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1. OBJET
Cette procédure opératoire standard (POS) a pour but de décrire les règles, modalités, responsabilités et moyens nécessaires pour réaliser et maîtriser le contrôle qualité d’un nouveau lot de réactifs d’amplification.
2. DOMAINE D’APPLICATION

Cette procédure s’applique à tout nouveau lot de réactifs d’extraction Generic HIV Charge virale réceptionné au laboratoire. Elle est réalisée en complément de la procédure générale de réception de réactifs et consommables au niveau du laboratoire conformément aux directives nationales 
(Cf. Fiche de réception des commandes pour exemple : OPP-ERA_Appro_Gestion_des_Stocks_Outils). Plus rarement, elle peut s’appliquer lorsque les conditions de conservations des réactifs n’ont pas été rigoureusement respectées. 
Elle s’applique à toute personne autorisée à réaliser le contrôle de qualité des lots de réactifs.

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 au contrôle de qualité des lots de réactifs conformément à la présente procédure.

4. ABRÉVIATIONS 
ARN : Acide Ribonucléique

CI ou IC : Contrôle Interne ARN
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 

POS : Procédure Opératoire Standard
VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine

5. PRÉCAUTIONS GÉNÉRALES DE SÉCURITÉ
· Considérer tous les échantillons, standards et contrôles VIH-1 comme potentiellement infectieux et les manipuler en respectant les règles établies ;
· 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 ;
· La qualité de l’amplification dépend de la qualité de l’extraction de l’ARN et de sa conservation ;

· 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 ;
· Respecter strictement les critères d’acceptation en suivant les instructions du fournisseur 
(Cf. Notice d’utilisation du kit Generic HIV CV) ;

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

6. RÉACTIFS, CONSOMMABLES ET ÉQUIPEMENT
6.1. 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);

· Lunettes ou écran de protection facial (contre les projections de liquide ou particules) ;

· 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 javel diluée à 0,5% et éthanol 70%) pour le nettoyage de la paillasse ;

· Papier absorbant jetable ;

· Savon pour le lavage des mains.

6.2. Réactifs 

· Kit de Protéinase K concentrée à 100 mg/mL (activité > 30 unités/mg) (Réf. 405-002-100) ;
· Kit d’extraction des acides nucléiques GXT NA (Hain Lifescience, Réf. 12.08.02 ;

· Tous les composants du Kit d’amplification Generic HIV Charge Virale (Biocentric) pour 220 tests (Réf. TR001-250IC) ou 440 tests (Réf. TR001-440IC) ; 
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6.3. Consommables (sans nucléases) et supports de travail spécifiquement utilisés pour cette POS

· Fiches d’extraction et d’amplification ; éditée à partir de l’outil Feuille de route HIV CV ;

· Collecteur Safety Box DASRI ;

· Microtubes de 1,5 mL en plastique, fond conique, avec bouchon à vis (tubes « screwcap ») ;

A noter : il est aussi possible d’utiliser des microtubes de 1,5 mL avec bouchon à pression (tubes « snapcap ») (à utiliser de préférence uniquement comme tubes d’élution)

· Embouts à filtres barrières anti-aérosols pour micropipettes 1-10 μL, 20-200 μL, 5-300 μL et 100-1000 μL;

· Eau pour biologie moléculaire :
· Plaque de 96 puits (blanche ou transparente) compatible avec le thermocycleur utilisé ;

· Film adhésif pour plaque de 96 puits.

6.4. Matériel et équipements

· Ordinateur de bureau (avec logiciel du thermocycleur) ;
· Congélateurs avec onduleur/régulateur et thermomètre indépendant (non encastré), pour le stockage des échantillons et des réactifs du kit d’amplification ;

· Extracteur des acides nucléiques : automate Arrow (NorDiag) ou GenoXtract 12 
(Hain Lifesciences) (Réf. 8.31.01) ;

· Outil perforateur pour les cartouches d’extraction (Réf. 8.34.04) ; 

· 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 ;

· Clé USB dédiée au thermocycleur ;

· Station de travail PCR, pour la préparation des réactifs ;

· Centrifugeuse de paillasse pour cryotubes 2 mL;

· Centrifugeuse de paillasse pour microtubes 1,5 mL ; 

· Mini-centrifugeuse de paillasse, pour la préparation des réactifs ;

· Agitateur-vortex ;

· Mini-agitateur-vortex, pour la préparation des réactifs ;

· Micropipettes 0,5-10 μL, 2-20 μL, 20-200 μL et 100-1000 μL, avec portoirs ;

· Micropipette électronique multidistributrice 10-300μL, avec portoir ;
· Portoirs pour cryotubes 2mL;

· Portoirs pour microtubes 1,5 à bouchon à vis, et pour bouchon à pression si besoin ;
· 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.
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



7. ÉCHANTILLONS

Dans le cas d’une comparaison entre ancien et nouveau lot (étape 8), il est possible d’utiliser des échantillons de plasma (EDTA) humain (volume total de 550 µL au minimum) déjà analysés au laboratoire en utilisant la même plateforme, et ayant une valeur de charge virale VIH-1 connue. Il est aussi possible de faire ce contrôle de qualité sans utiliser d’échantillon déjà analysé (étape 9).

8. MISE EN ŒUVRE DE LA PROCÉDURE – COMPARAISON AVEC UN KIT D’UN ANCIEN LOT ET DES ÉCHANTILLONS DÉJÀ TESTÉS
8.1. Réalisation du test de contrôle qualité des réactifs d’extraction

1. Parmi les échantillons de plasma déjà testés, sélectionner 05 échantillons ayant les caractéristiques suivantes :

· 1 échantillon avec une valeur CV VIH-1 indétectable

· 2 échantillons avec une valeur CV VIH-1 faible (3-4 Log10 copies/mL)

· 2 échantillons avec une valeur CV VIH-1 forte (> 4 Log10 copies/mL)

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



2. Sélectionner au hasard, 2 kits d’amplification dans le lot à tester ; si le lot est composé de ≤2 kits, tester tous les kits d’amplification ;

3. Sélectionner au hasard, 1 kit d’amplification dans le lot ancien, en vérifiant que la date de péremption n’est pas dépassée et en s’assurant que les conditions de conservation des réactifs ont été rigoureusement respectées, afin qu’il puisse servir de référence ;

4. Faire l’extraction de 2 séries d’échantillons de plasma, standards et contrôles positifs (d’après la liste du Tableau 1) en se référant à la Procédure d’extraction des acides nucléiques avec le kit GXT NA ; 

Remarque : A l’aide de l’outil Feuille de route HIV CV, il est possible de générer un modèle de feuille de route à utiliser à chaque fois que cette procédure spécifique sera réalisée.

Tableau 1. Liste d’extraction à réaliser 2 fois avec 1 même kit d’extraction.
	1
	Standard 1E7

	2
	Standard 1E6

	3
	Standard 1E5

	4
	Standard 1E4

	5
	Standard 1E3

	6
	Contrôle qualité positif (VIH-1)

	7
	Contrôle qualité négatif (VIH-1)

	8
	Echantillon 1 (CV indétectable)

	9
	Echantillon 2 (CV VIH-1 faible)

	10
	Echantillon 3 (CV VIH-1 faible)

	11
	Echantillon 2 (CV VIH-1 forte)

	12
	Echantillon 2 (CV VIH-1 forte)


 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



5. Pour chaque kit d’amplification, préparer un mélange réactionnel (d’après Tableau 2) en utilisant les réactifs du kit ; en se référant à Procédure d’amplification des acides nucléiques  VIH avec le kit Generic HIV Charge Virale ; soit 3 mélanges réactionnels à réaliser en parallèle par le même opérateur ;
Tableau 2. Composition du mélange réactionnel, avec N = 72 (42 puits pour standards et contrôles qualité ; 30 puits pour les échantillons).
	N=
	72
	N+6 =
	78

	Réactifs
	Couleur bouchon
	Pour 1 test (µl)
	Pour N+6 tests (µl)

	H2O Bio. Mol
	
	
	3
	234

	Mix Enzymatique
	Vert
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	5
	390

	Amorce A
	Violet
	
[image: image6]
	0,5
	39

	Amorce B
	Rouge
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	0,5
	39

	Sonde C
	Blanc
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	0,5
	39

	Amorces CI/sondeCy5
	Marron
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	0,5
	39

	Total
	
	
	10
	780


6. Faire les dépôts de mélange réactionnel et des éluats contenant l’ARN du VIH-1 (d’après le Tableau 3)  et réaliser l’amplification (Cf. Procédure d’amplification des acides nucléiques  VIH avec le kit Generic HIV CV) ;
Tableau 3. Plan de plaque pour le contrôle de qualité des lots de réactifs d’extraction, avec comparaison ancien lot et utilisation d’échantillon analysés au préalable.

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	C-
	Ech1
	Ech2
	Ech3
	Ech4
	Ech5

	B
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	H20
	Ech1
	Ech2
	Ech3
	Ech4
	Ech5

	C
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	D
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	C-
	Ech1
	Ech2
	Ech3
	Ech4
	Ech 5

	E
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	H20
	Ech1
	Ech2
	Ech3
	Ech4
	Ech 5

	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	G
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	C-
	Ech1
	Ech2
	Ech3
	Ech4
	Ech 5

	H
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	H20
	Ech1
	Ech2
	Ech3
	Ech4
	Ech 5


	
	Extraction ancien kit

	
	Extraction nouveau kit 1

	
	Extraction nouveau kit 2


7. Charger la plaque scellée hermétiquement avec un film adhésif dans le thermocycleur ;

8. Faire l’analyse complète de la plaque et des échantillons en se référant à la Procédure d’interprétation des données brutes et validation des résultats de tests CV VIH-1 : pour chacun des kits, calculer la pente et R2 de la courbe de standards, ainsi que les valeurs de contrôles de qualité positifs et des échantillons ; soit 3 analyses à réaliser en parallèle par le même opérateur.
8.2. Critères de validation d’un nouveau kit d’amplification
1. Les critères d’acceptation de l’essai sont valides pour le kit d’amplification testé (valeur de pente [-3,6 ;-2,9] et R2 ≥0,95, contrôle négatif indétectable et valeur du contrôle positif égale à 3,7 ± 0,4 log10 copies/mL) ;

2. Les valeurs de charge virales VIH-1 des échantillons traités en utilisant le kit d’amplification à tester sont comparables avec celles obtenues avec l’ancien kit d’amplification utilisé comme référence (≤ 0,5 log10 copies/mL).

8.3. Acceptation ou rejet du lot de réactifs d’amplification
1. Si les 2 kits à tester sont valides, le lot est accepté ;

Si l’un des kits est invalide, le protocole devra être repris, si possible par un·e autre manipulateur·trice habilité·e à la réalisation de test de CV VIH sur la plateforme OPP  et en utilisant les mêmes kits d’extraction et le même kit d’amplification ;

2. En cas de deuxième test par un nouveau manipulateur, si les 2 kits sont valides, le lot est accepté ; si ce 2ème test confirme les résultats obtenus lors du 1er test, alors le lot est rejeté.

9. MISE EN ŒUVRE DE LA PROCÉDURE – SANS COMPARAISON AVEC UN KIT D’UN ANCIEN LOT
Remarque : Dans le cas où la comparaison avec un ancien kit d’extraction n’est pas possible, il est envisageable de faire un contrôle qualité du lot en suivant les étapes ci-dessous. 

9.1. Réalisation du test de contrôle qualité des réactifs d’extraction

1. Sélectionner au hasard, 3 kits d’amplification dans le lot à tester ; si le lot est composé de ≤3 kits, tester tous les kits d’amplification ;
2. Faire l’extraction de 2 séries échantillons de plasma, standards et contrôles positifs (d’après la liste du Tableau 4) en se référant à la Procédure d’extraction des acides nucléiques avec le kit GXT NA ; 
Remarque : A l’aide de l’outil Feuille de route HIV CV, il est possible de générer un modèle de feuille de route à utiliser à chaque fois que cette procédure spécifique sera réalisée.

Tableau 4. Liste d’extraction (sans échantillon) à réaliser 2 fois avec 1 même kit d’extraction.
	1
	Standard 1E7

	2
	Standard 1E6

	3
	Standard 1E5

	4
	Standard 1E4

	5
	Standard 1E3

	6
	Contrôle qualité positif (VIH-1)

	7
	Contrôle qualité négatif (VIH-1)


 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



3. Pour chaque kit d’amplification, préparer un mélange réactionnel (d’après Tableau 5) en utilisant les réactifs du kit ; en se référant à Procédure d’amplification des acides nucléiques  VIH avec le kit Generic HIV Charge Virale ; soit 3 mélanges réactionnels à réaliser en parallèle par le même opérateur ;
Tableau 5. Composition du mélange réactionnel, avec N = 42 (standards et contrôles qualité).
	N=
	42
	N+4 =
	46

	Réactifs
	Couleur bouchon
	Pour 1 test (µl)
	Pour N+4 test (µl)

	H2O Bio. Mol
	
	
	3
	138

	Mix Enzymatique
	Vert
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	5
	230

	Amorce A
	Violet
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	0,5
	23

	Amorce B
	Rouge
	
[image: image13]
	0,5
	23

	Sonde C
	Blanc
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	0,5
	23

	Amorces CI/sondeCy5
	Marron
	
[image: image15]
	0,5
	23

	Total
	
	
	10
	460


4. Faire les dépôts de mélange réactionnel et des éluats contenant l’ARN du VIH-1 (d’après le Tableau 3)  et réaliser l’amplification (Cf. Procédure d’amplification des acides nucléiques  VIH avec le kit Generic HIV CV) ;
Tableau 6. Plan de plaque pour le contrôle de qualité des lots de réactifs d’extraction.
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	
	10
	11
	12

	A
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	C-
	
	
	
	
	
	

	B
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	H20
	
	
	
	
	
	

	C
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	D
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	C-
	
	
	
	
	
	

	E
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	H20
	
	
	
	
	
	

	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	G
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	C-
	
	
	
	
	
	

	H
	E7
	E6
	E5
	E4
	E3
	C+
	H20
	
	
	
	
	
	


	
	Mix du kit 1, standards et contrôles extraits du kit 1

	
	Mix du kit 2, standards et contrôles extraits du kit 2

	
	Mix du kit 3, standards et contrôles extraits du kit 3


5. Charger la plaque scellée hermétiquement avec un film adhésif dans le thermocycleur ;

6. Faire l’analyse complète de la plaque et des échantillons en se référant à la Procédure d’interprétation des données brutes et validation des résultats de tests CV VIH-1 : pour chacun des kits, calculer la pente et R2 de la courbe de standards, ainsi que les valeurs de contrôles de qualité positifs et des échantillons ; soit 3 analyses à réaliser en parallèle par le même opérateur.
9.2. Critères de validation d’un nouveau kit d’amplification
Les critères d’acceptation de l’essai sont valides pour le kit d’amplification testé (valeur de pente [-3,6 ;-2,9] et R2 ≥0,95, contrôle négatif indétectable et valeur du contrôle positif égale à 3,7 ± 0,4 log10 copies/mL).
9.3. Acceptation ou rejet du lot de réactifs d’amplification 

1. Si les 3 kits à tester sont valides, le lot est accepté ; 
Si l’un des kits est invalide, le protocole devra être repris, si possible par un·e autre manipulateur·trice habilité·e à la réalisation de test de CV VIH sur la plateforme OPP  et en utilisant les mêmes kits d’amplification et le même kit d’extraction ;

2. En cas de deuxième test par un nouveau manipulateur, si les 3 kits sont valides, le lot est accepté ; si ce 2ème test confirme les résultats obtenus lors du 1er test, alors le lot est rejeté.

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 charge virale avec le thermocycleur LightCycler96 ou QuantStudio5 Dx (OPP-ERA-Labo-Analytique-Instructions-FdR-generic-HIV-CV-LC96 ou QS5) 

· Procédure d’extraction des acides nucléiques avec le kit GXT NA (Hain Lifescience) (OPP-ERA-Laboratoire-Analytique-Procedure-extraction)
· Procédure d’amplification des acides nucléiques  VIH avec le kit Generic HIV Charge Virale (Biocentric) (OPP-ERA-Laboratoire-Analytique-Procedure-amplification)
·  Procédure d’interprétation des données brutes et validation des résultats de tests de charge virale VIH-1 (OPP-ERA-Laboratoire-Post-analytique-Procedure-interpretation-resultats)
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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, amplification) doit disposer de matériels et consommables distincts et correctement identifiés, incluant les micropipettes, embouts et portoirs afin d’éviter les contaminations.





Précaution : Les échantillons de plasma doivent avoir un volume total de 550 µL au minimum afin de pouvoir réaliser 2 séries d’extraction.





Précaution : Utiliser les cartouches d’un même lot pour réaliser ces deux séries d’extraction.





Précaution : Utiliser les cartouches d’un même lot pour réaliser ces deux séries d’extraction.
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