Menu < | Expenment: 2020-03-06-2019CoV

! Define Targets and Sarnples T Assign Targets and Sarnples W

Type: Stai

a Instructions: Define the targets to quantify and the samples to testin the reaction plate
Define Targets

Experiment Properties

Plate Setup

| Addnew Target | Add Saved Targst | Save Target | Delste Tarast |

[ Run Method

Target Name Reporter Quencher Color
RN Reaction setp [Target 1 | |Fam « |none vh
|Targetz ‘ VIC ~ [Mone vI
@l Materials List
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(3.4) Cliquer sur I’onglet Assign Targets and Sample, puis, dans la fen&re Samples, entrer le
nom des €&hantillons et des contrdes ainclure dans la cupule correspondante de la plaque de
réctions. Sé&ectionner ensuite les ré&ctions ad€inir pour les eéhantillons et les cibles.
Sdectionner None dans le champ Select the dye to use as the passive reference.

Define Targets and Sarple A-x.i—(;y\ Targets .|;:j- Samplek
2 Up Standards.”
@ Instructions: 1 U nown) as the task for each targe gnment, then )
To $&t up ne e Cor : Sedect wells, sl hen sefect “N* (Nex irol) as the task for e arget )
Assign target(s) 10 the selected wells, < View Plate Layout] View Well Table
>
| Select Welis With: - Select
Assign Target Task Quantty
B | Target mao [ B showin wets » | ¥D) View Legend |
8 |Tage2 mac |
e e S " 1 ! 2 3 4 5 8
I 0 E=S
B Mixed [ Uniknown EJ Stancard 2] Negative Control 1] rargee 2
y e
", Define and Set Up Standards B [t
J [0 tawgeez
Assign sample(s) 10 the selectod wells,
] marget v
e \ be 1 rargee2
Assign Sampie
Sampile 1 I ju ==
' o (1] rangee2
E
Assign sample(s) of selectad wel(s) 1o biclogical group.
Assign Biological Group F
1] ranget s
Select the dye 10 use as the passive reference. H [ targeez
None v Wels: [Tl 7 Unknown EJ 4 Standard [ 0 Negative Control o

(3.5) Cliquer sur Run Method. Dans la fen&re Run Method, sélectionner I’onglet Graphical
View (par défaut) ou Tabular View pour modifier la méhode de test. S’assurer que le profil
thermique présente les éapes de maintien et de cyclage illustrées ci-apres. Entrer 30 L dans le
champ Reaction Volume Per Well. Le canal FAM (Reporter : FAM, Quencher : None) sera
configuré pour la détection de I’ARN du SRAS-CoV-2 et le canal VIC/HEX (Reporter :
VIC/HEX, Quencher : None), pour la détection de la référence interne (f-actine); Reference
Dye : None. Configurer le protocole PCR conformément au tableau 2.

Tableau 2. Protocole PCR

. . . Fluorescence
Etape Cycle Tempé&ature Dures mesurée (O/N)
1 1 50 € 20 minutes N
2 1 95 10 minutes N
3 40 95 € 15 secondes N
60 C 30 secondes 0]
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Graphical \/IEWT Tabular View 1

Reaction Volume Per Well pL  [JExpertMode

- AddStage ¥ AddStep ¥ Delete Selected  (nothing to Undo nothing to Redo) CollectData ¥ | Qpen Run Method  Sa
Reaction Setup
. Holding Stage Holding Stage Cycling Stage
\=@ Materials List
Number of Cycles:
Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2 =
| A 100 —|
~ Analysis 95.0°C 95.0°C
10:00 100%
75 —

500 °C

00%

Step 1

00:15 \
180%

<

Tle Edt Insvument Analysis Tools Help

Experiment: Untitied

Step 1

Step 1

Step 2

60.0°C
00:30

1] New Experiment - 3 Open... il Save + 3 Close | 9 Export..+ & Print Repor..
xperiment Menu «

Type: Standard Curve

Reagents: TagMant®) Reagents
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Vous pouvez sauvegarder une mé&hode de test pour utilisation ulté&ieure en cliquant sur le
bouton encadréen rouge illustrédans la figure ci-apres.

(3.6) Cliquer sur Run. Dans la fen@&re Run, enregistrer les paramétres du test en séectionner
I’option Save. Cliquer sur START.



D 7500 Software v2.0.5

File Edit Instrument Analysis Tools Help

New Experiment - 5 Open...| ld Save - I Close‘ 4% Export... - Print Report...
Save Ctrl+8

Experiment Menu« | EXg | save as.. A-er chong-dinglianc
Ctrl+T

Save As Template...

Setup

Estimated Time Remaining: 00:00:00

Run Status: Run Started at: 19-5-22 E410:57 Run C

Amplification Plot

Temperature Plot Ampilification Plot

Run Method

Motification Setti... Ampliﬁcation |

10000000
E.:'. Analysis

(3.7) Une fois le test terminé, retirer la plaque de I’instrument et procéder a I’analyse des
données.

1000000

*Procédure et images tirées du guide d’utilisation du systeme PCR en temps réel 7500 d’ Applied
BiosystemsM®,

1-2. Analyse des données a I’aide du systéme PCR en temps réel 7500 d’ Applied
BiosystemsMC et du systéme PCR en temps réel rapide 7500 d’ABI (logiciel v2.0.5 ou

v2.0.6) :

(1) Cliquer sur Analysis. Dans la fen&re Amplification Plot, sous I’onglet Plot Settings (voir la
figure ci-apres) :

a. séectionner ARn vs Cycle (par défaut) dans la liste dé&oulante Plot Type;
b. séectionner Linear dans la liste dé&oulante Graph Type;

c. séectionner Target dans la liste dé&oulante Plot Color.
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Amplification Plot

r_ Flot Settings
= Plot Type: ARnvs Cycle + GraphTyp} Linear ~ | PlotColor. Target ~ |

=

[/] Save current settings as the default

] B BT = =
Amplification Plot oyl iy oz !
Standard Curve Amplification Plot

350,000

Multicomponent Plot 325,000

300,000

Raw Data Plot 275,000

250,000
>
QC Summary 225,000

200,000

jee = =
Multiple Plots View & 175000
i

150,000

125,000
100,000
76,000
50,000

25,000
o BI0RA3FT

[ Target 1 Target 2

(2) D€inir le point initial au cycle 3 et le point final au cycle 15.

(3) D€inir les seuils manuellement comme suit (voir la fen&re au bas de la figure ci-apreés) :
a. Dans la liste dé&oulante Target, séectionner Target 1;
b. D&ocher la case Auto;

c. Entrer le seuil aune valeur juste au-dessus de la courbe du contrde sans matrice
(bruit);

d. Répéer ces éapes pour Target 2.
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Amplification Plot
350,000
325.000
300,000
275,000
250,000
225,000
200,000
F 175.000
<]
150,000
125.000
100,000
75,000
50.000

25,008

o
7,003.390727
0

2 4 L] a 10 12 14 16 18 20 s 2 6 El i = 3 E 3| 0

Cycle
Legend
Target 1 Target 2

Options

Target Target1 « | Fhreshold: [] Auto | 7003.390727 [#] Auto Baseline

Show: Threshold — [] Baseline Start Well B Target 4. Baseline End: Well /M Target 4.

Save current seftings as the default

(4.3) Cliquer sur Analyze. Le logiciel analyse les donnés selon les paramétres définis.

el 39 - [ H0Se | 49 HIPUT. + &4 PIRIKepon

Experiment: 2020-03-06-2019CoV Type: Standard Curve Reagents: TaqMan® Reagents u Asayva Semngs

Plot Settings . P Select Wells Win' - Selectlem - «
PlotType ARnvs Cycle v Graph Type: Linear | Plot Color. Target v ’—I—|
Bl soovmwias v | Bl woutopend
[ Save current setings 35 the defaut
= - = 7 7 : T 7 0 3 W
A LraRE t L '
At per A
—
8
o
. i
2500
X 1003390721
2 2 1
- f Qoo Do [
" [ rorom2 [ roesz [T Toroeiz

Pour examiner une valeur Ct d’un échantillon, cliquer sur la cupule le contenant, comme
I’illustre la figure ci-apres. Dans la liste dé&oulante Target, s@ectionner la cible &examiner.
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(4.4) Un exemple de courbe d’amplification d’échantillon positive est illustré ci-apres (courbe
pour le canal FAM SRAS-CoV-2 en bleu et courbe pour le canal de réf&ence interne VIC en
vert).

Amplification Plot
900,000

850,000
800,000
750,000
700,000
850,000
600,000
550,000
500,000
460,000
400,000
350,000
300,000
250,000
200,000
150,000
100,000
50,000
o
-50,000

ARN

Amplification Plot

425,000
400,000
375,000
350,000
325,000
300,000
275,000
250,000
225,000
200.000
175,000
150,000
125,000
100.000
75,000
50.000
25.000
5}
-25,000

ARN

Cycle

*Procédure et images tirées du guide d’utilisation du systeme PCR en temps réel 7500 d’ Applied
BiosystemsM®,
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2. Exécution d’un essai et analyse des données a ’aide du systéme LightCyclerMP 480 de
Roche (logiciel v1.5.0) :

(1) Double cliquer sur ’icone du logiciel LightCycler480 sur le bureau. A I’invite, entrer le nom
d’utilisateur et le mot de passe pour lancer le logiciel (voir la capture d’écran Ci-apres).

a

NEIRNEICEY | JoE

P LightCycler?480 Software release 1.5.0

Instrument:  No active instrument Database:
User:

(2) Cliquer sur New Experiment (voir la capture d’écran Ci-apres).

(o

BEcCo@: @8 ¢ -

I LightUycler7asu Software reiease 1.5 _
nstrument:  No active instrument Database: My Computer (Research)
Nindow:  [Overview K| User: System Admin

Warning 2020/4/21 15:16:56 Please activate an instrument before setting Up a new run. 100
Warning 2020/4/21 15:44:57 Please activate en instrument before setting up @ new Tum. 100 .

(3) Dans le menu déoulant Detection Format, séectionner DualColor Hydrolysis
Probe / UPL Probe (voir la capture d’écran ci-apres).
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,D

®

t: LightCyclerd80 / Not Connecte

Database: Research (Research)

[New Experiment

Run

Protocol ] Data

o User:

| Run Notes

System Admin

| @&

@[Tl

" )
Temperature Targets

‘ Target (j3C) ‘ Acquisition Mode ‘ Hold fhh:mm:ss) | Ramp nmuiog‘ Acqui;iﬁum(peqiq‘ SecTarget | Step Size UEQ‘Sleelny(wdm;
; ()
() P — TR MM e - C—C E
™
Overview
100,
904 o
g o e
£ A
E 5 o
2 50/ TR
=
\ o
et
2] —

NI

Estimated Time (himm:ss)

(4) Indiquer le nom de chaque programme dans la colonne Program Name et, dans le volet
Program Temperature Targets situésous le volet Programs, définir les paramétres de chaque
programme indiqués au tableau suivant (&ape, nombre de cycles, tempé&ature et duré). Ajouter

ou supprimer des étapes a 1’aide des boutons (+) ou (—) de I’interface.

Etape Nombre de Tempé&ature Duré Fluoreiscence
cycles mesuréee (O/N)
1 1 50 € 20 minutes N
2 1 95 T 10 minutes N
3 40 95 € 15 secondes N
60 T 30 secondes 0]
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Instrument:  LightCycler480 / Not Connected Database: Research (Research)

=lelx
Window:  [New Experiment E| User: System Admin
o] | R Pl ] ows I e I .
ent
UPL Probe <] (Customizay  Black size |- Plate 10 [ Reaction Volume [0 3
LotNo [ Testin [ .
_ Programs S . §
Cycles.
: e §
Hold (hh:mm:ss) Ina-pmqu‘ Acquisitions (per {3C) Scc.lsm ‘s«.smnlo'&mmmm@
:00: e = £ 2o 2o 5 .
Overview
= .
%0/
g ™
]
60
X s
wf
=]
0 At s » 4%
Estimated Time (hmm ss)
- End Program ][ S0 cyces || snrun |
Bis| | 8 @ |[Frowones o W 296 pat | ma=z=@
P LightCycler?4B0 Sohware release 1.5.0 - o b
Instrument: No active instrument Database: My Computor (Research) T~
Window:  [HWTS0410.ROCHE4801 = User: System Admin
| Run Protocol | Dota | Run Notes |
wp
Detection Format [Cial color fyarolysis Fobe / UPL Frcbe | - Block Size |- Plate ID Reaction Volume =
. Color Comp ID [ Lot No TestiD | .
A~ o
Program Name Cycles | Analysis Mode .
» Program 1 =[one -
CiES .
. o) = — = .
;]
Report | |—
B [ Temperature Targets .
. | Target () ‘ Acquisition Mode Hold (hiumm:ss)  Ramp Rate ['Cls]  Acquisitions [per °C) s.:rmum‘ Step Size ['C) ‘SudeIqu-l
O | y— S —— |
@Jss Zione Haa : o o o 2 .
o
.

L

(5) Enregistrer le programme en tant que matrice en cliquant sur Save As Template. Afin
d’utiliser la matrice pour d’autres tests, il suffit de cliquer sur Apply Template (voir la capture
d’écran ci-apres).

Teaserature (M)
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0

In o active instrument Database: My Computer (Research)
<
" Window:  [FWTS0410 ROCHESB0-1 | User: System Admin
Run Protocol Data Run Notes |
P
Detection Format [ou=1 Color fiydrolysis Probe / UPL Probe = - Block Size |- Plate ID Reaction Volume [ —|
. Color Comp ID [ Lot No Test D | l
A~ Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
=\ 1 *|None -
A [program 40 *|ouantification |
(7 || [Pzoszam 1 *|None -
=
Report
A Targets
. Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) | Ramp Rate (*Cls) | Acquisitions (per °C) | Sec Target(°C) Step Size (°C) | Step Delay (cycles)
@ b 50 Z|Nome ~|oo:20:00 “{e.a < o S0 S0 = l
@ o5 Z|None 00:10:00 Tie-4 o o o o =
!
l
Overview
100
E:
A
-
®
i
5
L
Bl
R
El
Ll
A
=
E
0:00:00 0:20:14 0:30:3¢ 0:40:29 0:50:24 1:00:14 11024 1:2015 1:30:25
Estimated Time (h-mm:ss)
[ﬁnd Program ][ +10 Cycles ][ Start Run J
]
A /21 15:57:37 Please activate an instrument before Secting up a mew Tun. 100 4| o

(6) Séectionner Start Run et entrer le nom du test lorsqu’invité.

P LightCycler?480 Software release 1.5.0 =T,
nstrument:  No active instrument Database: My Computer (Research)
Nindow: HWT S0410-ROCHE480-1 d User: System Admin

Run Protocol | Data | Run Notes ‘
ment S
I [ e [ouat cozer myariysis rrove / urL Prove | (Customizey  Block Size [ Plate ID Reaction Volume | —|
. Color Comp 1D | Lot No [ Test 1D [
=~ Programs
. (~ Program Name | Cycles Analysis Mode
\] *{none

[@* b erogram 1 <[ -
Progzam 40 :|owamcificarion  ~
l Progzan

1 =|wene

]
Temperature Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hhmm:ss)  Ramp Rate ['C/s)  Acquisitions (per °C) | Sec Target ('C) | Step Size ('C) Step Delay (cycles)|

. @)= <[ione ~[ooz20:00 et s 50 o o =
é 25 +|vone 00:10:00 s14.4 = o =10 =10 =]

i
5 Q)
NIE @D @k [T @

Temperatuze (%)
f —
—
| —
e
—

20500 e [EE] 0ah2 EED TR ] 25 =]
Estimated Time [homm ss)

-' [Ennmuymm ]L +10 Cycles [ Start Run |
[—

- MWarning 2020/4/21 15:57:37 Please activate an instrument before serring uo a mew runm. 100 &l ——

(7) Une fois le test terminé& cliquer sur Analysis dans le volet de gauche (voir la capture d’écran
ci-dessus) pour ouvrir I’interface d’analyse, puis cliquer sur Calculate (voir la capture d’écran
ci-apres).
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Instrument:  No active Instrument Database: My Computer (Research)

Window:  [HWTS0410-ROCHE480-1 | User: System Admin
Analyses[ass quanc/Fit Foincs for AL Sampie ﬂ.... .
ampicaion curves (68 roon)
. .
[Aba Guant zesulzs 4]
. B Positive @ Negative 30|
Standard
- N g .
I-nphl - i
Include Color Pos Name hos .
v M A sample 3
B A2 sample 2 Lo
v M A Sample 3
¥ M A Sample 4 LES
v B A5 Sample 5 =
v M e sample 6 s
¥ M A7 Sample 7
v M A0 Sample ® (RN .
v B A Sample §
¥ M n0 sample 10 =)
Ci W AL sanple 11
¥ M A2 Sample 12 )
¥ M Bl Sample 13
¥ [ 52 Sample 14 b |
¥ M 23 sample 15
v B B4 Sample 16
v H BS Sample 17 0 F B M 2 W 1 18 W & a8 & 8 B w W ® B A
v M Bé Sample 10 Cyclas
R — El Bl
- a e oan ¥ First 1 Last Cycla| 40
. | Cycle Cyel
A AWarning 2020/4/21 15158102 Flease aCTIVAL& AR LNSTIUBENT DefOre SECLLNg UP & Mew run. FTTI | Py

(8) Pour modifier le seuil du canal FAM ou VIC, sélectionner 1’onglet Noise Band, puis
sélectionner le canal respectif (voir la capture d’écran ci-apres).

Instrument:  No active Instrument Database: My Computer (Research)

Window:  [JWTS6410 ROCHEARD 1 £ User:  Systam Admin @hnl AaBbC | A ¥
maws w0
Anlyses[\ir Guane/ it Foines or AL Sampies J.... . P __mem g™

Information | - upensstisnt OFF
D = ] B~ s
ftoom)

st [ @BB)

PR
I B
F: e

|

(9) Entrer le seuil aune valeur au-dessus du niveau maximal de la courbe du contrde sans
matrice (courbe de bruit alétoire), puis cliquer sur Calculate pour appliquer les changements.
Les résultats seront analysés et présentés comme 1’illustrent les captures d’écran ci-apres.
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Instrument:  No active instrument

Database: My Computer (Research)

Window: 'Wmﬂ!lﬂ -l User: System Admin

Analysos [2bs Quant/Fit Foints for ALL Sampies ﬂ....
. Information [ Progran: Program, Color Compensation: Off
. H._....._ _lvﬂ;s.;d - ..v“ m |
. AP ORVY (68358} (z0om)

Report L]
L Abs Quant zesults 7

I |

@ Posive @ Negative

. @ Stondar

Include Color Pos| Name

AL Sample 1
A2 Sample 2
A3 Sample 3
A4 Sample 4
AS Sample §
A6 Sample €
A7 Sample 7
A8 Sample §

:

A9 Sample §
AL0 Sample 10
AlL Sample 11
BL Sample 13
B2 Sample 14
B3 Sample 1§
B4 Semple L€
BS Sample 17

RE @O % Te -

BE Sample 18
B7 Sample 18
B0 Sumple 20 |

< [ € () [ (e (R

L

2 (] ®

Cycles
e 7 (R

T %18

F LightCycler?480 Software release 1.5.0

Instrument:  No active instrument

- O

Database: My Computer (Research)

Window:

I HWTS0410-ROCHE480-1

| User:

System Admin

Analyses [ios ouant/Fit Points for A1l Samples

El-EEE

Information [Progran: Program, Golor Compensation: orf

Cyele Range

Noise Band Analysis ‘

(8s1ec) (zoom

Amplification Curves

/@ Positive (@ Negative

B Standard 1062

Samples

Al Sample 1
Sample 2
Sample 3
Sample 4
sample 5
sample €
Sample 7
Sample 8
sample 9

Fluorescence (465-510)

1,067

FNED (AR (= A ([EER A

Sample 10
Sample 11
Sample 13
Sample 12
Sample 15
Sample 16
Sample 17

R

Sample 18
Sample 19
semple 20 |

STD Multiplier

15,5189

18 % 4 & 2 @ 2 M B A

i3 20
Cycles

-l

o 3>
=Y

(10) Dans le coin supérieur gauche de I’interface, sélectionner une cupule (voir la fleche rouge
du haut dans la capture d’écran ci-apres) pour afficher la valeur Ct correspondante; déplacer la
barre (indiquée par la fléhe rouge du bas) vers la droite pour voir cette valeur.
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P LightCyeler?480 Software release 1.5.0 - [T
Instrument:  No active instrument. Database: My Computer [Research) @
Window: HWTS0410 ROCHE480-1 K| User: System Admin
Analyses [fbs Guant/Fiv Foimte for ALL Samples el EIE .
am, Color Compensation: OIT
=
[@eseWsescocs Ampliication curves 658 o)
lssssienasonog -
lessesesecnog
T T EEEE Re
lssssssescoog -
|ssseseescoo r 1670|
A T EEEE )‘
[ececececenos
S - sa670| /
{RW .l 1 /
| Jabs cuant zeauics e f
B Posiive [ Negative {
B Swndad 246670 4‘ .
Samples % sl /
Include Color Pos Name = !
e 1 e
iznsm f
E /
22670 /
f .
18870 /
4’:
/
10670)| Vi
4670 /,,—"/
o I
2 4 B 13 10 12 " 1. 18 20 2 4 X 3 30 32 k) *® 38 A0
Cycles
e 5wl ) ()

« >
-.-;ﬁnlcu\ﬂlv

AWarning 2020/4/21 15:58:02 Flease activate an instrument before SSCtTing Up a mew run.
AWarning 2020/4/21 16:40:41 Please activate an instrument before 3ETTing U A mew Tun.

w4
AN o, [N

(12) Pour afficher les valeurs Ct de diffé&ents canaux, séectionner Filter Comb (voir la capture

d’écran ci-apres).

P LightCycler?480 Software release 1.5.0

|

i
|
\

Database: My Computer (Research)

\al

~
nstrument:  No active instrument
Nindow: |HWTSB41 0_ROCHEA480-1 j User: System Admin
Analym|Abs Quant/Fit Points for All Samples j .... .
Information [ Program: Program, Color Compensation: Off
. Subset: |11 - .... Cycle Range Noise Band Analysis .
ampitcaton Cuves (§88) (zoom)
. e .
Analysis| 54,6701 .
58670
W v [————1
Report -
[aps Quant resuics K| —-
@ Positive [ Negative
B Standard ~ 46T
(s = E
Results b 4o 670
cp |C s =
32.60 s
£ 34670
g
H
5
5
I §zes7]
=
22670
16670) .
10670
4570
2 4 6 6 10 1z 14 15 18 20 22 24 2 28 a0 3z 3+ 3} 3B/ 40
Cycles
First Cycle | 1+ Last Cycle| 20

iz

M

PRI

( ,

(12) Pour exporter les résultats, cliquer sur Export Table.
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3 LightCycler?480 Software release 1.5.0 =T

Instrument:  No active instrument Database: My Computer (Research)

Window: |HWTsu41 0-ROCHEA480-1 j User: System Admin

Analyses [a0s Quanc/Fit Points ror AlL samples E| ....

Information [zogzan: Progzam, Colex Compensatiom: Off

Sample 29

Cycle Range Noise Band Analysis ‘
Ampiticaton Gurves (62198) (zoom
104.281
94.281
84.281
W rositive [ Negative 2
@ standard 2
o 64201
!54231
§ auzer
I8
=
34.281
24,281
14.281
4.281 M
2 4 E 8 10 12 14 16 18 20 22 24 6 el 30 32 3 36 38 40
Cycles
- FisCycle [ 12]  Lastcycle| 102 -
CGEEIPE=( oo I N ) G M N
= = I.ﬁ (=L Brd=] by
Samples é
nclude| Color| Pos |Name ho
A2 Sample 2 y 54.281
243 Sample 3 E
24 Sample 4 & 442911
]
AS Sample 5 g
A6 Sample & ™
L7 7 34,281
AB 8
B2 Sample 14 24 281
B3 Sample 15
16
14,281
2 :
Export Table 1
W =t yle
v Sample
Sample 28 2

(13) Observer les valeurs Ct de la cible FAM (voir la capture d’écran de gauche ci-aprés) et du
canal VIC (référence interne; voir la capture d’écran de droite ci-aprés) des €hantillons et
déterminer le résultat des échantillons en suivant les instructions de la notice d’utilisation de la
trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a l’aide d 'une sonde fluorescente.
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3. Exécution d’un essai et analyse des données a I’aide du systé@ne PCR en temps ré&l
QuantStudio 5 (logiciel v1.5.1) :

(1) Double cliquer sur QuantStudio Design & Analysis Software sur le bureau ou séectionner
Start > All Program > Applied Biosystems > QuantStudio Design & Analysis Software pour lancer
le logiciel. Cliquer ensuite sur Create New Experiment.

£ QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 - [u]

Fle Edt Analysis Tools Help

Select an Option

New Experiment Open Existing Experiment
+ U
axf axf

(2) Dans le volet Experiment Properties, entrer ou sélectionner I’information suivante :
a. Name : nom du test;
b. Instrument type : QuantStudio™ 5 Systems;
c. Block type : 96-well 0.2ml Block;
d. Experiment type : Standard Curve;
e. Chemistry : TagMan Reagents;
f. Run mode : Standard.
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& QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 - o X

File  Edit Analysis Tools  Help
Properties Method Plate Run Results Export
Experiment Properties O; save v
Name 20200410-SARS-COV-2 -3
Barcode
User name
Instrument type QuantStudio™ 5 System v -]
Block type 96-Well 0.2-mL Block v -—C
Experiment it type Standard Curve ved
Chemistry TaqMan® Reagents ve—¢e
Runmode Standard v o—f

Manage chemistry details

(3) Cliquer sur Next pour accéder a I’interface Method. Configurer la méhode de test comme
illustrédans la figure ci-apres :
a. Ddinir le volume (Volume) a30 |L;
b. Configurer I’étape de maintien (Hold Stage) et 1’étape PCR (PCR Stage) comme
illustré
c. Définir la mesure de la fluorescence a 1’étape « 60,0 °C, 30 s »; s’assurer que I’icone
de camé&a est bleue;

d. Entrer 40 dans le champ du nombre de cycles (x).
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£ Quantstudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 - O X

File Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export
Experiment Method [# Action v | O; Save v
Volume Cover
8 —p 0 1050°C
Hold Stage PCR Stage
95.0°C 95.0°C
10:00 16°C/s  op1s
o] e
1.6°C/s
16°C/s
60.0°C
b—= 500°C 0030
= C—=p & &

®
©

16°C/s

Stepl Step2 Stepl Step2

d——p [40 :]x

Legends: [&) Data Collsction On Data Coliection Off  [J Pause On Pauss Off L} Advanced Setlings  V VeriFlex

(4) Cliquer sur Next pour accéder a I’interface Plate. Double cliquer sur I’onglet Quick Setup,

puis, dans le champ Passive Reference, séectionner None.

£ QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 - [u] >
File ~ Edit Analysis Tools Help
Properties Metheod Plate Run Results Export
Assign Targets and Samples [# Action v | [O; Save v
Quick Setup Advanced Setup < ® View v @QQ =
Well Attributes 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 1 12
NN N e e e 1
I 1
Sample v A } :
i 1
i i
I 1
Target v Ml 1
I 1
i 1
i i
Well Comments ol f
I 1
i 1
i i
i 1
" n! |
Plate Attributes } :
i i
Passive Reference None v | 1
I 1
| :
i i
i 1
I 1
P 1
I 1
i i
i 1
I 1
& 1
I 1
i i
i 1
I 1
* 1
i 1
welis: Mo Ho o 96 Empty

(5) Cliquer sur I’onglet Advanced Setup, puis sur Add pour d€éinir les cibles comme suit :
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Target 1 (SRAS-CoV-2) — Reporter aFAM et Quencher aNone; Target 2 (réf&ence

interne) — Reporter aVIC et Quencher aNone.

& QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 - o x

File Edit Analysis Tools Help

Properties  Method Plate Run Results Export
Assign Targets and Samples [# Action v [0 Save v
Quick Setup Advanced Setup < T
>
R 1 2 El 4 5 s 7 s 9 woou 1z
—  Targets Add [# Action v e e |
I I
| |
Name  Reporter  Quencher Comments Task  Quantity ‘} !
i i
O M Target1  Fam None v i i
B! I
I I
O W Targetz  viC None v I i
i i
I I
I |
E‘ I
0 ; ! !
—  Samples Add [# Action v i 7
I I
D! I
Sample Name Comments } !
I I
O M samplel X I I
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(6) Dans 1’onglet Advanced setup, attribuer les cibles (Targets) et les éhantillons (Samples).

Entrer le nom de chaque &hantillon dans la cupule correspondante et attribuer toutes les cibles.
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(7) Cliquer sur Add dans le volet Samples (voir la capture d’écran ci-apres) et modifier les

e&hantillons au besoin.
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(8) Cliquer sur Next pour accéder a I’interface Run, puis sur Save et sur START RUN.
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(9) Une fois le test terminé& cliquer sur Results pour accéder a I’interface Results, puis sur Analyze
dans le coin supé&ieur droit de la fen&re pour analyser les donnés (voir la capture d’écran ci-apres).
a. Cliquer sur Show Plot Setting, puis, sous 1’onglet Graph Type, séectionner Linear.
b. Modifier les paramétres de réfé&ence et le seuil pour chaque cible. Cliquer sur Show
Plot Setting, séectionner une cible, puis cocher les cases Show: Threshold et Show:
Baseline. De&ocher la case Threshold: o Auto et entrer le seuil aune valeur au-dessus
de la valeur maximale de la courbe du contrde sans matrice (courbe de bruit alé&toire),
puis cliquer sur Analyze.
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(10) Observer les valeurs Ct de la cible «SRAS-CoV-2 >»> et de la «réfé&ence interne » des
&hantillons et déerminer le résultat des &hantillons en suivant les instructions de la notice
d’utilisation de la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps reel &l aide d’une
sonde fluorescente. Voir la capture d’écran ci-aprés illustrant la courbe d’amplification pour
SRAS-CoV-2 en rouge et la réfé&ence interne en bleu.
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Contrde de la qualitéet interpréation des ré&ultats

Contrde de la qualité:

Le contrde de la qualitédoit &re effectuéconforménent aux reglementations locales,, &atiques,

provinciales ou territoriales et fédérales ou aux exigences d’agrément et aux procédures
normalisées de controle de la qualité du laboratoire de 1’utilisateur. Les procé&lures de contrde
de la qualitéont pour but de surveiller les performances des réactifs et des tests. Tous les

controles positifs doivent étre testés avant I’exécution des tests diagnostiques sur les échantillons

pour chaque nouveau lot de trousses afin de s’assurer que tous les réactifs et les éléments de la

trousse fonctionnent correctement. Un contréle d’extraction positif doit &tre compris dans chaque
lot de matériel d’isolation d’acide nucléique. Toujours inclure un contréle sans matrice (négatif)
et un controle positif dans chaque test d’amplification et de détection.

Pour le contrdle sans matrice (négatif), aucune courbe d’amplification ne doit étre obtenue et les

valeurs Ct doivent &re de «0 »ou indiquer «aucune donnée disponible >»(no data available) sur
les canaux FAM et VIC/HEX. Pour le contrdle positif, une courbe d’amplification sigmoide doit
@re obtenue sur les canaux FAM et VIC/HEX et les valeurs Ct sur les canaux FAM et VIC/HEX

ne doivent pas &re sup€&ieures a37 et &35, respectivement. La courbe d’amplification pour
I’échantillon testé doit avoir une forme sigmoide avec une valeur Ct d’au plus 35 sur le
canal VIC/HEX. De plus, chacune des exigences relatives au contr@e sans matrice (n€gatif), au
contrde positif et ala réf&ence interne susmentionnées doit &re satisfaite en un seul test sur
I’échantillon. Si ce n’est pas le cas, le test est déclaré invalide. Le tableau 3 pré&ente de
I’information détaillée pour permettre 1’ interprétation des résultats du contréle de la qualité

Tableau 3. Interpréation des réultats du contrde de la qualité

Parametres . .
de contrde Observation — Observation — Interpréation
. canal VIC canal FAM
de la qualité
Contrd‘_e Aucune amplification Aucune amplification
sans matrice Ny LA
Courbe d’amplification SUCCES; proGetier &
Contrde - ¢ amp Courbe d’amplification | I’analyse des échantillons.
ositif sigmo'tie et sigmo'de et valeur Ct < 37
P valeur Ct< 35
Contrde Courbe_ d alr_lpllﬁcatlon Courbe d’amplification Echec; répéer !e teslt
sans matrice sigmo'tfe et sigmo'de et valeur Ct < 37 avant de proceder &
valeur Ct < 35 g I’analyse des échantillons.
Contrde Aucune amplification Aucune amplification ou Echec; repdter !e tes\t
. avant de procéler a
positif ou valeur Ct > 35 valeur Ct > 37 , . .
1I’analyse des &hantillons.
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Interpré&sation des ré&ultats :

Examen et interpréation des contrdes — positif, néyatif et interne :

Les contrdes de la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a l’aide
d’une sonde fluorescente sont évalués a I’aide de la courbe d’amplification de 1’acide nucléique
et des valeurs Ct gené&ees par le logiciel du systeme RT-PCR. Les valeurs seuil Ct ont &&
déterminées a ’aide des courbes caractéristiques de fonctionnement du récepteur des
&hantillons cliniques testés. La valeur Ct sur le canal FAM pour un contrde sans matrice
(n&atif) valide doit &re «0 » et aucune courbe d’amplification sigmoide ne doit &re gén&ée.
L’analyse expérimentale a montré que les valeurs Ct pour des eéhantillons SRAS-CoV-2 positifs
ne doivent pas &re sup€&ieures a37. Par conséjuent, la valeur Ct sur le canal FAM pour un
contrde positif valide ne doit pas &re sup&ieure a 37 et aucune courbe d’amplification sigmoide
ne doit étre générée. L’analyse expérimentale a montré que les valeurs Ct pour les éhantillons
de contrde positif interne ne doivent pas &re sup€&ieures a35. Ainsi, la valeur Ct sur le

canal VIC/HEX pour un contrde positif interne valide ne doit pas &re sup&ieure a35 et aucune
courbe d’amplification sigmoide ne doit étre générée.

Examen et interpré&ation des ré&ultats pour des &hantillons de patient :

L’évaluation des résultats de tests cliniques sur des &hantillons doit &re effectuée une fois les
contrdes positifs et sans matrice (n€gatifs) examinés et jugés valides et acceptables. Si les
contrdes sont invalides, les ré&ultats ne peuvent pas @re interpré&és. Par exemple, pour le
contrde sans matrice (néatif), on doit obtenir des valeurs Ct de «0 »ou «aucune donné
disponible >>(no data available) sur les canaux FAM et VIC/HEX. Pour le contrde positif, on
doit obtenir une courbe d’amplification de forme sigmoide sur les canaux FAM et VIC/HEX et
les valeurs Ct sur les canaux FAM et VIC/HEX ne doivent pas &re sup€&ieures a37 et 35
respectivement. Pour &re jugévalide, un test doit satisfaire ala fois aux exigences pour le
contrde sans matrice (n€&atif) et acelles pour le contrde positif susmentionnées. Si aucune de
ces exigences n’est satisfaite ou si une seule I’est, le test est jugé invalide.

Un &hantillon est positif au SRAS-CoV-2 si, sur le canal FAM, une courbe d’amplification
sigmo'de est genée et la valeur Ct n’est pas sup€ieure a37 et que, sur le canal VIC/HEX, une
courbe d’amplification sigmoide est générée et la valeur Ct n’est pas supérieure a 35 (tableau 4,
&hantillon 1). L’échantillon est négatif au SRAS-CoV-2 si, sur le canal FAM, aucune courbe
d’amplification sigmoide n’est générée et la valeur Ct est «0 >»ou indique «aucune donné&
disponible >>(no data available) et que, sur le canal VIC/HEX, une courbe d’amplification
sigmode est genéee et la valeur Ct n’est pas supérieure a 35 (tableau 4, éhantillon 2).
L’échantillon doit étre testé de nouveau si la courbe d’amplification sur le canal VIC/HEX
pré&ente une valeur Ct supérieure a 35, méme si une courbe d’amplification sigmoide est générée
sur le canal FAM (tableau 4, &hantillon 3). L’échantillon doit étre test&de nouveau si la courbe
d’amplification sur les canaux FAM et VIC/HEX préente une valeur Ct sup&ieure &37 et 35
respectivement (tableau 4, ehantillon 4).

Lors d’une reprise de test, I’échantillon peut étre déclaré positif au SRAS-CoV-2 si, sur le

canal FAM, une courbe d’amplification sigmoide est générée et la valeur Ct n’est pas supérieure
a37 et que, sur le canal VIC/HEX, une courbe d’amplification sigmoide est générée et la
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valeur Ct n’est pas supérieure a 35 (tableau 4, &hantillon 1). En outre, lors d’une reprise de test,
I’échantillon peut étre déclaré négatif au SRAS-CoV-2 si, sur le canal FAM, aucune courbe
d’amplification sigmoide n’est générée ou la valeur Ct est supérieure a 37 et que, sur le

canal VIC/HEX, une courbe d’amplification sigmo’de est gén&ee et la valeur Ct n’est pas
supé&ieure a35 (tableau 4, éhantillon 2).

Des exemples illustrant la maniére d’interpréter les résultats des tests obtenus avec la trousse de
déistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a ['aide d’'une sonde fluorescente sont
fournis au tableau 4.

Tableau 4. Exemple d’interprétation des résultats de test obtenus avec la trousse de dépistage du
SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a ’aide d 'une sonde fluorescente

Observation — Observation — Interprésation

canal VIC/HEX canal FAM
Echantillon 1 | Courbe Courbe Positif pour PARN
d’amplification d’amplification du SRAS-CoV-2;
sigmo'de et sigmode et amplification déectée

valeur Ct< 35

valeur Ct < 37

sur les deux canaux et
valeur Ct sous le seuil

Echantillon 2 | Courbe Courbe Négatif pour PARN
d’amplification d’amplification du SRAS-CoV-2;
sigmode et sigmode et amplification déectée

valeur Ct< 35

valeur Ct > 37

sur les deux canaux,
mais valeur Ct sur le
canal FAM au-dessus
du seuil

Echantillon 3 | Courbe Courbe Test invalide, &
d’amplification d’amplification reprendre*;
sigmo'de et sigmode et amplification déectée

valeur Ct > 35

valeur Ct < 37

sur le canal FAM,
mais valeur Ct sur le
canal VIC au-dessus
du seuil

Echantillon 4 | Courbe Courbe Test invalide, &
d’amplification d’amplification reprendre*; valeur Ct
sigmode et sigmo'de et sur les canaux VIC et

valeur Ct > 35

valeur Ct > 37

FAM au-dessus du
seuil

*Pour reprendre le test, commencer par extraire de I’ARN une autre fois sur le méne
&hantillon. Si le test &houe encore, préever un autre &hantillon sur le patient et répéer le test.
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Limites d’utilisation

L’utilisation de cette trousse est réservée au personnel ayant regu une formation sur la procé&lure.
Le non-respect de ces instructions peut entramer des résultats erronés,

Les performances de la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a l’aide
d’une sonde fluorescente ont @ééablies pour des préévements oropharyngés et des
préevements de liquide de lavage bronchoalveéslaire (BALF). La trousse peut aussi &re
employé pour analyser des préevements nasopharyngeés, des préevements nasaux (ant&ieurs
ou ami-cornet), le lavage nasal ou ’aspiration nasale, mais ses performances n’ont pas été
¢tablies pour ces types d’échantillons. L’analyse des prélévements nasaux et a mi-cornet
(eehantillons préevés par le patient lui-mé&ne ou par un prestataire de soins de santé est limiteée
aux patients présentant des sympté@mes de la COVID-19.

Les é&hantillons doivent &re préevés, transportés et conserveés selon des proc&lures et dans des
conditions adéguates. Le préévement, le transport ou la conservation des €hantillons de fagn
inadéguate peut limiter la capacitéde la trousse adéecter les séjuences de la cible.

L’extraction et I’amplification de 1’acide nucléique des échantillons cliniques doivent &re
réalisées selon les méthodes spécifiées dans cette procédure. Aucune autre méthode d’extraction
ou aucun autre systeme de traitement n’a été évalué.

Des faux négatifs peuvent se produire dans les cas suivants :

préévement incorrect de 1’échantillon;

dégradation de I’ARN virale pendant le transport ou la conservation;
utilisation de réactifs d’extraction ou de test non autorisés;

présence d’inhibiteurs de la RT-PCR,;

mutation du virus SRAS-CoV-2;

non-respect de la notice d’utilisation.

0O O O O O O

Des faux positifs peuvent se produire dans les cas suivants :

contamination croisée pendant la manipulation ou la préparation de 1’échantillon;
contamination croisee entre des &hantillons de patients;

mélange d’échantillons;

contamination de I’ARN pendant la manipulation du produit.

o O O O

L’effet des vaccins, des médicaments antiviraux, des antibiotiques, des produits
chimiothérapeutiques ou des immunosuppresseurs n’a pas été évalué.

Un résultat négatif n’exclut pas une infection par le virus SRAS-CoV-2 et ne doit pas &re le seul
fondement d’une décision de prise en charge d’un patient.

Un résultat positif indique la détection de 1’acide nucléique du SRAS-CoV-2.

L’acide nucléique peut persister méme apres que le virus n’est plus viable.
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Les laboratoires sont tenus de signaler tous les résultats positifs aux autorités de santé&publique
compéentes.

La performance de ce test a @é&éablie sur la base de I'éaluation d'un nombre limitéd'éhantillons
cliniques. La performance clinique n'a pas é@éé&ablie avec toutes les variantes en circulation, mais
on s'attend ace qu'elle reflée les variantes prévalentes en circulation au moment et au lieu de
I'éaluation clinique. Les performances au moment du test peuvent varier en fonction des variantes
en circulation, y compris les nouvelles souches émergentes de SRAS-CoV-2 et leur prévalence,
qui &olue avec le temps.
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Performances
Limite de dé&ection :

Les éudes de la limite de déection permettent de déerminer la plus faible concentration
déectable de SRAS-CoV-2 alaquelle environ 95 % de tous les réplicats (vrais positifs) sont
positifs. La limite de déection a @&déerminee en limitant les éudes sur la dilution aux
&hantillons caracté&iseés.

Préoaration des éalons du fabricant :

Tout d’abord, I’ARN a été extraite du pseudovirus décrit ci-dessus a I’aide de la mini-trousse
d’extraction d’ARN virale QIAamp fabriquée par QIAGEN. La concentration de I’ARN extraite
a é&écalculé apartir de la concentration en ng/uL (déterminée par la densité optique de la
solution d’ARN extraite) et du poids moléculaire de I’ARN du pseudovirus. Cette concentration
a également &éconfirmée par la méhode ddPCR. Enfin, I’ARN a été diluée pour donner 10,
103 et 102 copies/ml afin d’étre utilisée comme étalon du fabricant. Remarque : La concentration
du pseudovirus n’a pas été déterminée a 1’aide de la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par
RT-PCR en temps réel a l’aide d’une sonde fluorescente.

Limite de déection avec le pseudovirus :

La limite de déection de la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps r&l a
’aide d’une sonde fluorescente a &éestimee en testant les dilutions &alons du pseudovirus
dé&erites ci-dessus (n = 3 chacune). Le niveau cible le plus bas auquel les trois réplicats ont donné
des réultats positifs éait de 100 copies/ml. On a ensuite confirmécette valeur en testant

20 réplicats acing concentrations diffé&entes au-dessus et au-dessous de la limite de déection
estimé (voir le tableau 5).

Tableau 5. Confirmation de la limite de déection avec le pseudovirus

Concentration estimée Nombre d_e_][eultats _ N
ar la PCR numé&ique positifs/ Proportion de réultats
P (copies/ml) nombre d’échantillons positifs
P testés
500 20/20 100 %
300 20/20 100 %
150 20/20 100 %
100 20/20 100 %
5 15/20 75 0%

Limite de déection avec des &hantillons cliniques :
La quantitéde SRAS-CoV-2 dans trois échantillons cliniques qu’on sait positifs a été estimée par
la PCR numérique quantitative. Ce qu’il restait de chaque échantillon a ensuite été dilu¢ dans une
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matrice clinique néative au SRAS-CoV-2 afin d’obtenir les concentrations approximatives
indiquees au tableau 6.

Tableau 6. Dilution d’échantillons cliniques pour la détermination de la limite de détection

. Facteur de dilution
Concentration =
estimes par PCR Prée/ement§ BALF 1 BALF 2
numerique oropharyn%e (1,25 x 10* (1,55 x 104
(copies/ml)” (1,33 x 10 copies/ml) copies/ml)
copies/ml)

500 26,5 25,1 31
300 44,2 41,8 51,7
150 88,3 83,5 103,4
100 132,5 125,3 155,2
75 176,7 167,1 206,9

“Remarque : Cette concentration pourrait ne pas refléter exactement le nombre d’équivalents génomiques présents.

La limite de déection de la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps résl
a l'aide d’une sonde fluorescente a @€&é&valuée en testant les dilutions de chaque éhantillon
clinique deerit ci-dessus (n = 20 chacune), a I’aide de la mini-trousse d’extraction d’ARN
virale QIAamp et du systéme PCR en temps réel 7500 d’Applied BiosystemsMC pour
I’extraction de I’ARN et la PCR. Elle a @&éé&ablie comme &ant la dilution la plus devé a
laquelle au moins 19 résultats sur 20 étaient positifs (¢’est-&dire > 95 % positifs) (voir le
tableau 7-1).

Tableau 7-1. Confirmation de la limite de déection

) Concentration de SRAS-CoV- | Nombre de réultats | Proportion de
Echantillon | 2 estimé par PCR numé&ique positifs/nombre résultats
(copies/ml)* d’échantillons testés positifs
500 20/20 100 %
R 300 20/20 100 %
Prdevements 150 19/20 95 %
oropharyngé&
100 18/20 90 %
75 15/20 75 %
500 20/20 100 %
300 20/20 100 %
BALF 1 150 20/20 100 %
100 20/20 100 %
75 10/20 50 %
500 20/20 100 %
300 20/20 100 %
BALF 2 150 20/20 100 %
100 19/20 95 %
75 6/20 30 %

* Remarque : Cette concentration pourrait ne pas refléter exactement le nombre d’équivalents génomiques présents.
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Les diagrammes de dispersion des valeurs Ct obtenues a partir des dilutions d’échantillons
positifs au SRAS-CoV-2 lors de 1’étude sur la limite de détection sont présentés Ci-apres, ainsi
que les valeurs Ct obtenues lors de tests d’échantillons non dilués dans le cadre de 1’évaluation
clinique.
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Validation supplénentaire :

La limite de déection (150 copies/ml) pour chaque matrice clinique a &évalidée plus avant pour
trois lots de trousses sur un systéne PCR (systéne PCR en temps rel 7500 d’Applied
BiosystemsM©) en 20 réplicats, oCiau moins 19 tests ont donnéun réultat positif pour chaque
matrice/trousse.

Validation d’une trousse d’extraction d’ARN supplémentaire :

Les donnés pré&sentées au tableau 7-2 ci-aprés ont &é€obtenues en diluant des éhantillons
cliniques qu’on sait positifs au SRAS-CoV-2 avec un préévement oropharyng€ou une matrice
de liquide de lavage bronchoalvéslaire (BALF) négatif au SRAS-CoV-2, selon le cas. Les
résultats démontrent que la limite de déection de la trousse de déistage du SRAS-CoV-2 par
RT-PCR en temps réel a I’aide d’une sonde fluorescente utilisée avec la trousse d’extraction
d’acide nucléique MGIEasy (manuelle) est comparable ala limite de déection obtenue pour la
premiére trousse lorsque celle-ci est utilisé avec la mini-trousse d’extraction d’ARN virale
QlAamp (manuelle). On a eu recours au systame PCR en temps ré&l 7500 d’ Applied
BiosystemsMC pour effectuer cette validation.
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Tableau 7-2. Données de validation pour une trousse d’extraction (manuelle) supplémentaire

l’étlllljzzrlfili?o?lee ¢ Concentration- de X Trollsse d’extraction d’acide

type SRAS-CoV-2 (copies/ml) nucléque MGIEasy (manuelle)
. 300 (2 x LD)™ 5/5
1;:;33?;? 150 (1 x LD) 5/5
(positif) 75 (0,5 x LD) 2/5
37,5 (0,25 x LD) 0/5
. 300 (2 x LD) 5/5
Zbrporggir:;g 150 (1 X LD)"™ 5/5
(positif) 75 (0,5 x LD) 2/5
37,5 (0,25 x LD) 1/5
N 300 (2 x LD) 5/5
3(')3333?5? 150 (1 X LD)"™ 5/5
(positif) 75 (0,5 x LD) 2/5
37,5 (0,25 x LD) 0/5
300 (3x LD) 5/5
4. BALF 150 (1,5 x LD) 5/5
(positif) 75 (0,75 x LD) 2/5
37,5 (0,375 x LD) 0/5

Préévement
oropharyngé 0 (0x LD) 0/5
(négatif)

(r?g;-tff) 0(0xLD) 0/5

* Les concentrations ont &ééablies par la PCR numé&ique. Cette concentration pourrait ne pas refléer exactement
le nombre d’équivalents génomiques présents.
™ La limite de détection (LD) a été déterminée a 1’aide de la mini-trousse d’extraction d’ARN virale QlAamp (voir

le tableau 7-1).

Validation d’une trousse d’extraction d’ARN supplémentaire a [’aide d’un systeme automatisé -
Les donnés présentées au tableau 7-3 ci-aprés ont &&obtenues en diluant des &hantillons
cliniques que I’on sait positifs au SRAS-CoV-2 avec un pré&&vement oropharyngé&ou une
matrice du liquide de lavage bronchoalvéalaire (BALF) négatif au SRAS-CoV-2, selon le cas.
Les résultats démontrent que la limite de détection d’une trousse de dépistage du SRAS-CoV-2
par RT-PCR en temps réel a I’aide d’une sonde fluorescente utilisée avec la trousse d’extraction
d’acide nucléique MGIEasy et le systéme de préparation d’échantillons MGISP-960RS est
comparable ala limite de déection obtenue pour la premiére trousse lorsque celle-ci est utilisé&
avec la mini-trousse d’extraction d’ARN virale QIAamp (manuelle). Dans le cadre de cette
validation, on a utiliséun seul systé@ne MGISP-960RS, conforménent aux instructions du
fabricant, pour effectuer toutes les étapes d’extraction et le systéme PCR en temps réel 7500

d’Applied Biosystems™® pour réliser les éapes suivantes.
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Tableau 7-3. Données de validation pour une trousse d’extraction supplémentaire utilisée avec
le systeame MGISP-960RS

Numéro de I’échantillon Concentration de SRAS-CoV-2 Trousse d’extraction d’acide nucléique
et type (copies/ml)” MGIEasy utilisée avec le MGISP-960RS

450 (3 x LD)™ 5/5

aa 300 (2 x LD) 5/5

L. Il_Dr he/rerr:]nerjt 150 (1 x LD) 5/5

oropharynge 100 (0,67 x LD) 5/5
(positif)

75 (0,5 x LD) 415

37,5(0,25 X LD) 1/5

450 (3 x LD) 5/5

2 Prag 300 (2 x LD) 5/5

(')rpor hzerr?egt 150 (1 x LD) 5/5

pharyng 100 (0,67 x LD) 5/5
(positif)

75 (0,5 X LD) 5/5

37,5 (0,25 x LD) 215

450 (3 x LD) 5/5

3. Prge 300 (2 x LD) 5/5

6ror hzerr?egt 150 (1 x LD) 5/5

pharyng 100 (0,67 x LD) 5/5
(positif)

75 (0,5 X LD) 5/5

37,5(0,25 x LD) 2/5

450 (3 x LD) 5/5

4 Praa 300 (2 x LD) 5/5

6ror h:;err?eg[ 150 (1 x LD) 5/5

pharyng 100 (0,67 x LD) 5/5
(positif)

75 (0,5 x LD) 5/5

37,5(0,25 x LD) 2/5

450 (3 x LD) 5/5

& praa 300 (2 x LD) 5/5

6ror h:;err?eg[ 150 (1 x LD) 5/5

pharyng 100 (0,67 x LD) 5/5
(positif)

75 (0,5 X LD) 4/5

37,5 (0,25 x LD) 1/5

450 (4,5 x LD) 5/5

300 (3 x LD) 5/5

6. BALF 150 (1,5 X LD) 5/5

(positif) 100 (1 x LD) 5/5

75 (0,75 x LD) 4/5

37,5 (0,375 x LD) 2/5

2 BALF 450 (4,5 x LD) 5/5

e 300 (3 x LD) 5/5
(positif)

150 (1,5 X LD) 5/5
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100 (1 x LD) 5/5
75 (0,75 x LD) 4/5
37,5 (0,375 x LD) 2/5
Prdévement oropharyngé
(néuatif) 0(0x LD) 0/5
BALF
(négatif) 0(0xLD) 0/5

* Les concentrations ont &&é&ablies par la PCR numé&ique. Cette concentration pourrait ne pas refléer exactement
le nombre d’équivalents génomiques présents.

" La limite de détection (LD) a été déterminée a 1’aide de la mini-trousse d’extraction d’ARN virale QIAamp (voir
le tableau 7-1).

Validation d’autres systémes PCR :

Les donnés présentées au tableau 7-4 ci-aprés ont &éobtenues en diluant des &hantillons
cliniques que I’on sait positifs au SRAS-CoV-2 avec un prééement oropharyng€ou une
matrice du liquide de lavage bronchoalvédlaire (BALF) négatif au SRAS-CoV-2, selon le cas.
Les résultats démontrent que la limite de détection d’une trousse de dépistage du SRAS-CoV-2
par RT-PCR en temps réel a l’aide d 'une sonde fluorescente utilisée avec (i) le systéne PCR en
temps réel rapide 7500 d’ABI, (ii) le systéme LightCycler™P 480 de Roche ou (iii) le

systame PCR en temps ré&l QuantStudio 5 est comparable ala limite de déection obtenue pour
la premiére trousse lorsque celle-ci est utilisée avec le systéne PCR en temps ré&l 7500
d’Applied Biosystems™. La mini-trousse d’extraction ARN virale QIAamp (manuelle) a été
utilisée lors de 1’étape d’extraction du processus de validation.

Tableau 7-4. Données de validation pour des systénes PCR supplénentaires

Systéme PCR en
Numéro de Concentration de temps rezl Systéme Systéme PCR en
I’échantillon et SRAS-CoV-2 rapide 7500 LightCyclerMP 480 temps reéel
type (copies/ml)” d’Applied de Roche QuantStudio 5
Biosystems
300 (2 x LD)™ 5/5 5/5 5/5
1. Préevement 150 (1 x LD) 5/5 5/5 5/5
oropharyngé
75 (0,5 x LD) 3/5 5/5 4/5
300 (2 x LD) 5/5 5/5 5/5
2. Préevement 150 (1 x LD) 5/5 5/5 5/5
oropharyngé
75 (0,5 x LD) 2/5 5/5 3/5
300 (2 x LD) 5/5 5/5 5/5
3. Préevement 150 (1 x LD) 5/5 5/5 5/5
oropharyngé
(positif) 100 (0,67x LD) 5/5 5/5 5/5
75 (0,5x LD) 5/5 4/5 4/5
300 (3x LD) 5/5 5/5 5/5
150 (1,5x LD) 5/5 5/5 5/5
4. BALF 100 (1x LD) 5/5 5/5 5/5
(positif) /5
75 (0,75x LD) 1/5 5/5
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300 (3x LD) 5/5 5/5 5/5
5. BALF 150 (1,5 x LD) 5/5 5/5 5/5
(positif) 100 (1 x LD) 5/5 5/5 5/5
75 (0,75 x LD) 5/5 5/5 5/5
Prdérement
oropharyngé 0 (0x LD) 0/5 0/5 0/5
(néyatif)

* Les concentrations ont &édablies par la PCR numé&ique. Cette concentration pourrait ne pas refléer exactement
le nombre d’équivalents génomiques présents.

™ La limite de détection a été déterminée a 1’aide de la mini-trousse d’extraction d’ARN virale QlAamp (voir le
tableau 7-1).

Réctivit&inclusivité:

Analyse in silico : A I’heure actuelle, il n’existe pas différents isolats du SRAS-CoV-2 pouvant
servir a la validation de la réactivité et de I’inclusivité de la trousse. L’ inclusivité des
amorces/sondes a donc été évaluée par I’analyse BLASTn en comparant les réultats obtenus
avec 284 seguences de SRAS-CoV-2 disponibles au public le 10 mars 2020. L’amorce NPC1-
YF22 et la sonde NPC1-P2 pré&entaient une homologie de 100 % avec toutes les séjuences
disponibles. L’amorce NPC1-YR21 présentait un seul mésappariement avec une s€juence
publiée (homologie de 96 %).

Etude complémentaire rélisé avec des €hantillons cliniques préevés sur des patients : En plus
de I’analyse in silico, dix é&hantillons provenant de difféentes ré&jions de Chine et confirmés
comme éant positifs au SRAS-CoV-2 sur la base de critées cliniques ont &éutilisés pour
valider la limite infé&ieure de déection. La concentration de SRAS-CoV-2 dans chaque
&hantillon a é&éestimé par la mé&hode ddPCR. De plus, chaque &hantillon a &&diluéades
concentrations estimées &5 x 10° copies/ml et 100 copies/ml (concentration de la limite de
détection) et testé dans dix réplicats afin d’évaluer la reproductibilité du test. Le coefficient de
variation (CV) des valeurs Ct &wne concentration de 5 x 10° copies/ml éait inf&ieur &5 %. Le
tableau 8 ci-aprés ré&sume les résultats.

Tableau 8. Essais de réactivité et d’inclusivité

Résultats d’essais

Concentration Reproductibilité Limite de déection
(copies/ml) Concentration Concentration
d’échantillons  Taux de cV d’échantillons Taux de
diluéas déection diluas déection
(copies/ml) (copies/ml)
BALF 3 1,15 x<10° 5x10° 100 % 0,32 % 100 100 %
BALF 4 7,13 <104 5x10° 100 % 0,48 % 100 100 %
BALF 5 0,49 <104 5x10° 100 % 0,52 % 100 100 %
BALF 6 4,45 x10° 5x10° 100 % 0,66 % 100 100 %
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BALF 1 1,25 <10 5 x10° 100% | 0,74 % 100 100 %

BALF 7 525 % 10° 5 x10° 100% | 0,99 % 100 100 %

Praer. 1 a9 108 5 % 10° 100% | 0,51 % 100 90 %
oropharyngél

Praer. 1 ¢ a0 108 5 x10° 100% | 0,46 % 100 100 %
oropharyngé?

BALF 2 1,55 x<10° 5 x10° 100% | 1,12% 100 100 %

BALF 8 8,89 x10° 5 x 10° 100% | 0,87 % 100 100 %

“Remarque : Cette concentration pourrait ne pas refléer exactement le nombre de copies
génomiques équivalentes par ml (GEC/ml) de I’ARN virale des échantillons.

Spe&ificitéréctivitécroises :

Les 58 agents pathogénes répertoriés dans le tableau 9 ci-aprés ont &étesté& en milieu humide
avec la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a [’aide d une sonde
fluorescente pour déterminer leur réactivité croisée. Aucun faux positif n’a &é&observé

Tableau 9. Agents pathogénes testés dans 1’évaluation de la réactivité croisée

N° N Fournisseur Concentration
Agent pathogene testé
1 Virus grippal A (HLN1) (2009) 8 <10’ copies/ml
2 Virus grippal HIN1 saisonnier 1,8 %107 copies/ml
3 Virus grippal A (H3N2) National Institutes for | 1.2 107 copies/ml
. . Food and Drug 5 .
4 Virus grippal A (H5N1) Control (République 4,3 %10 copies/ml
5 Virus grippal A (H7N9) populaire de Chine) | 62 =105 copies/ml
6 Virus grippal B (Yamagata) 2,1 % 10° copies/ml
7 Virus grippal B (Victoria) 2,0 <107 copies/ml
8 Virus respiratoire syncytial A 5,3 % 10° copies/ml
9 Virus respiratoire syncytial B National Institutes for | 1,2 %10° copies/ml
. . Food and Drug 5 .
10 Virus paragrippal 1 Control (République 7,1 =< 10° copies/ml
11 Virus paragrippal 2 populaire de Chine) | 3,9 x10° copies/ml
12 Virus paragrippal 3 1,8 <106 copies/ml
13 Rhinovirus A BGI Biotechnology > 10° copies/ml
14 Rhinovirus B (Wuhan) Co., Ltd > 10° copies/ml
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15 Rhinovirus C > 10° copies/ml
16 Adéovirus de type 1 > 10° copies/ml
17 Adéovirus de type 2 > 10° copies/ml
18 Adénovirus de type 3 > 10° copies/ml
19 Adénovirus de type 4 > 10° copies/ml
20 Adénovirus de type 5 > 10° copies/ml
21 Adénovirus de type 7 > 10° copies/ml
22 Adénovirus de type 55 > 10° copies/ml
23 Ent&ovirus A 2,2 x10° copies/ml
. National Institutes for c )
24 Enté&ovirus B Food and Drug 6,2 < 10° copies/ml
25 Enté&ovirus C Control (République | 45 »105 copies/ml
populaire de Chine)
26 Enté&ovirus D 3,7 < 10° copies/ml
Méapneumovirus humain BGI Biotechnology 5 .
27 (hMPV) (Wuhan) Co., Ltd > 10° copies/ml
28 Virus d'Epstein-Barr National Institutes for | 1,6 ><10° copies/ml
. Food and Drug 5 .
29 Virus de la rougeole Control (République 4,8 x<10° copies/ml
30 Cytomégalovirus populaire de Chine) | 51 x10° copies/ml
31 Rotavirus > 10° copies/ml
. BGI Biotechnology 5.
32 Norovirus (Wuhan) Co., Ltd > 10° copies/ml
33 Virus des oreillons > 10° copies/ml
34 | Virus de la varicelle et du zona Betjing Union M_edlcal 2,7 x<10° copies/ml
College Hospital
35 CoronaV|rus(lr_1|lIJ<rrl1Ja1|;1 endénique 1,5 = 105 copies/m
36 Coronawrus(f(\)ucr:rla;)n endénique 1,1 =108 copies/ml
37 Coronavirus humain end@nique 1,0 % 10° copies/ml
c _ (L\|L63_) & BGI Biotechnology
3g | coronavirus TN endemale | (Wuhan) Co. Ltd | 3,8 10° copies/mi
39 Coronavirus du SRAS 1,7 x<10° copies/ml
Coronavirus du syndrome
40 respiratoire du Moyen-Orient 2,1 %<10° copies/ml

(MERS-CoV)
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41 Mycoplasma pneumoniae > 10° CFU/ml
42 Chlamydia pneumoniae > 10° CFU/ml
National Institutes for
iy Food and Drug 8
43 Lé&gionelle Control (Réaublique 5,4 x10° CFU/ml
populaire de Chine)
BGI Biotechnology 6
44 Coqueluche (Wuhan) Co., Ltd > 10° CFU/ml
45 Haemophilus influenzae 5,0 <108 CFU/mI
46 Staphylococcus aureus 2,3 x10° CFU/mI
47 Streptococcus pneumoniae National Institutes for 1 %10’ CFU/ml
Food and Drug
48 Streptococcus pyogenes Control (République | 2,2 <108 CFU/mI
populaire de Chine)
49 Klebsiella pneumoniae 1,8 x108 CFU/ml
50 Souche attéuee de 3.1 x10° CFU/mI
Mycobacterium tuberculosis
: : Beijing Union Medical 6
51 Aspergillus fumigatus College Hospital 1,9 x10° CFU/ml
52 Candida albicans National Institutes for 4 x10° CFU/ml
Food and Drug
53 Candida glabrata Control (Republique 9,6 x10° CFU/ml
populaire de Chine)
54 Cryptococcus neoformans Beljing Union M_edlcal 2,3 10" CFU/mI
College Hospital
55 Méapneumovirus humain BGI Biotechnology > 10° copies/ml
(hMPV) (Wuhan) Co., Ltd
56 Pneumocystis jiroveci (PJP) BGI Biotechnology 2,8 x10°CFU/mlI
(Wuhan) Co., Ltd
. : BGI Biotechnology
57 Géome humain (Wuhan) Co., Ltd /
. - Wuhan BGI Clinical
58 | Staphylococcus epidermidis | -\ 10 a0 Co.ltd. | 1.86>108CFU/mML
59 Staphylococcus salivaris Wuhan BGI Clinical
Py Laboratory Co.,Ltd. 2.31x<107 CFU/mL

L’analyse in silico des amorces et des sondes de la trousse de dépistage du SRAS-CoV-2 par RT-

PCR en temps réel a l’aide d’une sonde fluorescente par rapport aux seguences de 48 agents
pathogénes a montréque la trousse serait spe&eifique au géne cible du SRAS-CoV-2 et ne
pré&enterait pas de réaction croisée avec ces agents pathogenes. Bien que I’une des amorces
pré&ente une homologie de sé&juences sup&ieure ou €gale a80 % avec certains agents
pathogenes, tels que des espeees de bacille, Bacteroidetes et le virus grippal A, le potentiel

d’amplification exponentielle a été jugé faible.
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Cing micro-organismes (coronavirus du SRAS, Adénoviridae, virus grippal A, bacille et
Bacteroidetes) sur les 48 testés présentaient une homologie > 80 % avec 1’une des amorces. Des
tests en milieu humide ont confirmé ’absence de réactivité croisée avec le coronavirus du SRAS,
les Adéoviridae et le virus grippal A.

Pour ce qui est du bacille et de Bacteroidetes, on a trouvédes sé&juences qui présentaient une
homologie > 80 % avec 1"une des amorces du SRAS-CoV-2, mais pas avec les autres amorces
comprises dans la trousse. Une réction croises ou une interfé&ence avec la trousse due ala
présence de ces organismes est donc peu probable.

Une étude a été réalisée pour évaluer le risque d’interférence avec la trousse de dépistage du
SRAS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel a [’aide d’'une sonde fluorescente due ala préence de
concentrations ¢levées d’ARNm B-actine humaine. Aucune interférence n’a été observée en
présence d’une quantité de copies du produit de la transcription de contrde interne de -actine
allant jusqu’a 1,76E+09, niveau le plus élevé testé (voir le tableau 10). La concentration
moyenne d’ARN de -actine dans les préevements oropharyngé a ééestimeée aenviron
4,65E+05 copies/ml par la PCR numé&ique.

Tableau 10. Effet d’une concentration élevée de béta-actine humaine sur la déection du SRAS-
CoV-2

Bé&a-actine Pseudovirus Valeur Ct \c/:rizﬂzitM Valeur Ct - \ég:nealir\ﬁtc
humaine (copies/ml) (copies/ml) Ca?\?ilrES‘M (virus) (t?g:-lgxilri) (b&a-actine)
moyenne moyenne

35,44 11,34
35,06 11,31

1,76E+09 200 35,5 35,35 11,32 11,33
35,47 11,3
35,29 11,37
33,77 14,57
33,46 14,44

1,76E+08 200 333 33,49 14,48 14,51
33,24 14,48
33,68 14,57
33,34 17,91
33,17 17,92

1,76E+07 200 33,55 33,15 17,92 17,89
32,67 17,88
33,04 17,84
32,92
33,07

aucune 200 33,11 / /

33,23
33,14

51




33,19

&hantillons né&atifs

sans virus ajouté negatif / 22,5 /

Performance clinique :

Une éude rérospective a @émenee sur 384 ehantillons cliniques recueillis par le National
Institute for Viral Disease Control and Prevention sous la surveillance du Chinese Center for
Disease Control and prevention (CDC) de Chine, du CDC de Wuhan et des laboratoires cliniques
de BGI aWuhan, Tianjin et Shenzhen. lls comprenaient des prédé/ements oropharyngés et du
liquide de lavage bronchoalveéslaire (BALF) (voir le tableau 11).

Tableau 11. Résumé des échantillons testés dans 1’évaluation clinique, par type

Cas
positifs né&yatifs totaux
BALF 58 165 223
Prée/ement’ 34 67 101
oropharyngé
ARN de BALF 34 26 60
Total 126 258 384

Criteres de diagnostic clinique (détermination de [’état du patient) -

Critére 1. Quatorze jours avant le déout de la maladie, le patient : i) a voyag€ou ré&idédans des
zones touchées, ii) a ééen contact avec un patient préentant de la fiévre et des symptémes
respiratoires, ou iii) a &€exposéaun groupe de patients atteints de la COVID-19.

Critere 2. Le tableau clinique se pré&sente comme suit : i) le patient a de la fiévre, ii) les images
thoraciques du patient montrent de multiples marbrures, une consolidation ou des opacité ayant
un aspect de «verre dépoli > ou iii) le patient pré&ente une leucopénie ou une lymphopénie.

Critére 3. Le test en laboratoire des expectorations, des préévements oropharyngés ou des
&hantillons préevé dans les voies respiratoires infé&ieures pour déecter le SRAS-CoV-2 donne
un réultat positif. La procélure de déection du SRAS-CoV-2 en laboratoire consiste amener
une déection par RT-PCR et un sé&juencage viral montrant une homologie éevee avec la
sejuence connue du SRAS-CoV-2.

*L’¢état clinique d’un patient est considéré comme positif si ces trois critéres sont réunis.

Sommaire des réultats :
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Au total, 384 ehantillons ont &éépréevés et analysés dans le cadre de 1’étude visant a évaluer
I’efficacité de détection du SRAS-CoV-2 de la trousse de déistage du SRAS-CoV-2 par RT-
PCR en temps réel a ['aide d’une sonde fluorescente dans des préevements oropharynges, du
liquide de lavage bronchoalveédlaire (BALF) et de I’ARN extraite obtenus du National Institute
for Viral Disease Control and Prevention sous la surveillance du Chinese Center for Disease
Control and prevention de Chine. Par rapport au diagnostic clinique de la COVID-19, la RT-PCR
du SRAS-CoV-2 a montré& pour tous les éhantillons, une concordance globale positive et
négative de 88,1 % (intervalle de confiance [IC] &95 % : entre 81,2 % et 92,7 %) et de 99,6 %
(IC &95 % : entre 97,8 % et 99,9 %) respectivement. \Voir le tableau 12 ci-apres pour un
sommaire des résultats cliniques.

Tableau 12. Sommaire des ré&ultats cliniques

BALF Diagnostic positif Diagnostic négatif Total
Test positif 47 0 47
Test négatif 11 165 176
Total 58 165 223
CP (concordance positive) 81,0 % Entre 69,1 et 89,1 %
CN (concordance né&gative) 100 % Entre 97,7 et 100 %
Pré&évement oropharyngé Diagnostic positif Diagnostic né&atif Total
Test positif 31 0 31
Test négatif 3 67 70
Total 34 67 101
CP (concordance positive) 91,2 % Entre 77,0 et 97,0 %
CN (concordance né&ative) 100 % Entre 94,6 et 100 %
ARN Diagnostic positif Diagnostic né&atif Total
Test positif 33 1 34
Test négatif 1 25 26
Total 34 26 60
CP (concordance positive) 97,1 % Entre 85,1 et 99,5 %
CN (concordance négative) 96,2 % Entre 81,1 et 99,3 %
Réultats combiné Diagnostic positif Diagnostic néyatif Total
Test positif 111 1 112
Test n&yatif 15 257 272
Total 126 258 384
CP (concordance positive) 88,1 % Entre 81,2 et 92,7 %
CN (concordance négative) 99,6 % Entre 97,8 et 99,9 %

53




Symboles utilisés par le fabricant
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Coordonnéss and soutien technigue

Pour obtenir un soutien technique ou une assistance relative aux produits, veuillez communiquer
avec BGI Europe A/S directement :

Ligne d’assistance téléphonique : 0045-80300800/ 0045-70260806

Site Web de ’assistance produit : https://www.bgi.com/global/molecular-genetics/2019-ncov-
detection-kit/ (en anglais seulement).
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Historiqgue des modifications

N° de
version
avant la
modification

Sommaire des modifications

Modifié
par

Date de
publication

V1

1. Ajout du numé&o de version et du
numeo de catalogue.

2. Ré&vision de la section concernant la
conservation, la manipulation et la stabilité
du réctif pour lire «Eviter les cycles
répéé de congéation-déongé&ation. Ne
pas congeler-déongeler la trousse plus de
4 fois. » au lieu de dire qu’il faut éviter de
faire subir aux trousses déballéss des
cycles rééé de congdation-
deésongdation (4 fois).

3. Ajout de pre&eisions concernant le milieu
de pré@&evement des €hantillons
compatible et le type d’écouvillon
recommandépour les pré&evements
oropharyngés.

4. Ajout d’information sur le PJP et le
MPVh.

5. Suppression de toutes les réfé&ences et
de toute phraséologie propres ala
réglementation du Secréariat amé&icain
aux produits alimentaires et
pharmaceutiques (FDA), y compris 1’usage
pré&/u de la trousse.

6. Ajout du symbole du fabricant acGéde
I’adresse de I’installation de fabrication et
d’un tableau expliquant tous les symboles
requis.

Pan
Zhang

2020-04-28

V2

1. Ré&vision de la duré de conservation &
6 mois pour &re cohé&ent avec les produits
enregistrés aupres de la National Medical
Products Administration (NMPA).

Pan
Zhang

2020-05-04
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2. Suppression des sections relatives aux
conditions d’autorisation pour le
laboratoire et aux limites d’utilisation.

V3 1. Ajout de la section «Limites Xiaoyun | 2020-05-09
d’utilisation >>en supprimant la premiee CHEN
phrase, laquelle précisait que 1’utilisation
de la trousse pour effectuer un diagnostic
in vitro en vertu de I’arrété d’urgence dans
le cadre de la COVID-19 est réserves aux
laboratoires qui menent des analyses de
grande complexité
2. Ajout de I’information sur les
installations de fabrication.
3. Ajout de I’information sur les révisions,
y compris la date de révision.
V4 Remplacement du fabricant : BGI Xiaoyun | 2020-05-30
Genomics Co., Ltd devient BGI Europe CHEN
A/S. Modification du numé&o de la ligne
d’assistance technique en conséquence.
Correction de toutes les pages de section
pour s’assurer que le saut de page est
correctement ins&é
V5 Ajout des limites d’utilisation Xiaoyun | 2021-01-06
CHEN
V6 Ajout des nouveaux résultats de I'éude de | Xiaoyun | 2021-08-30
rectivitécroises. CHEN
V7 Prolonger la durée de conservation du kit & | Xiaoyun | 2022-10-20
12 mois. CHEN
V8 Modifications dans le page 1, le page 24 Ali 2023-03-08
(partie 6), procé&lures de laboratoire, et Alavian
limites d’utilisation par lettre de demande | Ghavanini

de SantéCanada le 3 mars et 8 mars, 2023.
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