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1. OBJET
Cette procédure opératoire standard (POS) pour but de décrire les règles, modalités, responsabilités et moyens nécessaires pour réaliser et maîtriser l’amplification des acides nucléiques en utilisant le kit Generic HIV Charge virale, au niveau du laboratoire de biologie moléculaire.
2. DOMAINE D’APPLICATION

Cette procédure s’applique aux éluats contenant l’ARN du VIH-1 préalablement extraits en utilisant le kit GXT NA et aux différents thermocycleurs ABI7500/QS5 Dx/LC96 qu’il est possible d’utiliser pour réaliser cette amplification. Elle s’applique également à tout le personnel autorisé à travailler dans la section de biologie moléculaire.

3. RESPONSABILITÉS
Le/la responsable du laboratoire est chargé·e de veiller à l’application de la présente procédure. Tou·te·s les technicien·ne·s habilité·e·s et autorisé·e·s sont tenu·e·s d’exécuter toutes les tâches liées à l’amplification des acides nucléiques conformément à la présente procédure.

4. ABRÉVIATIONS 
ADNc : Acide Désoxyribonucléique Complémentaire
ARN : Acide Ribonucléique

CI : Contrôle Interne ARN
Ct : Cycle treshold en anglais, Cycle seuil
CV : Charge Virale
DASRI : Déchets d’Activités de Soin à Risques Infectieux
EPI : Équipement de Protection Individuel
FDS : Fiche de Données de Sécurité

NA : Nucleic acid en anglais, Acide Nucléiques 

PCR : Réaction de Polymérisation en Chaine
POS : Procédure Opératoire Standard
RT : Reverse transcription en anglais, Transcription inverse
VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine
5. PRINCIPE
La technique d’amplification du kit Generic HIV CV est basée sur le principe de la RT-PCR en temps réel, avec : (1) la transcription inverse de l’ARN viral en ADN complémentaire (ADNc) ; et (2) l’amplification par PCR de l’ADNc cible et la mesure de fluorescence simultanée résultant de l’hydrolyse d’une sonde de détection oligonucléotidique spécifique du VIH-1 marquée en 5’ avec un fluorochrome émetteur (« reporter ») et en 3’ avec un groupement non fluorescent suppresseur (« quencher »). Pendant la phase d’hybridation/extension combinée de la PCR, la sonde est clivée par l’activité exonucléasique 5’→ 3’ de la Taq polymérase : elle libère et sépare le « reporter » du « quencher ». Cela se traduit par une fluorescence détectable qui est proportionnelle à la quantité de produits PCR accumulés. Cette fluorescence est détectée à partir d’une valeur seuil correspondant à un certain nombre de cycles d’amplification appelée Ct (« Cycle treshold »).
Chaque plaque d’amplification comprend une gamme de 05 standards étalonnés pour permettre de tracer une courbe standard Ct en fonction de la charge virale (exprimée en Log10 copies/mL). La charge virale de chaque échantillon testé est obtenue en extrapolant, à partir de la courbe standard, la charge virale correspondant à la valeur de Ct de chaque échantillon.
Le kit Generic HIV CV cible une séquence consensus dans la région hautement conservée nommée LTR (« Long Terminal Repeat ») du génome du virus du VIH-1 groupe M. Ainsi, ce kit permet de détecter et de quantifier correctement les virus du VIH-1 groupe M (dont les sous-types non-B et nombreux recombinants comme les CRF02_AG circulant en Afrique de l’Ouest et Centrale). Par contre, il ne permet pas de détecter et quantifier correctement les VIH-1 des groupes N, O et P 
(Cf. partie Bibliographie, en fin de POS). 
6. PRÉCAUTIONS GÉNÉRALES DE SÉCURITÉ
· Utiliser un EPI (blouse de laboratoire et gants) pendant toute la procédure.

· Des changements dans le traitement des échantillons ou dans les procédures peuvent conduire à des résultats de tests de CV VIH invalides.

· Avant de commencer, lire et comprendre les FDS pour tout produit chimique associé à cette POS.

· Les réactifs et les instructions fournies avec le kit d’amplification ont été validés pour des performances optimales. Des dilutions supplémentaires de réactifs ou des changements dans les températures d’incubation peuvent conduire à des résultats faux ou discordants.

· Ne pas utiliser le kit et les consommables ou réactifs nécessaires au-delà de leur date de péremption.

· Se laver soigneusement les mains après avoir effectué le test.

7. RÉACTIFS, CONSOMMABLES ET ÉQUIPEMENT
7.1. Non spécifiques à cette procédure
· 3 blouses de laboratoire différentes afin d’éviter les contaminations : une pour préparer les réactifs (jetable ou en coton), une autre pour déposer les éluats ARN du VIH-1 dans la plaque d’amplification (en coton) et la dernière pour un usage en salle d’amplification uniquement (en coton) ;
· Gants nitrile, sans poudre, à usage unique ;

· Solution de lavage oculaire ;

· Marqueurs à encre permanente, pointe fine ;

· Stylos ;

· Bac et sacs de collecte des DASRI ;

· Bac et sacs de collecte des déchets ménagers ;

· Solution hydro-alcoolique détergente et désinfectante (ou éthanol 70%) pour le nettoyage de la paillasse ;

· Papier absorbant jetable ;

· Savon pour le lavage des mains.
7.2. Réactifs spécifiquement utilisés pour cette procédure

· Principaux composants du Kit d’amplification Generic HIV Charge Virale (Biocentric) pour 220 tests (Réf. TR001-250IC) ou 440 tests (Réf. TR001-440IC) :
· 1 tube de « mix enzymatique 4X » : transcriptase inverse et ADN polymerase pour PCR hot-start rapide, inhibiteur de ribonucléase recombinant et marqueur ROXTM, équilibrés dans un tampon ;
· 1 tube d’amorce A : amorce sens (18 nucléotides) ciblant le VIH-1 groupe M ;
· 1 tube d’amorce B : amorce anti-sens (21 nucléotides) ciblant le VIH-1 groupe M ;
· 1 tube de sonde C : sonde TaqMan (15 nucléotides) avec le « reporter » le fluorophore FAMTM en 5’ et le « quencher » non-fluorescent MGB en 3’ et ciblant le VIH-1 groupe M ; 
· 1 tube d’amorces et sondes IC Primers/sonde-Cy5 lyophilisé : amorces ciblant la matrice ARN de contrôle interne (CI) et sa sonde marquée avec le "reporter" fluorophore Cy5 en 5’ ;
· 1 notice d’utilisation, à vérifier régulièrement pour faire le suivi des mises à jour et actualisation de cette POS.
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7.3. Consommables (sans nucléases) et supports de travail spécifiquement utilisés pour cette POS
· Fiche d’amplification (ou plan de plaque) ; éditée à partir de l’outil Feuille de route HIV CV ;
· Collecteur de paillasse pour déchets non infectieux ;
· Microtubes de 1,5 ou 2 mL en plastique, fond conique (avec bouchon à vis ou pression) ;
· Embouts à filtres avec barrière anti-aérosols pour micropipettes 2-20 μL, 20-200 μL, 5-300 μL et 100-1000 μL ;
· Eau distillée pour biologie moléculaire ;
· Plaque de 96 puits (blanche ou transparente) compatible avec le thermocycleur utilisé ;
· Film adhésif pour plaque de 96 puits.
7.4. Matériel et équipement

· Congélateurs avec onduleur/régulateur et thermomètre indépendant (non encastré), pour le stockage des réactifs du kit d’amplification et des éluats ARN du VIH-1 ;
· Thermocycleur pour PCR en temps réel au choix : ABI7500 ou QuantStudio 5Dx (QS5Dx) (Applied Biosystems) ; ou LightCycler 96 (LC96) (Roche LifeScience) ; ou autre thermocycleur pouvant être utilisé avec le kit d’amplification Generic HIV CV ;
· Station de travail PCR ;
· Mini-centrifugeuse de paillasse ;

· Centrifugeuse pour microplaque de 96 puits ; 

· Agitateur-vortex ;

· Mini-agitateur-vortex ;

· Micropipettes 2-20 μL, 20-200 μL et 100-1000 μL, avec portoirs ;

· Micropipette électronique multidistributrice 10-300μL, avec portoir, pour la distribution du mélange réactionnel dans la plaque de 96 puits ;
· Portoir pour microtubes 1,5 mL ;
· Portoir pour éléments du mélange réactionnel ;
· Portoir de refroidissement pour plaques de 96 puits (-20°C) ;
· Base de support pour plaques de 96 puits ;
· Applicateur (ou raclette) de film adhésif pour plaques de 96 puits.
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8. ÉCHANTILLONS, STANDARDS ET CONTROLES
Éluats ARN du VIH-1 issus des échantillons de plasma, standards et contrôles à analyser, 10 μL 
9. MISE EN ŒUVRE DE LA PROCÉDURE
9.1. Préparer le mélange réactionnel de PCR en temps réel
1. Au bureau, préparer et imprimer la Fiche d’amplification contenant : le plan de plaque de 96 puits avec les identifiants des échantillons de plasma, standards et contrôles à analyser ainsi que la composition du mélange réactionnel de la PCR (Cf. Instructions d'utilisation de la Feuille de Route Generic HIV charge virale) ;
Remarque : la composition du mélange est calculée à partir du nombre “N” comprenant les échantillons à tester (82 au maximum), les 5 standards VIH-1 de charge virale (1E7, 1E6, 1E5, 1E4 et 1E3), le contrôle positif (VIH-1 positif) testés en dupliquât, ainsi que les contrôles négatifs (VIH-1 négatif et eau de biologie moléculaire). Afin d’avoir un volume réactionnel final suffisant pour prendre en compte les pertes de de mélanges réactionnel perdus lors des pipetage répétés (volumes morts), multiplier les volumes d’eau de de réactifs indiqués dans le Tableau 1 par “N+4 ou N+5” (ou « N+6 ou N+ 7 » si N>56).

Tableau 1. Préparation du mélange réactionnel

	Réactifs
	Couleur du bouchon
	Pour 1 test (µl)

	H2O (sans nucléase)
	
	
	3

	Mix Enzymatique
	Vert
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	5

	Amorce A
	Violet
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	0,5

	Amorce B
	Rouge
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	0,5

	Sonde C
	Blanc
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	0,5

	Amorces IC/sonde-Cy5
	Marron
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	0,5

	Total
	
	
	10


2. Dans l’espace de préparation des réactifs, décongeler les réactifs (20 à 30 minutes), et si besoin l’eau de biologie moléculaire préalablement aliquotée ;
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3. Reconstituer le mélange Primers IC/Sonde-Cy5 lyophilisé, si nécessaire :
· Centrifuger brièvement le tube de CI (bouchon marron) avant ouverture, pour s’assurer que les composants lyophilisés ne déborderont pas lors de l’ouverture du tube ;
· Ajouter 165 µL d’eau de biologie moléculaire pour remettre en suspension le lyophilisat ;
· Fermer le tube et vortexer pendant 5 secondes ; puis centrifuger très brièvement 
(1 seconde) pour éliminer les gouttelettes présentes sur le bouchon et les parois ;
· Incuber pendant 5 minutes à température ambiante, pour obtenir une solution homogène. 
4. Préparer la solution de mélange réactionnel, en respectant les indications données dans la fiche d’amplification (Cf. Tableau 1) ;
· Régler au préalable les différentes micropipettes (2-20 μL, 20-200 μL et 100-1000 μL) en fonction des différents volumes à prélever ;
· Etiqueter un nouveau microtube qui sera utilisé pour la préparation du mélange réactionnel et ajouter d’abord le volume d’eau de biologie moléculaire nécessaire ;
· Vortexer doucement et très brièvement (1 seconde) chacun des 5 tubes de réactifs ; puis   centrifuger très brièvement (1 seconde) ;
· Pipeter doucement et précisément chacun des volumes des 5 réactifs du kit (Cf. Tableau 1) et les ajouter un à un dans le microtube de mélange réactionnel, en prenant le soin de bien changer d’embouts entre les différents réactifs ;

· Vortexer doucement et très brièvement (1 seconde) le microtube afin d’obtenir une solution mélange réactionnel homogène; 
· Centrifuger très brièvement (1 seconde) pour éliminer les gouttelettes présentes sur la paroi du microtube ;
· Ranger les réactifs dans le congélateur -25°C avant de passer à l’étape suivante.
9.2. Préparer la plaque réactionnelle de PCR en temps réel
1. Dans l’espace de préparation des réactifs, distribuer 10 μL de la solution de mélange réactionnel pour chaque échantillon de plasma, standards et contrôles à analyser dans la plaque de 96 puits, à l’aide de la micropipette électronique multidistributrice ; puis vérifier visuellement que tous les volumes déposés dans les puits soient corrects ; 
2. Dans l’espace de préparation de la plaque, vortexer doucement pendant 5 secondes les tubes d’éluats ARN du VIH-1 issus des échantillons de plasma, standards et contrôles à analyser 
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3. Vérifier que l’identification et l’organisation des tubes d’éluats corresponde au plan de plaque (fiche d’amplification) pour chacun des 96 puits ; vérifier que l’organisation des embouts 20 µL corresponde aussi au plan de plaque ;
4. Ajouter 10 μL d’éluats dans chaque puit de la plaque contenant déjà du mélange réactionnel, en suivant scrupuleusement le plan de plaque (fiche d’amplification) ;
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5. Vérifier visuellement que tous les volumes déposés dans les puits soient corrects ; 
6. Recouvrir soigneusement la plaque réactionnelle avec le film adhésif (sans toucher le film avec les doigts) en utilisant l’applicateur (ou raclette) pour films adhésifs ; vérifier que le film soit correctement scellé au niveau de toutes les bordures de la plaque et entre les puits.
9.3. Préparer le thermocycleur et réaliser l’amplification
1. Dans la salle d’amplification, allumer le thermocycleur ;
2. Laisser l’appareil s’initialiser et pendant ce temps, centrifuger la plaque réactionnelle pendant 10 secondes afin d’éliminer les bulles d’air présentes dans certains puits ;
3. Charger la plaque dans le thermocycleur ;
4. Insérer la clé USB contenant le fichier d’amplification dans le port USB de l’appareil et le sélectionner (Cf. Instructions d'utilisation de la Feuille de Route Generic HIV charge virale)
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5. Vérifier que le plan de plaque présenté dans le thermocycleur corresponde à celui de la fiche d’amplification pour chacun des 96 puits ;
6. Appuyer sur le bouton « START » pour lancer le programme d’amplification indiqué par le fournisseur (Cf. Notice d’utilisation du kit d’amplification Generic HIV CV)
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7. Lorsque l’amplification est terminée, retirer la plaque du thermocycleur (en étant munis de gants) et l’éliminer sans retirer le film adhésif ;
8. Retirer la clé USB contenant les données brutes à analyser, puis éteindre le thermocycleur ;

9. Pour l’analyse des données brutes, se référer à la Procédure d’interprétation des données brutes et validation des résultats de charge virale VIH-1.
10. DOCUMENTS ET OUTILS ASSOCIÉS
· Feuille de route - Generic HIV charge virale sur LC96 ou QS5 (OPP-ERA-Laboratoire-Analytique-FdR-generic-HIV-CV-LC96 ou QS5)

· Instructions d'utilisation de la Feuille de Route Generic HIV CV avec les thermocycleurs LightCycler96 ou QuantStudio5Dx (OPP-ERA-Labo-Analytique-Instructions-FdR-generic-HIV-CV-LC96 ou QS5) 
· Procédure d’interprétation des données brutes et validation des résultats de charge virale VIH-1 (OPP-ERA-Labo-Post-analytique-Procedure-interpretation-resultats) 
· Aide-mémoire - Préparation de la plaque d'amplification (OPP-ERA-Labo-Analytique-Aide-mémoire-amplification) – à afficher au-dessus de la paillasse de préparation du mix réactionnel
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Conservation : Les réactifs du kit d’amplification doivent être conservés à -25°C �(entre -30°C et -18°C). 





Précaution : Chaque zone de travail (préparation des réactifs, extraction) doit disposer de matériels et consommables distincts et correctement identifiés, incluant les micropipettes, embouts et portoirs afin d’éviter les contaminations.





Précaution : Il est conseillé de préparer des aliquotes d’eau de biologie moléculaire  en amont afin de limiter les contaminations.





Précaution : Veiller à ne pas centrifuger les tubes d’éluats d’ARN du VIH-1 avant utilisation pour que les billes magnétiques résiduelles restent en suspension.





Précaution : Changer d’embouts entre chaque tube d’éluat et séparer sur un deuxième portoir les tubes déjà pipetés au fur et à mesure des dépôts, pour éviter les contaminations.





Avertissement : Afin d’éviter l’intrusion de virus informatique dans le thermocycleur, la clé USB doit être spécifiquement dédiée à l’utilisation du thermocycleur (pour le lancement du programme d’amplification et la récupération des données brutes).








Précaution : Afin d’éviter les contaminations par des amplicons, ne jamais retirer le film adhésif de la plaque analysée avec les cibles virales amplifiées, à partir de cette étape et ce jusqu’à son élimination du laboratoire. 
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