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Recherche du SRAS CoV par RT-PCR

1) Techniques PCR/détection
2) Séquences cibles et amorces pour la 

recherche du Coronavirus associé au 
SRAS (SRAS CoV)

3) Types d’échantillons
4) Pratiques et précautions en laboratoire

pelcha01
Cette présentation a été effectuée les 12 et 17 décembre 2003, lors de la formation « Le SRAS en laboratoire ». L'ensemble des présentations de cette formation est disponible sur le site Web de l'Institut national de santé publique du Québec, à l'adresse http://www.inspq.qc.ca/pdf/publications/251_SRAS-Laboratoire.asp 
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Génome du SRAS CoV

33
Guan et al., Science
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Cible génique

Produit PCR

Amplification par PCR 

indétectable

détectable

Amplification
PCR (1012)
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Détection de produits PCR 

1) Conventionnelle, par électrophorèse en gel
d’agarose
- Visualisation directe par coloration des produits de la PCR 

sur gel (bromure d’éthidium)
- Distance de migration sur gel définit la spécificité
- Qualitative/semi-quantitative(dilutions/calibrateur).

2 531 4

+ -
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Cible génique

1er produit

PCR 1

1er produit PCR

PCR 2

Produit détecté

2) « Nested PCR », avec détection conventionnelle par 
électrophorèse en gel d’agarose
- Sensibilité et spécificité accrues
- Sujette à la contamination
- Strictement qualitative

Détection de produits PCR
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3) Détection de produits PCR par colorimétrie ou 
immunofluorescence, utilisant une sonde 
oligonucléotidique spécifique conjuguée
- Grande capacité de multiplex
- qualitative/semi-quantitative (dilutions/calibrateur)

Détection de produits PCR
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4) Détection de produits PCR en temps réel
- Utilisant une coloration non spécifique de l’ADN (SYBR 

green).  Une analyse de la température de dissociation du 
produit PCR définit la spécificité

- Utilisant une ou des sondes marquées avec des 
fluorochromes (Taqman, FRET, beacons…)

- Semi-quantitative/quantitative (avec calibrateur)

Détection de produits PCR
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Appareils PCR avec détection en 
temps réel

99

Adapté aux grands
volumes

Plus rapide
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Analyses SRAS au LSPQ

- Début avril: Premiers RT-PCR pour la recherche du 
hMPV et du Coronavirus humain
- Mi-avril: Séquences pour le SRAS CoV disponibles
- 28 avril: Réception de SNPs SRAS CoV+ envoyées 

de Toronto par le CPHL
- 29 avril 2003: Premiers RT-PCR diagnostiques pour 

le SRAS CoV
- Début juin: Le LNM envoie des lysats de culture 

dénaturés aux provinces pour CTL+ SRAS CoV
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Génome du SRAS CoV

1111
Guan et al., Science
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Amorces spécifiques pour le SRAS CoV 

1212 : NML/Winnipeg

: BNI/Germany
: CDCs
: Hong Kong PH

15224
Urbani GACAGAGCCATGCCTAACATGCTTAGGATAATGGCCTCTCTTGTTCTTGCTCGCAAACATAACACTTGCTGTAACTTATCACACCGTTTC
Toronto ..........................................................................................
Frankfurt ..........................................................................................
GZ50 ..........................................................................................
OC43 ..TC.T..T.....A...C.A..AC.T..TG.TAGTAG.T.G..AT.A..C..A......G.G..A..T...TCGCA.AGCG.TA.G..T
229E ..T.....T.....CTCA...A..C.T..GT..T.GG..A.GA.CT.A.G.TCT..G...GT...A..T....CGGCTAGTG.TAAA..T

Urbani TACAGGTTAGCTAACGAGTGTGCGCAAGTATTAAGTGAGATGGTCATGTGTGGCGGCTCACTATATGTTAAACCAGGTGGAACATCATCC
Toronto ..........................................................................................
Frankfurt ..........................................................................................
GZ50 ..........................................................................................
OC43 ..TC.AC.T..G..T..A..C..A.....T..G.....A..T..T........T....GTTAT........G..T.....C..TAGTAGT
229E ..T..AC.TAG...T...CT...T.....T..G.CC...G.T..TTAT.CAAAT..TGGGT.T...T.......T.....T...A.T..T

Urbani GGTGATGCTACAACTGCTTATGCTAATAGTGTCTTTAACATTTGTCAAGCTGTTACAGCCAATGT-AAATGCACTTCTTTCAACTGATGG
Toronto ..........................................................................................
Frankfurt ..........................................................................................
GZ50 ..........................................................................................
OC43 ........A..T.......T.......TCA...........A............T............TG...CT.AA.G...TGCA....
229E ........A..T..A..C..C..C...TC.........T..A.T...G.....A.GTT.T..CA.T..T...GT..TGAG.GTTAAC.C.

Urbani TAATAAGATAGCTGACAAGTATGTCCGCAATCTACAACACAGGCTCTATGAGTGTCTCTATAGAAATAGGGATGTTGATCATGAATTCGT
Toronto ..........................................................................................
Frankfurt ..........................................................................................
GZ50 ..........................................................................................
OC43 C........T.AA..TCTTAG.A.A..TGC...T..GA.GC.CT.A..CTCACA.G.G.......G.GATA.G......TCAACC..T..
229E .C.-..TTGCAA.A.TTTTA....TAAG..GT....GAGACAA..T.....TAA.TG............TA........G.ATCT..T..

Urbani GGATGAGTTTTACGCTTACCTGCGTAAACATTTC
Toronto ..................................
Frankfurt ..................................
GZ50 ..................................
OC43 CACA..A.A...T.AA.TTT.AAA...G.....T
229E ......C.....T.G...TT...AA..G.....T
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Amorces spécifiques pour le SRAS CoV 

: BNI/Germany

18026
Urbani GCACCTACACACCTCAGCGTTGATATAAAGTTCAAG---ACTGAAGGATTA----TGTGTTGACATACCAGGCATACCAA
Toronto ................................................................................
Frankfurt ................................................................................
GZ50 ................................................................................
OC43 ..T...T..TTTT.GGCA..A...GAC..A.AT...GCA....GC.AT...GCCG.....CTTGG..TTG.TG..T.T--
229E ..CA....TT.TT.GTCAT.GTC.GAT.GA..T...ACT.G..GT.AC..G....GC....C.A...--G.TA.C.A...

Urbani AGGACATGACCTACCGTAGACTCATCTCTATGATGGGTTTCAAAATGAATTACCAAGTCAATGGTTACCCTAATATGTTT
Toronto ................................................................................
Frankfurt ................................................................................
GZ50 ................................................................................
OC43 --.CTG.T..A..TTCA...T.A..A..AC.C........T...T..G..GTTACCC.TG....G..TTG...GC.T...
229E T-.TTTGT.....TGAACATG.G..T..ATAT..........GGT.TG..GTTAGCA.GCC....AGT.A..G.T....C

Urbani ATCACCCGCGAAGAAGCTATTCGTCACGTTCGTGCGTGGATTGGCTTTGATGTAGAGGGCTGTCATGCAACTAGAGATGC
Toronto ................................................................................
Frankfurt ................................................................................
GZ50 ................................................................................
OC43 ..A..TAAA.........G..AAA.G...G.....C...G............CT..A..TGC......C..GC.T...AG
229E TGT..TA.A..CTTT..C..G.....T..CA.A.GT...T.A..AA.G.....G..A..TGCA....TC..AG.T..CAA

Urbani TGTGGGTACTAACCTACCTCTCCAGCTAGGATTTTCTACAGGTGTTAACTTAGTAGCTGTACCGACTGGTTATGTTGAC
Toronto ...............................................................................
Frankfurt ...............................................................................
GZ50 ...............................................................................
OC43 CA.T..G..A..TT.C..A..T..AT..........C.....AA..G.T..T..T.TG.A.G.C.......TGT...CT
229E ...T..C.....TG.......A..AG.T..T.....C.AT......G.T..T......CA...TGAA....G....CTA

: Hong Kong U.

14

Spécificité des amorces (avril 2003)

1: SRAS +/ très faible 
(SNP); Toronto 2003

2: SRAS +/ fort 
(SNP); Toronto 2003

4: Culture Coronavirus
OC-43, IAF; recherche

5: Contrôle PCR négatif

3: Culture Coronavirus (’82)
diagnostic clinique MCH 
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2 531 4 2 531 4 2 531 4

2 531 4 2 531 4

Bernard-Nocht Institute
2 531 4 2 531 4 2 531 4

HKPH HKU NML (out)

NML (in) CDCs (C) CDCs (S)
2 531 4
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Sensibilité des amorces (avril 2003)

NML (in) Bernard-Nocht Institute

HKUCDCs (C)

182 pb

156 pb
121 pb

SNP SARS+++ SNP SARS+++

SN
P 

SA
R

S 
+f

SN
P 

SA
R

S 
+fDilutions 1:5 Dilutions 1:5
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Spécimens cliniques pour la recherche 
du SRAS CoV par RT-PCR

1) Écouvillonnage ou aspirations naso-
pharyngés, dans un milieu de transport 
pour la virologie (MTV)

2) Lavage broncho-alvéolaire et aspiration 
trachéale

3) Sérum/plasma (pas d’héparine)
4) Selle non fixée, écouvillonnage rectal (MTV)
5) Tissu/biopsie non fixés
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Spécimens cliniques pour la recherche 
du SRAS CoV par RT-PCR

Peiris et al. (source: CDCs)
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Spécimens cliniques pour la recherche 
du SRAS CoV par RT-PCR

- Préparation de portions aliquotes pour les 
épreuves de confirmation

- Lyse et dénaturation rapide des spécimens 
à l’aide d’agents chaotropiques, afin de:
- Conserver l’intégrité de l’ARN génomique dans 

les spécimens
- Inactiver le virus
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Amplifications par RT-PCR  pour la 
détection du SRAS CoV

1) Trousses commerciales
Artus et Artus/Abbott (RealArt™ HPA-Coronavirus RT 
PCR Reagents assay); réactifs RT-PCR, détection sur 
LightCycler ou ABI 7000
Prodesse SARS/CORONAPLEXTM; inclut les réactifs 
d’extraction, détection colorimétrique
AmplitectTM; réactifs RT-PCR, détection en temps réel 
sur plusieurs plateformes
Novitec® SARS PCR kit; réactifs RT-PCR, détection sur 
gel
Roche LightCycler SARS-CoV Quantification kit; réactifs 
RT-PCR, détection en temps réel (FRET)
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Amplifications par RT-PCR  pour la 
détection du SRAS CoV

2) Trousses « maisons »
Multitude réactifs génériques disponibles
Contrôles positifs et négatifs

Pour les étapes d’extraction
Pour les étapes d’amplification

La sensibilité et la spécificité d’une épreuve sont 
relatives aux paramètres techniques utilisés pour son 
développement

Paramètres de cyclage
Réactifs/concentrations
Méthodes de détection 
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Épreuves RT-PCR pour la détection du 
SRAS CoV

Séquences/contrôles;
1) Amorces disponibles sur le site de l’OMS 

www.who.int/csr/sars/primers/en/
2)  Armored RNA® SARS (Ambion/BNI)
3)  Séquences complètes du SRAS CoV: 

www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/SARS
http://athena.bioc.uvic.ca/sars

22

Préparation
des réactifs

Réception et 
dénaturation

des spécimens
(ESB 2)

Extraction des 
acides nucléiques, 

préparation des
réactions

Pré-PCR

Analyse des 
produits 
RT-PCR

Post-PCR

Épreuves diagnostiques par PCR;
Pratiques et précautions en laboratoire
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En situation de pré-alerte

Un résultat est positif si:
1) Deux réactions RT-PCR, ciblant deux régions 
distinctes du génome sont positives
2) Des réactions RT-PCR sont positives pour deux 
prélèvements  différents, ou pour deux portions 
aliquotes du même spécimen
3) Les résultats sont confirmés par un deuxième 
laboratoire 
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Résumé - Détection du SRAS CoV par 
RT-PCR

1) Détection conventionnelle vs en temps réel
- sensibilité relativement similaire (10 – 50 

copies/réaction)
- la nested PCR n’est pas recommandée
- spécificité relativement similaire
- les méthodes avec détection en temps réel sont plus 

rapides

2) La quantification stricte n’est pas nécessaire pour 
le diagnostic
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Résumé - Détection du SRAS CoV par 
RT-PCR

3) Contamination/précautions de laboratoire
Net avantage de la détection en temps réel

4) Les trousses commerciales de diagnostic SRAS 
sont: 

Coûteuses
Relativement faciles à utiliser
Incluent des échantillons contrôles

5) Un résultat négatif n’infirme pas un cas de SRAS
6) Un résultat positif doit être confirmé par un 

deuxième laboratoire




