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OBJECTIES

L’objectif de I'évaluation est de tester la sensibilité analytique du test mentionné ci-
dessus, pour la détection du SARS-CoV-2 par comparaison de la technique maison
de référence utilisée au CNR de Lyon, a partir :

- de dilutions de culture de virus SARS-CoV-2 a différentes concentrations

- de dilutions d’un prélévement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice
respiratoire et

- d’échantillons respiratoires positifs pour le SARS-CoV-2

MATERIELS ET METHODES
Panel d’échantillons testés

e Surnageant de culture de cellules BGM infectées par SARS-CoV-2
o échantillon 2020/715; récolte aprés 2 passages (présence d’effet
cytopathique)
o dilutions successives afin de couvrir une large gamme de Ct et
d’atteindre une limite de détection
e Un prélévement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
o dilutions successives dans un prélevement nasopharyngée négatif pour
le SARS-CoV-2 afin de couvrir une large gamme de Ct et d’atteindre une
limite de détection
e Echantillons respiratoires positifs pour le SARS-CoV-2
o écouvillons naso-pharyngés avec positivité tardive (6 positifs) (Ct>35)

Technigue de référence CNR (site de Lyon)

Extraction avec EMAG® bioMérieux selon la technique du fournisseur a partir de
200pL de préléevement ; éluat de 50uL

Détection de deux cibles en duplex (région RdRp) : amorces et sondes (IP2, IP4)
(https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/real-time-rt-pcr-assays-for-the-detection-

of-sars-cov-2-institut-pasteur-paris.pdf?sfvrsn=3662fcb6 2)

SuperScript™ |1l Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System (Ref: Invitrogen
1732-020)

Amplifications sur QuantStudio™ 5 Applied Biosystems™ (a partir de 5uL d’éluat)

Technigue évaluée : selon la notice du fournisseur

Principe du test :

- il détecte 1 cible du SARS-CoV-2 (2019-nCoV ; en FAM) ainsi qu’un contrdle
cellulaire (IC, en VIC).

Mise en ceuvre :

- Extraction sur la plateforme MGISP-960 avec le Kit MGIEasy Magnetic Beads
Virus DNA/RNA Extraction Kit (ref : 100020261) selon les recommandations
du fournisseur a partir de 160 pL de prélevement ; éluat de 30 pL.

- RT-PCR reéalisée a partir de 10uL d’éluat ajouté dans 20uL de Master Mix.


https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/real-time-rt-pcr-assays-for-the-detection-of-sars-cov-2-institut-pasteur-paris.pdf?sfvrsn=3662fcb6_2
https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/real-time-rt-pcr-assays-for-the-detection-of-sars-cov-2-institut-pasteur-paris.pdf?sfvrsn=3662fcb6_2

RESULTATS

. Technique évaluce ) Technique de référence
Real-time fluorescent RT-PCR kit for . X ) s . .
Numéro detecting 2019-nCoV _PCR Instlt.ut Pagtgur,_ Type d’échantillon Commentaires
échantillon Extraction sur MGISP-960 Siemien S Al O
Résultat (ZOlQCrtnCoV) Ct (IC)* Résultat P2 P4
10-3 Positif 23,2 NA Positif 23,8 23,1 surnageant de culture virale - dilution 10-3
10-4 Positif 28,2 NA Positif 28,2 27,5 surnageant de culture virale - dilution 10-4
10-5 (1) Positif 30,3 NA Positif 31,5 30,5 surnageant de culture virale - dilution 10-5 (1)
10-5 (2) Positif 29,9 NA NR NR NR surnageant de culture virale - dilution 10-6 (2)
10-5 (3) Positif 31,0 NA NR NR NR surnageant de culture virale - dilution 10-6 (3)
10-6 (1) Positif 35,2 NA Positif 35,2 34,5 surnageant de culture virale - dilution 10-6 (1)
10-6 (2) Positif 33,1 NA NR NR NR surnageant de culture virale - dilution 10-6 (2)
10-6 (3) Positif 36,0 NA NR NR NR surnageant de culture virale - dilution 10-6 (3)
10-7 (1) Pos Lim 37,4 NA Pos Lim 40,6 38,3 surnageant de culture virale - dilution 10-7 (1)
10-7 (2) Négatif Neg NA NR NR NR surnageant de culture virale - dilution 10-7 (2)
10-7 (3) Négatif Neg NA NR NR NR surnageant de culture virale - dilution 10-7 (3)
10-2 Positif 22,2 19,0 Positif 23 22,3 Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-3 Positif 25,1 19,6 Positif 26,5 25,9 Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-4 Positif 28,7 19,9 Positif 29,9 29,3 Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-5A Positif 32,0 19,6 Positif 33,3 32,9 Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-5B Positif 32,1 19,6 NR NR NR Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-5C Positif 33,3 21,6 NR NR NR Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-6 A Positif 36,9 19,7 Positif 37,6 36,1 Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-6 B Positif 35,1 19,7 NR NR NR Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-6 C Pos Lim 37,4 20,7 NR NR NR Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-7 A Pos Lim 37,7 19,6 Négatif Négatif Négatif | Dilutions d'un prélévement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
10-7B Pos Lim 38,0 19,4 NR NR NR Dilutions d’un prélévement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire Aﬁ;?gZr;slteésn:zzgﬁiﬁ;isvgzlf\i’gm
10-7C Pos Lim 37,6 20,5 NR NR NR Dilutions d’un prélevement positif pour le SARS-CoV-2 en matrice respiratoire
42-0002 Positif 34,7 21,2 Positif 36,8 35,1 écouvillon naso-pharyngé
006-0016 Positif 35,2 19,5 Positif 34,5 35,1 écouvillon naso-pharyngé
41-0002 Positif 36,4 22,4 Positif 37,7 35,1 écouvillon naso-pharyngé
42-0001 Positif 36,1 20,6 Pos Lim 39,9 36,8 écouvillon naso-pharyngé
006-0007 Négatif NEG 20,7 Pos Lim Neg 37,1 écouvillon naso-pharyngé
005-0013 Positif 35,0 21,1 Positif 34,7 35,1 écouvillon naso-pharyngé

* Le contrdle cellulaire est ininterprétable pour les dilutions de virus (NA : non applicable)
Abréviations : Pos Lim : Positif en limite de détection, NR : Non réalisé




La technique de référence du CNR détecte 'ARN viral du SARS-CoV-2 :

- pour les dilutions 102 & 107 sur les deux cibles pour les surnageants de culture
virale;

- pour les dilutions 102 a 10 sur les deux cibles pour le prélévement positif dilué
en matrice respiratoire. Pour la dilution 107 aucune cible n'a été détectée

Le test Real-time fluorescent RT-PCR kit for detecting 2019-nCoV (REF MFG030010)
marqué CE IVD détecte ’'ARN viral du SARS-CoV-2 :

- pour les dilutions 102 a 10° sur I'ensemble des passages testés pour les
surnageants de culture virale; mais uniqguement 1/3 pour la dilution 1077

- pour les dilutions 102 a 107 sur I'ensemble des passages testés pour le
prélevement positif dilué en matrice respiratoire.

- Un seul écouvillon naso-pharyngés (1/6) avec positivité tardive (Ct>35) n’a pas
éteé retrouveé positif avec ce kit

Attention, selon les recommandation fournisseur I'ensemble des amplifications
Ct>38 doivent étre vérifiees.

Le test Real-time fluorescent RT-PCR kit for detecting 2019-nCoV (REF MFG030010)
marqué CE IVD est composé d’'un contréle cellulaire ayant nécessité le passage
d’échantillons nasopharyngés supplémentaires (n=6) pour étre évalué. Ce test est
valide pour les échantillons testés avec une détection d’un contrdle cellulaire (IC)
correcte dans I’ensemble des échantillons (Ct de 19 a 23). Ce contrdle cellulaire
est plus compliqué d’interprétation qu’un contréle interne mais permet une évaluation
de la qualité de I'échantillon. Le Ct limite du contréle cellulaire fourni par le
fournisseur est de 32.

Pour les échantillons respiratoires testés, les résultats sont qualitativement similaires
avec ceux obtenus avec la technique IP2/IP4. Seul un positif faible en limite de
détection n’a pas été retrouvé (échantillon 006-0007, Ct IP4 37.1, IP2 négatif).

Le test Real-time fluorescent RT-PCR kit for detecting 2019-nCoV (REF MFG030010)
marqué CE IVD présente :

- une sensibilité similaire a celle de la technique de référence CNR

A l'utilisation, le test est facile a reconstituer et la RT-PCR dure 90 minutes hors
extraction. Une vigilance accrue sur la chaine du froid est nécessaire avec une perte
de sensibilité en I'absence de travail au froid.

CONCLUSIONS

Le Centre National de Référence des Virus des Infections Respiratoires (dont la
grippe) considere que le kit Real-time fluorescent RT-PCR kit for detecting 2019-
nCoV posséde une sensibilité satisfaisante a partir dARN extrait sur la plateforme
MGISP-960 avec le kit Kit MGIEasy Magnetic Beads Virus DNA/RNA Extraction Kit
peut donc étre utilisé dans ces conditions pour la détection du SARS-CoV-2 dans le
cadre de I'épidémie de COVID-19.



