ampliCube Coronavirus Panel

Notice d’utilisation (frangais)

1 Utilisation prévue

L’ampliCube Coronavirus Panel est un test in vitro qualitatif pour la
détection spécifique de '’'ARN du coronavirus du syndrome respiratoire
du Moyen-Orient (MERS-CoV), de ’ARN du nouveau SARS-CoV-2, du
SARS-CoV et du Bat SARS-like CoV, ainsi que de 'ARN des corona-
virus humains (HCoV) (NL63, OC43, 229E, HKU1) dans des expecto-
rations, frottis, liquides de LBA (lavage bronchoalvéolaire), sécrétions
trachéales ou selles d’origine humaine.

2 Domaine d’application

Le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-
CoV) et les coronavirus humains (HCoV) des espéces NL63, OC43,
229E et HKUL1 font partie de la famille des Coronaviridae et sont des
agents pathogénes importants qui provoquent des infections respi-
ratoires légéres, voire méme un syndrome respiratoire aigu sévere.
Environ un tiers des affections liées & un rhume sont provoquées par
des HCoV, et la diarrhée est un symptome associé fréquent. Le
MERS-CoV est responsable du syndrome respiratoire du Moyen-
Orient qui se manifeste par une maladie respiratoire aigiie, d’allure
grippale et d’évolution souvent sévére avec pneumonie et détresse
respiratoire. Lors du diagnostic différentiel, le MERS-CoV doit en
particulier étre envisagé en présence d’un contact avec des personnes
infectées par le MERS-CoV dans un pays de la péninsule arabique
dans les 2 semaines précédant le début de la maladie.

Les coronavirus du SARS tels que SARS-CoV-2 (agent étiologique de
la pandémie COVID-19) se propagent d’homme a homme principale-
ment par des gouttelettes dans I'air expiré. Les symptémes peuvent
aller de la fiévre, la toux et les troubles respiratoires a la pneumonie et
au syndrome respiratoire aigu et, finalement, a la mort chez les per-
sonnes présentant des comorbidités.

L’ampliCube Coronavirus Panel est utilisé pour détecter et différencier
les MERS-CoV, SARS-CoV (en particulier le SARS-CoV-2) et les
HCoV.

3 Principe du test

Ce test est un systeme de RT-PCR Real Time (en temps réel) (RT =
transcriptase inverse). Il utilise des amorces spécifiques et des sondes
marquées pour la transcription de 'ARN en ADNc, I'amplification et la
détection de 'ARN des MERS-CoV, SARS-CoV-2, SARS-CoV, Bat
SARS-like CoV et HCoV (NL63, OC43, 229E, HKU1).

Afin de s’assurer que les acides nucléiques isolés de I'échantillon du
patient ne contiennent pas de substances inhibant la RT-PCR, un
contrble interne (IC) est ajouté a I'échantillon pendant l'isolement des
acides nucléiques. Ce IC est transcrit en ADNc, amplifié et détecté
dans la méme préparation de PCR. Ceci permet d’exclure les faux
négatifs dus a une inhibition de la réaction RT-PCR. Le IC sert en
méme temps a prouver que les acides nucléiques ont été extraits de
I’échantillon du patient.

Les sondes pour la détection spécifique des acides nucléiques
spécifiques de I'agent pathogéne sont marquées avec les fluoro-
chromes émetteurs (reporter) FAM (SARS-CoV : E-Gen) et HEX
(SARS-CoV-2, SARS-CoV, Bat SARS-like CoV) et ATTO Rho 12
(HCoV) et les sondes pour la détection du contrdle interne, avec ATTO
647N. Ceci permet une détection simultanée de toutes les séquences
cibles dans un mélange réactionnel.

La valeur Ct (cycle threshold) décrit la partie de la courbe ou la fluo-
rescence augmente pour la premiére fois de maniére exponentielle au-
dessus du bruit de fond.

4 Réactifs

4.1 Contenu de ’emballage

Les réactifs fournis suffisent a effectuer 50 analyses.
Chagque lot de réactifs contient :
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ICONTROLI - | |2x 1800 pl de controle négatif (couvercle bleu)
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150 pl de mélange amorce-échantillon pour MERS-
CoV, SARS-CoV, HCoV et contrdle interne (couvercle
vert)

600 pl de mélange d’enzymes (couvercle blanc)
Contient de la transcriptase inverse et de 'ADN-
polymérase. (Le composant est coloré en bleu.)

(e |

CONTROL | INT

250 pl de contréle interne (couvercle incolore)

ICONTROLI + I 170 pl de contréle positif (couvercle rouge)
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Réactifs, matériel et appareils supplémentaires requis
En fonction du thermocycleur de PCR en temps réel utilisé, MIK-
ROGEN fournit divers réactifs de compensation de couleur :
MIKROGEN ampliCube Color Compensation (LightCycler® 480 I
[Roche] réf. 50502), MIKROGEN ampliCube Color Compensation
(analyseur cobas z 480 [Roche] réf. 50503) ou le kit de compensa-
tion de couleur pour le systeme CFX96 (Bio-Rad, réf. 50505). En
cas de traitement sur le thermocycleur PCR Mic (bms), MIKRO-
GEN fournit des matrices Mic.
Extraction d’acide nucléique : les systémes d’extraction nucléique
suivants sont recommandés : systéme MagNA Pure®, kit Total Nu-
cleic Acid Isolation Kit (Roche) ou kit alphaClean Mag RNA/DNA
(MIKROGEN) avec traitement sur un extracteur M32, M48 ou M96
(Biocomma)
Thermocycleur en temps réel : LightCycler® 480 1l (Roche),
analyseur cobas z 480 (Roche), CFX96 (Bio-Rad), QuantStudio 5
(Applied Biosystems), Mic (bms), Rotor-Gene Q (Qiagen)
Plaques de PCR a 96 puits et films : tenir compte des recomman-
dations du fabricant de cycleur de PCR en temps réel
Micropipettes avec embouts jetables a filtre 10 pl, 20 pl, 100 pl et
1000 pl
Mélangeur a vortex a haute vitesse de rotation (recommandée :
3200 t/min)
Minicentrifugeuse
Eventuellement centrifugeuse pour plaques
PBS ou H,0 (niveau PCR) en cas d'utilisation d’écouvillons flo-
qués en fibre de nylon sans milieu de transport
Gants a usage unique, non poudrés
Bloc réfrigérant

Durée de conservation et manipulation

Avant et apres utilisation, conserver les réactifs entre -25 °C et
-18 °C.

Une décongélation et une congélation répétée des composants
(plus de dix fois) doivent étre évitées. Un aliquotage des compo-
sants du test est recommandé apres la premiere décongélation.
Toujours réfrigérer correctement les réactifs pendant les étapes de
travail (+2°C a +8°C).

Protéger tous les composants du kit de la lumiere directe du soleil
tout au long de la réalisation du test.

Avant le début du test, décongeler complétement, mélanger (vor-
texer brievement) et centrifuger tous les réactifs.

Une date de péremption est indiquée sur les emballages. Au-dela
de cette date, la qualité du produit n’est plus garantie.

Le test ne doit étre réalisé que par des professionnels spéciale-
ment formés et agréés.

En cas de modification substantielle du produit ou de non-respect
des consignes par I'utilisateur, I'application peut sortir du cadre
d'utilisation prévue de MIKROGEN.

Une contamination croisée peut fausser les résultats des tests.
Ajouter avec précaution les échantillons du patient et les contréles.
Veiller a ce que les mélanges réactionnels ne se répandent pas
dans d’autres puits.

Avertissements et consignes de sécurité

A utiliser uniquement pour le diagnostic in vitro.

Tous les échantillons des patients sont potentiellement infectieux
et doivent étre manipulés comme tels.

Porter des gants a usage unique appropriés durant toute la
procédure de test.

Tous les réactifs et matériels entrant en contact avec des échantil-
lons potentiellement infectieux doivent étre traités avec des désin-
fectants appropriés ou éliminés conformément aux régles
d’hygiéne en vigueur. Les indications de concentration et les du-
rées d’incubation du fabricant doivent étre respectées.

Ne jamais remplacer les réactifs ni les mélanger avec des réactifs
d’autres lots, d’autres kits de PCR MIKROGEN ou avec des ré-
actifs d’autres fabricants.
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¢  Avant de réaliser le test, lire I'intégralité de la notice d'utilisation et
suivre scrupuleusement les instructions. Les écarts au protocole
de test décrit dans la notice d’utilisation peuvent fausser les résul-
tats.

7 Prélévement d’échantillons et préparation des

réactifs
7.1 Echantillons
Le produit de départ pour 'ampliCube Coronavirus Panel est ’ARN
extrait d’expectorations, de frottis, de liquide de LBA, de sécrétions
trachéales ou de selles d’origine humaine. La qualité de la préparation
d’acides nucléiques influence le résultat du test. Il faut s’assurer que la
méthode d’extraction choisie est compatible avec la technologie PCR
en temps réel.

7.1.1 Préparation des échantillons

En cas d'utilisation d’'un écouvillon floqué en fibre de nylon sans milieu

de transport :

1. Incuber I'écouvillon dans 0,5 ml de PBS (en cas d’extraction a
l'aide du systtme MagNA Pure®) ou dans 0,5 ml de H,O (en cas
d’extraction a 'aide du kit alphaClean Mag RNA/DNA) pendant
5 min a température ambiante.

2. Eliminer 'écouvillon et utiliser la suspension de PBS ou H,O pour
I'extraction d’acide nucléique.

7.2 Extraction des acides nucléiques

Procéder a I'extraction des acides nucléiques de I'échantillon du pa-
tient et du contréle négatif (CN). Nous recommandons un volume
d’extraction initial de 200 pl et un volume d’élution de 50 pl ou 100 pl
selon le systéme d’extraction. Des extractions (systéme MagNA Pure®
[Roche] de 400 pl de produit de départ élué dans 100 pl ont montré
des résultats comparables. Suivre les instructions du fabricant du kit
d’extraction.

1. Décongeler le contréle interne (IC) (couvercle incolore) et le con-
trole négatif (CN) (couvercle bleu).

S’assurer que le IC et le CN sont complétement décongelés.
Avant I’emploi, mélanger brievement le IC et |le CN au vortex
et par centrifugation !

2. Lors de I'extraction, ajouter 5 ul de IC a chaque échantillon du
patient et au CN. Le IC doit étre ajouté au mélange tampon de lyse
de I'échantillon et non directement aux échantillons.

3. Procéder a I'extraction des échantillons du patient et du CN. (Re-
marque : le CN ne peut pas étre utilisé sans extraction dans la
PCR )

4. Le contrble positif n’est pas extrait.

Le systéme d’extraction des acides nucléiques suivant est recomman-
dé et a été utilisé pour I'évaluation de la performance :
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7.4 Préparation de la réaction de RT-PCR

1. Décongeler le contréle positif (PC) (couvercle rouge).
S’assurer que les réactifs sont complétement décongelés.
Avant ’emploi, mélanger les réactifs au vortex et centrifuger

brievement !

Composants 1 réaction

Mastermix de 7.3 15 pl

Eluat d’échantillon ou éluat de CN ou de CP 10 pl

2. Pipeter 10 yl de chaque éluat d’échantillon dans 15 ul de mas-
termix.

3. Pipeter 10 pl de contréle positif (non préparé) dans 15 pl de mas-
termix.

4. Pipeter 10 pl d’éluat du contrle négatif dans 15 pl de mastermix.

Chagque test doit contenir un contrle positif et un contréle négatif !
Fermer la plague PCR avec un film adhésif optique ou fermer le tube
avec le couvercle prévu.

Les plaques PCR ou les tubes doivent étre passés au

A vortex pendant au moins 5 secondes a vitesse maxi-

male, puis centrifugés brievement.

Les tubes a réaction PCR pour le cycleur de PCR Mic

A doivent étre passés au vortex a vitesse maximale pen-
dant au moins 10 secondes.

8 Programmation du thermocycleur en temps réel
L’ampliCube Coronavirus Panel a été évalué sur le systeme Light-
Cycler® 480 Instrument 1l (Roche) et validé sur les analyseurs cobas z
480 (Roche), CFX96 (Bio-Rad), QuantStudio 5 (Applied Biosystems),
Mic (bms) et Rotor-Gene Q (Qiagen).

8.1 Réglage des canaux de détection

LightCycler® 480 Il (Roche)

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Controle
SARS-CoV interne (IC)
Bat SARS-
like CoV

Couleur vert jaune orange rouge
Fluorochrome FAM HEX ATTO Rhol12 | ATTO 647N
émetteur
Stimulation 465 nm 533 nm 533 nm 618 nm
Emission 510 nm 580 nm 610 nm 660 Nnm

Systéme d’extraction Volume Volume d’élution

d’échantillon

MagNA Pure® 24 (Roche)

Total NA Isolation Kit 200 pl 50 ul
Systeme d’extraction d’acide
nucléique M96 (biocomma) 200 pl 100 pl

Kit alphaClean Mag RNA/DNA
(MIKROGEN)

Avec le LightCycler® 480 Insrument Il (Roche), il est nécessaire
d’exécuter auparavant une compensation de couleur (réf. 50502) avec
le kit mis & disposition par MIKROGEN.

Analyseur cobas z 480 (Roche)

Si I'utilisateur désire utiliser d’autres méthodes d’extraction, il lui est
recommandé de contacter le fabricant afin de s’assurer de la compati-
bilité.

7.3 Préparation du mastermix

1. Décongeler le mélange amorce-échantillon (couvercle vert) et le
mélange d’enzymes (couvercle blanc), en les protégeant de la lu-
miére.
S’assurer que les réactifs sont complétement décongelés.
Avant I’emploi, mélanger les réactifs au vortex et centrifuger
brievement !

2. Préparer le mastermix selon le schéma de pipettage suivant :

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Contrdle
SARS-CoV interne (IC)
Bat SARS-
like CoV

Couleur vert jaune orange rouge
Fluorochrome FAM HEX ATTO Rhol2 | ATTO 647N
émetteur
Stimulation 465 nm 540 nm 540 nm 610 nm
Emission 510 nm 580 nm 610 nm 670 nm

Composants Mastermix pour 1 réaction
Mélange amorce-échantillon 3ul
Mélange d’enzymes 12 pl
Volume total 15 pl

3. Mélanger le mastermix complet au vortex et centrifuger briéve-
ment.
4. Utiliser 15 pl de mastermix pour chaque réaction de PCR.
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Avec I'analyseur cobas z 480 (Roche), il est nécessaire d’exécuter
auparavant une compensation de couleur (réf. 50503) avec le kit mis a
disposition par MIKROGEN.
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CFX96 (Bio-Rad)

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Controle
SARS-CoV interne (IC)
Bat SARS-
like CoV

Couleur vert jaune orange rouge
Fluorochrome FAM HEX ATTO Rhol2 | ATTO 647N
émetteur
Mode Tous canaux

L’acquisition et I'analyse des données sur le systéme CFX96 se fait
selon la méthode calc / data acquisition mode: all channels. Un
étalonnage du kit CFX96 (Bio-Rad) doit avoir lieu au préalable pour
ATTO Rho12 et ATTO 647N. MIKROGEN fournit le kit de compensa-
tion de couleur requis (CFX96 [Bio-Rad], réf. 50505).

QuantStudio 5 (Applied Biosystems)

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Contrdle
SARS-CoV interne (IC)
Bat SARS-
like CoV
Couleur vert jaune orange rouge
Fluorochrome FAM HEX ATTO Rhol2 | ATTO 647N
émetteur
Stimulation X1/ X2/ X4/ X5/
470 nm 520 nm 580 nm 640 nm
Emission M1/ M2/ M4 | M5 /
520 nm 558 nm 623 nm 682 nm
Fluorochrome [aucun] [aucun] [aucun] [aucun]
suppresseur

Sous « Settings » (Parametres), choisir 1. « Run mode » (Mode de
fonctionnement) « standard » (standard), 2. « Reference dye » (Color-
ant de référence) « none » (aucun), 3. « Experiment type » (Type
d’expérience) « custom » (personnalisé).

MIKROGEN
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9 Résultats
L'évaluation des données sur le LightCycler® 480 Il se fait avec la
méthode Abs Quant/2nd Derivative Max.

9.1 Validation

1. Le contrdle négatif doit se situer en dessous du Threshold. Le
contrdle interne (IC) doit présenter une courbe positive dans le
contrble négatif. Si le contréle négatif présente une courbe positive
(contamination) ou si le IC dans le contrle négatif n’est pas
valide, le test n’est pas évaluable.

2. Le contrble positif doit présenter une courbe positive.

La valeur Ct du contr6le positif doit étre <33. Un contréle positif en
dehors de cette zone indique I'existence d’un probléme
d’amplification.

3. Le contréle interne (IC) doit présenter une courbe positive pour les
échantillons négatifs. Le signal du IC d’'un échantillon de patient
doit étre comparé avec le signal du IC dans le controle négatif ex-
trait. Une différence de >+3 pour la valeur Ct du CU d’un échantil-
lon comparativement a celle du IC du contrdle négatif ou I'absence
de signal de IC dans I'échantillon peuvent indiquer I'existence
d’une inhibition significative de la réaction de RT-PCR. Dans ces
cas, un résultat négatif du test n’est pas valide.

9.2 Evaluation

Les données peuvent étre évaluées avec le logiciel du thermocycleur
PCR correspondant ou avec une solution logicielle spéciale soutenue
par MIKROGEN pour I'évaluation automatisée de la PCR et
I'interprétation. En cas d'utilisation d’un systéme LightCycler® 480 II,
I'analyse peut se faire selon la méthode Abs Quant/2nd Derivative Max
(recommandée) ou la méthode Abs Quant/Fit Points. Contacter
MIKROGEN pour obtenir de plus amples informations et connaitre les
instructions correspondantes.

Mic (bms)
MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Contrdle
SARS-CoV interne (IC)
Bat SARS-
like CoV
Couleur vert jaune orange rouge

MIKROGEN vous fournit des matrices Mic validées pour le traitement.
Priére de n’utiliser que les matrices Mic MIKROGEN. Les matrices Mic
MIKROGEN actuelles sont disponibles sur la page d’accueil de
MIKROGEN (www.mikrogen.de) en téléchargement libre.

Rotor-Gene Q (Qiagen)

MERS-CoV SARS- HCoV Controle
CoV-2 interne
SARS-CoV (IC)
Bat SARS-
like CoV
Couleur vert jaune orange rouge
Fluorochrome émet- FAM HEX ATTO ATTO
teur Rhol2 647N
LightCycler 480 11 | 465-510 533-580 533-610 618-660
s cobas z 480 465-510 540-580 540-610 610-670
T § CFX96 FAM HEX ROX Cy5
% 3 QuantStudio 5 FAM VIC ROX ATTO 647N
N Mic FAM HEX ROX Cy5
Rotor-Gene Q vert jaune orange rouge

Les signaux supérieurs au Threshold sont évalués comme des résul-
tats positifs. Les champs vides dans le tableau sont des résultats
négatifs.

MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV Contrdle
SARS-CoV interne (IC)
Bat SARS-
like CoV

Couleur vert jaune orange rouge
Fluorochrome FAM HEX ATTO Rhol2 | ATTO 647N
émetteur
Stimulation 470 nm 530 nm 585 nm 625 nm
Emission 510 nm 555 nm 610 nm 660 nm
Récupération 5 5 5 5

Couleur MERS-CoV SARS- HCoV Controle
CoV-2 interne (IC)
SARS-CoV
Bat SARS-
like CoV

vert positif
jaune positif
orange positif
rouge -- - positif*

8.2 Programme PCR

Transcription inverse 50°C 8 min
Dénaturation 95°C 3 min
Amplification 45 cycles

. Dénaturation 95°C 10s
. Hybridation/Elongation 60°C 45s

Les informations de base sur la programmation des différents ther-
mocycleurs en temps réel figurent dans le mode d’emploi du ther-
mocycleur utilisé. Pour obtenir des informations spécifiques sur la
programmation du thermocycleur PCR en temps réel lors de
I'utilisation de 'ampliCube Coronavirus Panel, priere de contacter le
fabricant.

GAACCVO004FR_2023-04

*En cas de signaux positifs dans les canaux de détection de I'agent pathogene,
le signal du contrdle interne n’est pas nécessaire pour l'interprétation du test.
Une charge élevée d’agents pathogenes dans I'échantillon du patient peut
entrainer un signal réduit ou manquant pour le contréle interne.

10 Limites de la méthode et restrictions

e Les résultats du test doivent toujours étre interprétés en tenant
compte du tableau clinique. Le résultat doit étre mis en balance
avec les données cliniques pour décider du traitement approprié.

e Un résultat négatif pour le MERS-CoV, SARS-CoV-2 / SARS-CoV
/ Bat SARS-like CoV ou les HCoV ne permet pas d’exclure une in-
fection par 'agent pathogéne respectif.
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11 Caractéristiques

11.1  Sensibilité et spécificité diagnostiques

La sensibilité et la spécificité ont été déterminées a I'aide
d’échantillons définis positifs et négatifs.

Tableau 1 : Echantillons définis positifs

ampliCube MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV
Coronavirus Panel (n=4) (n=126) (n=17)
Négatif 0 3 0
Positif 4 123 17
Sensibilité [%] 100 97,62 100

Cl [%]

Intervalle de confiance 51,01 -100 | 93,23-99,19 | 81,57 -100

(angl. Confidence interval)

Tableau 2 : Echantillons définis négatifs

ampliCube MERS-CoV | SARS-CoV-2 HCoV
Coronavirus Panel (n=24) (n=490) (n=24)
Négatif 24 486 24
Positif 0 4 0
Spécificité [%] 100 99,18 100

Cl [%]

Intervalle de confiance 86,20-100 | 97,92-99,68 | 86,20 — 100

(angl. Confidence interval)

11.2  Sensibilité analytique

11.2.1  Seuil de détection (LoD) en copies/PCR

Le seuil de détection (LoD) de 'ampliCube Coronavirus Panel a été
déterminé avec des séries de dilution d’ADN plasmidique gBlock de
concentration connue sur un systéme LightCycler® 480 Il (Roche). Le
seuil de détection a 95 % a été déterminé au moyen de 'analyse de
régression probit avec le logiciel CombiStats™ version 5.0 (Conseil de
I'Europe). Puis la limite de détection a été confirmée avec 20 réplicats
ala LoD.

Tableau 3a : Seuil de détection (LoD) pour le MERS et les HCoV en copies/PCR

MERS-CoV HCoV

LoD [copies/PCR]

*
Seuil de détection a 95% 414 1241

Cl a 95 % [copies/PCR]
Intervalle de confiance 2,75-9,43
(angl. Confidence interval)

8,93 -22,59

* Les données se rapportent a HCoV OC43, les HCoV 229E, NL63 et HKU1 ont
été de plus testés. Les seuils de détection étaient compris entre 20,54 et 89,48.

Tableau 3b : Seuil de détection (LoD) pour les SARS-CoV-2/SARS-CoV/Bat
SARS-like CoV en copies/PCR

SARS-CoV-2 | SARS-CoV Bat SARS-
like CoV

LoD [copies/PCR]

Seuil de détection & 95 % 2.9 6.74 6,35

Cl & 95 % [copies/PCR]
Intervalle de confiance 19-6,4 4,12 - 14,68 4,14 - 14,43
(angl. Confidence interval)

11.2.2  Seuil de détection (LoD) du SARS-CoV-2 en unités interna-
tionales
Par ailleurs, le seuil de détection des régions cibles du SARS-CoV-2 a
été déterminé avec trois séries de dilution indépendantes (chacune a
7 niveaux de dilution) selon le standard OMS (premier standard inter-
national de 'OMS pour ’ARN SARS-CoV-2 [code NIBSC: 20/146]), y
compris I'extraction d’acide nuclélique (kit alphaClean Mag RNA/DNA
sur le systeme M96 Biocomma) sur un thermocycleur LightCycler® 480
Il System (Roche), puis a I'aide d’'une analyse de régression Probit
consécutive (CombiStats™, version 6.0 Software [Conseil de
I'Europe]). Le seuil de détection de 'ampliCube Coronavirus Panel est
indiqué en unités internationales (Ul) par pl (standard OMS utilisé).

Tableau 3c : Seuil de détection (LoD) pour le SARS-CoV-2 en Ul/ul (standard
OMS)

SARS-CoV-2

LoD [Ul/ul]

Seuil de détection a 95% 272

Cl a 95 % [Ul/ul]
Intervalle de confiance 1,53 -6,55
(angl. Confidence interval)
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11.3  Spécificité analytique

La recherche BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) montre que les
amorces et sondes sélectionnées de I'ampliCube Coronavirus Panel
détectent spécifiquement les agents pathogénes sélectionnés.

De plus, la spécificité a été déterminée en analysant TADN/ARN gé-
nomique d’autres bactéries et virus pathogénes chez 'lhomme.

Tableau 4: Bactéries et virus testés pour démontrer la spécificité analytique de
'ampliCube Coronavirus Panel.

Bactéries Virus

Bordetella holmesii Adénovirus A

Bordetella parapertussis Cytomégalovirus

Bordetella pertussis Entérovirus

Chlamydia pneumoniae Virus d’Epstein-Barr

Mycoplasma pneumoniae Influenzavirus A

Influenzavirus B

Virus de la rougeole

Virus des oreillons

Virus parainfluenza

Virus respiratoire syncytial (VRS) A

Rhinovirus 58 (A)

Aucun de ces échantillons n’a présenté un signal positif. Les amorces
et sondes utilisées dans I'ampliCube Coronavirus Panel n'ont pas
présenté de réactions croisées avec les agents pathogénes énumérés
dans le tableau 4. Le contréle interne (IC) était valide dans tous les
tests.

11.4  Equivalence de différents échantillons

Le coefficient de variation (CV) de la valeur Ct entre I'eau et I'extrait de
I'échantillon respectif a été déterminé apres ajout d’ADN plasmidique
de concentration connue.

Tableau 5: Equivalence de différents échantillons

Bat
e | s | e | 3% | e
CV [%] (LBA, H20) 1,37 211 1,62 221 0,58
E:/O[)%] (expectorations, |, ,, 2,32 1,54 3,42 1,01
CV [%] (frottis, H20) 1,51 1,28 1,47 1,50 1,08
CV [%] (selles, Hz0) 1,94 1,33 1,28 1,08 0,85

Le coefficient de variation (CV), basé sur la valeur Ct (cycle threshold)
entre I'eau et les extraits d’acides nucléiques (obtenus a partir de
différents échantillons), était < 3,42 % pour tous les genes cibles.
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