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1. INTRODUCTION 
 
Le diagnostic de l’infection au SARS-CoV-2 actuellement disponible au Québec repose principalement sur 
l’extraction d’acides nucléiques, à partir de spécimens cliniques, avec des réactifs commerciaux et la 
détection d’acides nucléiques par RT-PCR. Dans ce contexte de pandémie, les réactifs commerciaux pour 
une extraction d’acides nucléiques ne sont pas toujours disponibles selon les besoins croissants des 
laboratoires. Ainsi, une solution alternative d’extraction thermique d’acides nucléiques, en cas de pénurie 
de réactifs commerciaux, a été envisagée par plusieurs laboratoires. 
Mais, avant d’adopter cette méthodologie d’extraction thermique d’acides nucléiques, les laboratoires 
doivent s’assurer que la chaleur inactive efficacement le virus SARS-CoV-2 dans un niveau de confinement 
biologique 2 (NC2) avant une analyse diagnostique par RT-PCR.  
 
2. OBJET 
 
Inactiver le virus SARS-CoV-2 responsable du COVID-19 dans des spécimens cliniques en vue de leur 
manipulation sécuritaire à des fins de diagnostic moléculaire 
 
3. MATÉRIEL ET MÉTHODE 
 

a. Échantillons 
 
Les spécimens cliniques utilisés sont des échantillons provenant de la sphère nasopharyngée et conservés 
dans du milieu de transport UTM. Le volume, par échantillon, des spécimens cliniques inactivés par la 
chaleur est de 200 µl, conservés dans du liquide de transport UTM, à -80 °C jusqu’à son utilisation. 
Cinq (n=5) spécimens cliniques pour lesquels la RT-PCR a donné des Ct de 15,72 ; 16,16 ; 17,39 ; 17,8 ; 
et 24,61 ont été sélectionnés pour ces tests d’inactivation thermique. 
 

b. Conditions et températures d’inactivation pour chaque spécimen 
 
Deux blocs chauffants réglés à 65 °C et à 90 °C, respectivement, ont été utilisés. Chaque spécimen a 
subi le traitement d’inactivation thermique suivant : 

• 65 °C pendant 15 min 
• 90 °C pendant 2 min 
• 90 °C pendant 5 min 
• Spécimen contrôle non traité à la chaleur 

 
c. Cellules inoculées 

 
Des cellules VeroE6 ayant une croissance confluente après une incubation de 72 heures ont été utilisées 
pour l’infection virale. Milieu de maintien des cellules DMEM 2 %. 
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d. Inoculation et incubation des cellules infectées 
 

Les manipulations ont été effectuées dans un niveau de confinement de classe 3 (NC3) par un personnel 
technique qualifié. 
Pour chaque spécimen, une inoculation de 100 µl d’échantillons inactivé par la chaleur et un échantillon 
non inactivé a été réalisée. 
Les cellules ont été incubées à 36°C avec 5% de CO2 pendant 10 jours 
  

e. Observation des effets cytopathiques 
 
L’observation des effets cytopathiques sur les cellules VeroE6 infectées a été faite après 2 jours, 4 jours, 
7 jours et 10 jours d’incubation. Un renouvellement du milieu a été effectué au jour 7 avec 1 ml de milieu 
DMEM à 2 %. 
 

f. Amplification par RT-PCR 
 

Une détection du gène N du virus SARS-CoV-2 et du gène RdRp par la méthode RT-PCR développée au 
LSPQ, dans le surnageant des cellules infectées et des contrôles, aux différents temps d’incubation a été 
effectuée. Pour ce faire, une portion aliquote de 100 µl de surnageant des milieux cellulaires a été prélevée 
aux jours J-2, J-4, J-7 et J-10 puis congelés à -80 °C avant leur utilisation à des fins de diagnostic. Les 
acides nucléiques ont été extraits avec la plateforme d’extraction Qiasymphony SP. 
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4. RÉSULTATS 
 
a. Observation des effets cytopathiques 
 

Tableau 1. Effets cytopathiques observés à différents temps d’incubation 

# Spécimen Inactivation ECP 
Jour 2 

ECP 
Jour 4 

ECP 
Jour 7** 

 ECP 
Jour 10 

Remarques 

1 
(Ct : 17,8) 

65 °C/15 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/2 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/5 min Non Non Non Non  Aucun ECP 

Non chauffé Non Oui Oui Oui  ECP : Oui 
(Conforme) 

2 
(Ct : 24,6) 

65 °C/15 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/2 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/5 min Non Non Non Non  Aucun ECP 

Non chauffé Non Oui Oui Oui  ECP : Oui 
(Conforme) 

3 
(Ct : 16,2) 

65 °C/15 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/2 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/5 min Non Non Non Non  Aucun ECP 

Non chauffé Non Oui Oui Oui  ECP : Oui 
(Conforme) 

4 
(Ct : 17,4) 

65 °C/15 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/2 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/5 min Non Non Non Non  Aucun ECP 

Non chauffé Non Oui Oui Oui ECP : Oui 
(Conforme) 

5 
(Ct : 15,7) 

65 °C/15 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/2 min Non Non Non Non  Aucun ECP 
90 °C/5 min Non Non Non Non  Aucun ECP 

Non chauffé Non Non Oui Oui ECP : Oui 
(Conforme) 

Contrôle ₵ Vero 
(x2) Non chauffé Non Non Non 

vacuoles Non   Aucun ECP 
(Conforme) 

**Renouvellement de milieu fait à 7 jours 
ECP = effet cytopathique 
Ct : cycle de seuil de positivité RT-PCR pour les spécimens clinique sélectionnés 
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b. Détection par RT-PCR du gène N 
 
Tableau 2. Résultats RT-PCR du gène N sur les extraits du surnageant des cultures virales 

# Spécimen Inactivation 

Valeur de Ct du gène N 

J0 J2 J4 J7** J10 Interprétation 

1 
(Ct : 17,8) 

65 °C/15 min NA 29 29 30 32 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 28 28,5 29 31,8 Aucune croissance 
90 °C/5 min 21,5 31,1 31,8 31,1 34 Aucune croissance 

Non traité 17,8 25,8 17,7 12,7 13,2 Croissance virale 

2 
(Ct : 24,6) 

65 °C/15 min NA 34 34 34,6 38 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 33,3 35,1 34,6 36,8 Aucune croissance 
90 °C/5 min 26,6 Ind. 38,0 Ind. 34,6 Aucune croissance 

Non traité 24,6 26,3 15,8 12,6 12,6 Croissance virale 

3 
Ct : 16,2) 

65 °C/15 min NA 26,1 26,1 27,2 29,5 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 26,1 26,1 27,9 29,0 Aucune croissance 
90 °C/5 min 26,5 31,0 31,8 31,8 33,2 Aucune croissance 

Non traité 16,16 26,1 16,9 13,7 13,7 Croissance virale 

4 
Ct : 17,4) 

65 °C/15 min NA 27,9 27,9 27,9 31,0 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 27,9 27,9 29,0 29,5 Aucune croissance 
90 °C/5 min 20,3 29,5 30,1 31,0 35,1 Aucune croissance 

Non traité 17,4 22,1 12,6 12,6 13,2 Croissance virale 

5 
(Ct : 15,7) 

65 °C/15 min NA 25,3 25,9 26,9 28,8 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 25,9 25,5 26,9 28,8 Aucune croissance 
90 °C/5 min 16,2 25,9 27,6 28,8 28,8 Aucune croissance 

Non traité 15,7 25,9 23,48 12,87 13,4 Croissance virale 
Contrôle ₵ 
nég (x2) Non chauffé NA NA NA NA Ind. Aucune croissance 

 **Renouvellement de milieu fait à 7 jours 
C+ pour le gène N : Seuil de positivité du contrôle, RT-PCR, Ct = 28,9 
NA : Aucune analyse pour ce spécimen 
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c. Détection par RT-PCR du gène RdRp 

 
Tableau 3. Résultats RT-PCR du gène RdRp sur les extraits du surnageant des cultures virales 

# Spécimen Inactivation 

Valeur de Ct du gène RdRp 

J0 J2 J4 J7** J10 Interprétation 

1 
(Ct : 17,8) 

65 °C/15 min NA 30,1 30,7 31,5 33,6 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 29,5 30,2 31,4 33,4 Aucune croissance 
90 °C/5 min 26,6 32,6 33,1 33,7 Ind. Aucune croissance 

Non traité NA 26,6 19,1 14,9 15,5 Croissance virale 

2 
(Ct : 24,6) 

65 °C/15 min NA Ind. 37,2 38,5 Ind. Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 36,0 Ind. Ind. Ind. Aucune croissance 
90 °C/5 min 31,5 Ind. Ind. Ind. Ind. Aucune croissance 

Non traité NA 28,1 17,4 14,4 15,6 Croissance virale 

3 
(Ct : 16,2) 

65 °C/15 min NA 27,4 28,2 29,2 31,3 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 27,2 28,4 29,1 31,4 Aucune croissance 
90 °C/5 min 23,9 33,1 33,1 35,1 35,1 Aucune croissance 

Non traité NA 25,6 18,1 15,7 16,2 Croissance virale 

4 
(Ct : 17,4)  

65 °C/15 min NA 28,2 28,7 29,8 31,8 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 28,8 29,3 30,2 32,5 Aucune croissance 
90 °C/5 min 25,6 32,7 32,5 33,3 35,0 Aucune croissance 

Non traité NA 23,6 14,8 14,8 14,9 Croissance virale 

5 
(Ct : 15,7) 

65 °C/15 min NA 27,6 28,1 29,2 31,4 Aucune croissance 
90 °C/2 min NA 27,4 27,7 29,1 31,2 Aucune croissance 
90 °C/5 min 23,1 28,5 28,9 30,0 31,7 Aucune croissance 

Non traité NA 27,4 25,9 15,6 15,8 Croissance virale 
Contrôle ₵ 
nég (x2) Non chauffé NA NA NA NA Ind. Aucune croissance 

**Renouvellement de milieu fait à 7 jours 
C+ pour le gène RdRp : Seuil de positivité du contrôle, RT-PCR, Ct = 31,8 
NA : Aucune analyse pour ce spécimen 
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5. CONCLUSION 
 
La chaleur inactive le virus SARS-CoV-2 dans un volume de spécimen de 200 µl (UTM) lorsque celui est 
chauffé à 65 °C pendant 15 min, 90 °C pendant 2 min ou à 90 °C pendant 5 min. 
Ces méthodes d’inactivation thermique permettront d’utiliser de façon sécuritaire, des spécimens cliniques, 
contenant du SARS-CoV-2 inactivé, pour des tests de diagnostics moléculaires dans des niveaux de 
confinement réduits. 
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