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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel

m htCycler 480l de Roche Laboratoire de santé publique du Québec

. PREAMBULE

Ce document est une nouvelle procédure.

Il. OBJET

Ce document vise a fournir I'essentiel des informations nécessaires au paramétrage du
logiciel, a la configuration d’un essai, a la production d’un rapport d’analyse et a I'entretien et
la calibration de I'appareil.

lll. CHAMPS D’APPLICATION
Ce document est destiné au personnel ayant a réaliser des analyses sur I'appareil de PCR
en temps réel LC480 Il de Roche.

IV. DEFINITION DES TERMES

N/A

V. EXPOSE DE LA PROCEDURE
A) Principe

Le LightCycler 480 Il de Roche est un appareil de PCR en temps réel offrant difféerentes
chimies pour la détection de géne, P'analyse d’expression de géne et de variations
genetiques.

Ses différents formats de détection variant entre 440-618 nm pour I'excitation et 488-660
nm_pour I'emission des fluorophores permettent de détecter simultanément jusqu’a 6
cibles différentes dans un méme puits.

Les differents formats de detections sont :

Canal 500 | 530 “ 660 700
Fluorophores Cyan | £am LC610 LC660 | LCT705
calibrés 500
Fluorophores ) ) ROX Cy5 Cv5.5
compatibles Texas Red Atto647 yo-
Excitation/émission [[RNEES ‘}f’;%‘ 533-610 618-660 | 618-660

Puisque I'appareil permet de sélectionner une combinaison d’ondes excitation/émission
(et non un fluorophore précis pré-calibre), 'appareil est en principe compatible avec tous
les fluorophores sur le marché qui peuvent étre détectés sous les différents canaux
offerts par I'appareil.
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel

m htCycler 480l de Roche Laboratoire de santé publique du Québec

Les fluorophores qui sont calibrés dans leur canal approprié ou compatibles avec la
compensation de couleur offerte par la compagnie sont inscrits dans le tableau ci-haut;
par contre, si le fluorophore sélectionné ne fait par parti de 'ensemble de compensation
de couleur de Roche ou n’est pas inscrit comme compatible. il est recommandé de
calibrer_le fluorophore et faire une compensation de couleur maison afin_d’obtenir de

meilleurs résultats pour les fins d’analyse.

A noter que si la chimie SYBR green est utilisé (pour la détection générale de produits
PCR), la détection doit se faire dans le canal 530.

L'appareil permet 'utilisation de parameétres de cyclages standards ou rapides.

B) Entreposage

L’appareil doit étre localisé dans une piece dont |a température ambiante se situe entre
15°C et 32°C et le taux d’humidité se situe entre 30 et 80%. Il ne doit pas étre situé pres
de systémes de chauffage ou de refroidissement ni exposé a la lumiére du soleil. Il ne
doit pas étre installé sur le méme comptoir que des instruments générant des vibrations,
tels que des centrifugeuses ou des pompes. Afin de permettre un refroidissement et un
acces adequat a l'appareil, laisser un_minimum de 6 pouces d’espacement autour de
appareil.

C) Maintenance

Le LightCycler 480 Il ne requiert aucune maintenance particuliére, ni par le fabricant, ni
par le propriétaire :

- Au besoin, nettoyer I'extérieur de I'appareil avec un chiffon imbibé d’alcool.

- Si nécessaire, il est possible de nettoyer le « thermal block cycler » et le « block
cycler cover » avec un chiffon a l'alcool en évitant de toucher aux composantes
électroniques.

Pour nettoyer le « thermal block unit », pipetter 125 pl d’alcool 70%, laisser agir 15
minutes et ensuite faire des « up and down » a l'aide d’'une multi-pipette; enlever tout
I'alcool et laisser sécher jusqu’a évaporation complete avant de remettre dans

'appareil.
Identification bactérienne Biologie moléculaire PR-IDBM-065
Numeéro d’approbation : Erreur ! Nom de propriété de document Version 01

Page 4 de 21



H:e’:::gyactlgnliggl: :2':;;::8“ FCR en tempe roel Laboratoire de santé publique du Québec

- La lampe au xénon de I'appareil doit étre changer lorsque son intensité diminue de
plus de 50%; dans ce cas, le logiciel de I'appareil émettra un avertissement de
changement de la lampe.

Lors du changement: éteindre l'appareil minimum 20 minutes précédant le
changement et débrancher le cable d’alimentation. Porter des équipements de
protection (sarrau, gants, lunettes, et protéger le cou avec un équipement approprié)
car méme si le risque est trés minime, il existe un danger d’explosion de la lampe du
a la difféerence de pression entre I'extérieur et I'intérieur de la lampe. S’assurer que le
nouveau bulbe est propre et qu’aucune trace de saleté n’est présente; dans le cas
contraire, nettoyer le bulbe doucement avec un chiffon sans charpie imbibé d’alcool.
Se référer au manuel d’utilisateur pour les étapes a suivre pour le changement.
Disposer du vieux bulbe au secteur Physico-chimie ou en disposer de la facon
suivante : envelopper le bulbe dans un linge épais; casser le bulbe et disposer dans
une poubelle (le bulbe ne contient aucune matiére dangereuse pour
'environnement).

- Une fois par an, les deux filtres a poussiére de I'appareil doivent étre changer (Cat.
No. 04686128001)

- Au besoin, changer les fusibles en fin de vie; se référer au manuel d’utilisateur pour
les étapes a suivre pour le changement.
D) Calibration

L’appareil ne requiert aucune calibration de ses composantes (ex. bloc chauffant).
Une calibration des fluorophores (compensation de couleur) doit étre effectuée une fois
lors de [Tlinstallation. de [I'appareil avec la trousse « LightMix Universal Color
Compensation Hexaplex Pus » de TIB MOLBIOL. Pour effectuer la calibration, suivre les
étapes dans 'encart fourni dans 'ensemble de compensation de couleur Hexaplex.
Rappel : Il est recommandé de faire une calibration « maison » lorsque des fluorophores

autres que ceux cités dans le tableau ci-haut sont utilisés. Pour effectuer une calibration
« maison », suivre les mémes étapes de la calibration de base.

E) Démarrage de 'appareil

- Appuyer sur le bouton de démarrage de I'appareil;

- Démarrer I'ordinateur et ouvrir le logiciel &

- Inscrire le nom d’utilisateur : il et 'e mot de passe : |G
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel

29 htCycler 4801l de Roche Laboratoire de santé publique du Québec
User name: .*.I
Password: *I
Log on to: *I!‘.y Computer j

2

F) Créer un « template »

1)
2)

3)

4)

9)

6)

New Experiment ]| N

Cliquer sur « [

Dans I'onglet « RURPIOIOEOI » et la fenétre « Setup»

- Choisir le format de détection désiré; pour créer et enregistrer un format de
détection, voir le point J;

-Inscrire le volume de réaction;

Dans la fenétre « - », cliquer sur le pour ajouter le nombre d’étapes PCR
- . b . |
nécessaires (pour enlever des étapes, cliquer sur le );

Remplir les champs « Program hame », « Cycles », et « Analysisimode »

Dans la fenétre « Amplifi n rat argets », inscrire la température désirée,
le mode d’acquisition, Ia duree et « ramp rate » pour chaque étape, et ce en
sélectionnant iréalablement une a la fois I'étape en question dans la fenétre

« »,

7

Cliquer sur le menu  déroulant « [APPINIMEMBPIAtE » et sélectionner « Save as
template »; enregistrer dans le dossier sous: XXXXXXX

Une fois enregistré, ce « template » pourra étre sélectionné dans la page principale
[Mmhl‘*]

du logiciel en cliquant sur « lors d’une prochaine « run ».

Il est possible de modifier un « template », mais si les changements doivent étre
enregistrés, il faudra enregistrer le nouveau « template » sous un nouveau nom de
fichier.
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= TP 3
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Databose: My Computer (Research)
Window: | New Experiment B User: System Admin
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G) Créer la feuille de travail A
5 : “‘

1) Dans le menu de gauche, cliquer sur « Subset'lf_"ditq_r, »;

2) Cliquer surle @ et nommer le.nouveau « Subset »;

3) Sélectionner les puits qui sgronf»qnalysés e; cliquer sur « Apply »;

N.B. Pour ajouter ou enlever des puits une fois le « Subset» créé, il faut
sélectionner I’ensel'_l__lble des nouveaux puits une nouvelle fois et cliquer
« Apply » a nouveau.

[, . .
y o | | . 8
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System II / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
~ Subsets-
D Name Analysis Report
1 C )

B @

LT SIS
[ I o o o o
[N A o o o o

ABERCH @ P
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel

29 htCycler 4801l de Roche Laboratoire de santé publique du Québec

4) Dans le menu de gauche, cliquer sur « Sample Editor »;

5) Dans la fenétre « Step 1 », cliquer sur le type d’analyse désirée, en 'occurrence « Abs
Quant » pour une analyse qualitative ou quantitative;

6) Dans la fenétre « Step 2 », sélectionner le « Subset» programmé a [|'étape
précédente;

7) Dans la fenétre « Step 3 », inscrire les numéros de spécimens en cliquant sur la
cellule du schéma de plaque correspondant au spécimen,;

Sélectionner « Unknow », « Positive control » ou « Negative control » pour les
spécimens, le contréle positif et le contréle négatif respectivement;

8) Cliquer sur « Toggle View (Table) » pour visualiser le schéma de plaque avec les
numéros de spécimens et imprimer en cliquant sur l'icéne d'impression dans le menu

de droit;
2
Instrument:  Virtual LightCycler 430 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window: [New Experiment K| User System Admin
E Step 1: Select * 1 Sedect Filter C Abs.
(» AbsQuant " RelQuamt ( Scanning ( Color Comp
= = =4 533580 Units I
[r Tm (" MeltGeno (™ Endpt Geno k P ksse ¥
r Pos Fier Color  Repl Of
combination
» a2 rax (ses-s10 [l
~ 5 A2 MEX / Yellow W
L A3 FaM (s65-510 W
- A3 HEX / Yellow| [
as ram (ses-s10)
e | A4 MEX / Yellow W
! AS FAM (s6s-s10|
2eport As HEX / vellow W
A6 FAM (465-510
* ‘A€ MEX / Yellow|
Joanciticacion Saxple Type E| 82 ran (ses-s10| @
82 Eex / Yeliow W
Cannot show colors with multiple channels selected. By im (165-510
4 B3 EEX / Yellow
3 ¥ 84 raM (4es-510 W
(- Step 3: Edit Abs Quant Properties———————————————— 85 HEX / vellow| W
Sample Name | c2 A (1e5-510| @
ple T c2 2Ex / vellow Wl
~ Sample Type =
T e | o
» e c4 A (u:-s:: =
" Swndard Conce Auto Std Curve e .
— D2 raM (ses-siol W Saxple 32 Unknown
(*wlgl 2 2Ex / veilow [l Sexple 38 Unknown
(oot [V e (™) = =

*La feuille de travail peut étre faite une fois que I'analyse démarrée; par contre il est
recommandé de la faire avant le démarrage afin d’avoir le schéma des échantillons sur la
plaque en main lors de la mise en plaque*

H) Démarrer I’'analyse

1) Si désire, cliquer sur 'onglet « Sum. » dans le menu de gauche afin de vérifier si les
paramétres de I'analyse sont exacts;
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel
mhtCyder 48011 de Roche

Laboratoire de santé publique du Québec

2) Enregistrer 'analyse dans le dossier informatique approprié en cliquant sur I'ic6ne

' et nommer I'analyse selon le format : AAAAMMJJ-initiales

3) Cliquer sur I'onglet « Experiment » dans le menu de gauche afin de retourner dans les
parameétres de cyclage et cliquer sur « Start Run » pour démarrer 'analyse.

I) « Monitoring » de I’analyse

1) Pour visualiser I'analyse en cours, dans le menu « Experiment », cliquer sur 'onglet

« Data » et sélectionner le « Subset »;

2) Cliquer sur la barre de pointillés au dessus de I'écran « Fluorescence History » afin

de faire apparaitre le menu de « monitoring »;

2
Instrument:  Virtual LightCycler 430 9 Systom Il / Not Connected Database: My Computer (Resasrch) C>
Roche
Window.  [New Experiment E| User System Admin
e ==
xpen R Protoce (N . R ot I
ment
._ 2288 R ®= |
=
O
o] a
a
o :
(e 7 i
Repost r Time (hmenes)
F R Mt
O =
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[} oo
~l o
L L] 2 L 0|
- gnm
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-
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7
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Expariment B User: System Admin
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel
mhtCycIer 48011 de Roche
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3) Sélectionner les paramétres désirés (le canal de détection, les axes, etc.) afin de
visualiser les résultats en temps réel et détecter si nécessaire des problémes de
température et/ou de fluorescene et/ou de lecture.

N.B. Le LC480 Il ne permet pas de visualiser, ni pendant ni aprés I’analyse,
’ensemble des résultats en un schéma lorsque deux cibles ou plus sont
détectées simultanément; il faut sélectionner un a un les combinaisons de
filtres et faire I’analyse cible par cible.

J) Créer un format de détection

1)
2)
3)

4)

Dans le menu de droite, cliquer sur l'icbne et cliquer sur « Detection Format »;
Cliquer sur « New » et nommer le nouveau format de détection;
Sélectionner les combinaisons adéquates de filtres nécessaires;

Nommer les combinaisons de filtres selon la cible recherchée et/ou le fluorophore
associé au filtre et inscrire le « Quant Factor » et le « Max Integration time » approprié
a la combinaison de filtre (se référer au guide fourni avec 'ensemble de compensation
de couleur Hexaplex).

Cliquer sur « Close ». Le format de détection s’enregistre automatiquement.

N.B. Si des changements sont effectués dans un format de détection existant
pour une analyse créé a partir d’un template, les nouveaux changements ne
seront pas appliqués; il faut créer un nouveau format de détection avec les
changements désirés et sélectionner ce nouveau format de détection.

Si des changements effectués dans le format de détection pour une analyse

créé a partir de_« New_experiment », ces derniers seront appliqués; ne_pas
changer des parameétres du format de détection si celui-ci est utilisé en routine.
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel
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| | E-User Access

Password
Users and Groups
System Settings

Report Settings
Erxor Log
£ Databass Information

Update Query Engine

View Logged In Users

Clean-up Database

|-—~ ilv‘ =nts

D ion Formats rFilter Combination Selecti
Active Name L.
v/ SYBR Green I / HRM Dye Emission
v SimpleProbe E 510 580 610 640 660
v Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe X 440 o m N N
c !
v Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe A Iy
v 3 Color Hydrolysis Probe ; 465 [ . o o N )
v 4 Color Hydrolysis Probe a 40 O rrr 3
v Mono Color HybProbe t
v/ Multi Color HybProbe i s3] 0O - r r
o
» v
e 000ODO .
« |
'
| Clear ||

« 1 Selected Filter Combi

Excitation | Emission "“ Melt
Filter Filter Factor
440 488 1
4€5 510 1
533 s80 1
533 €10 1
618 €60 1 I8

=i |

K) Analyse des résultats

N

A partir du poste informatique lié a I’appareil

Dans l'onglet « Amplification Plot »

1- Sélectionner tous les puits a analyser;
2- Placer le curseur sur le graphique et appuyer sur le bouton de droite de la souris pour
faire apparatitre la fenétre « Graph Settings »;
3- Dans la section « Post Run Settings — Y Axis » sélectionner « Linear » et décocher
Foption « Auto Scale »;
4- Une fois termine, appuyer sur OK;
5- Dans I'écran « Amplification Plot », vérifier que le paramétre « Delta Rn vs cycle » est
sélectionné;
6- Sila PCR comporte plusieurs cibles (i.e. PCR multiplexe), la valeur seuil (Threshold)
peut étre déterminée pour toutes les cibles a la fois en sélectionnant « All » dans
'onglet « Detector» ou de maniére individuelle pour chaque cible en les
sélectionnant une a une. Se référer a la procédure de I'analyse a effectuer pour plus
de détails;
7- Une fois le « Threshold » fixé, appuyer sur « analyze »;
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8- S’il s’agit d'une PCR multiplexe, dans le champ « Line Color », sélectionner «

Detector Color ». Ceci permettra de différencier les cibles entre elles et facilitera
I'interprétation des résultats.

9- Pour imprimer un rapport, aller dans I'onglet « report » puis appuyer sur « File » puis
« Print ».
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel
mhtCyder 48011 de Roche

Laboratoire de santé publique du Québec

Analyse a partir du poste de travail ;

Ouvrir Il'application 7500 Software v2.3 sur un poste informatique personnel
(pas dans Citrix)

Ouvrir I'application et se connecter en tant que « GUEST »(user name) et cliquer sur
« Continue without connection »;

Cliquer sur « Analyse experiment » et « LSPQ_PCR en temps reel» et sélectionner le
fichier désiré;

Sélectionner les puits a analyser et sous l'onglet « Amplification Plot » et dans
« Plot Settings », sélectionner « A Rn vs Cycle », « Linear » et « Color : Target ».

D 7500 Software 23
File Eat Insyument Analsis

+ | Mew Espanmant » | Opan

Tools Help

.l S3e v [ Chse 4B Ewort. > £ Prnt Report.

: 20170324-LP-Mchim Type: Standard Curve genls: Tag Reag M saysasems | @)
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oo P AL apE
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§ L]
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| 2056
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’ - B - W v han s S
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Cyele - 2018 Cr 3219 Cr29.3
i
W Ts-achimP-REYV [ CUl int Quantifast
Opions )
Target Al | Threshal: [ Autc
Show: [7] Threshald — ] Baseline Start Well M Target & Baseline End: Well M Target <.
Save current setings as the defaull
wells: [T 29 Uninown [E] 4 Standare [T] 0 Negative Central 67 Empty
¢ | Analyzie Summary: Total Wells in Plata. 85 Welle Se1Up.20 Wells Omitied Manudly. 0 Wiells Flagged. 0 ‘Wells Omited by Analysie: 0 Samples Used 20 Targels Used:2
A Hone | 20170024 LP-Mchim.eds

a) dans « options » sous le graphique, sélectionner une cible dans le menu déroulant
« Target »;

décocher « auto »;

cocher « Show Threshold »;

pour ajuster le « Threshold » : a l'aide du curseur, déplacer la ligne a la valeur

désirée.

b)
c)
d)

Il est possible d’ajuster le « Threshold » seulement une cible a la fois.
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5- Pour ajuster le « Baseline » : cet ajustement n’est pas toujours nécessaire mais peut
permettre de résoudre les problémes associés a certaines courbes, par exemple
lorsqu’'une augmentation linéaire du signal fluorescent est observée. Pour corriger ce
probléme :

a) dans « options » sous le graphique, sélectionner la cible problématique dans le
menu déroulant « Target »;

b) décocher « Auto Baseline »;

c) cocher « Show Baseline »;

d) déplacer le triangle vert pour fixer le début du « Baseline » aprés la zone
d’instabilité, siil y a lieu ;

e) deéplacer le triangle rouge pour fixer la fin du « Baseline » environ 2 Ct avant la
courbe de la série d’analyse ayant la Ct la plus faible pour cette cible.

Il est possible d’ajuster le « Baseline » seulement une cible a la fois.

Identification bactérienne Biologie moléculaire PR-IDBM-065
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel
mhtCyder 48011 de Roche

Amplification Plot <
[ Plot Settings >

Plot Type: ARnvs Cycle v: Graph Type: Linear v: CoIor.’Target v:

Laboratoire de santé publique du Québec

Save current settings as the default

Avant 'ajustement du « Baseline » A L a E’ |¥ =

Amplification Plot
600 000
550 000
500 000
450 000
400 000
350 000

300 000

ARN

250 000

200 000

150 000

100 000

50 000

0

-50 000

Cycle

- Legend
Bces W 1esmrnamt lime_vce linomec 0 vim [l mi-nmc_mce [likecec 16 RNAM2 4

[l sve [l 16sRNAM3 [l OXA 48 BC
[ Options

Target: IMP_MGB v: Threshold: [] Auto 17124606556 Auto Baseline

1

Show: Threshold — [] Baseline Start: Well M Target & Baseline End: Well M Target 4.

Save current settings as the default
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel
mhtCyder 48011 de Roche

Amplification Plot

Plot Settings

Laboratoire de santé publique du Québec

Plot Type: ARn vs Cycle v: Graph Type: Linear v: Color: Target v:

Save current settings as the default

Aprés I'ajustement du « Baseline » AP L Aa g =

Amplification Plot

600 000
550 000
500 000
450 000
400 000
350 000

300 000

ARN

250 000
200 000
150000 { Zone d'instabilité
100 000

50 000

0

-50 000

2 4 % 8 10 12 14 16 % 2 2 24 2 28 30 2 34 3% 38 €0
Cycle

Legend

B ces B 1ssRNAMt [limve_mce [linomec B viv [l minmc_mce ikecec [l 16SRNAM2 4
Il sve [l 15sRNam3 [l oxA48BC i

(" Options

Target: IMP_MGB v: Threshold: [] Auto 17124606556 | [[] Auto Baseline
Show: [¥] Threshold — [¥] Baseline Start: Well M Target & Baseline End: Well [l Target 4.

Save current settings as the default
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6- Pour afficher et analyser une courbe standard, cliquer sur I'onglet « Standard Curve »
et sélectionner les puits des standards : vérifier que les valeurs des critéres
d’acceptabilité situées sous le graphique (« Slope », « R? » et « Eff% ») sont incluses
dans les limites de la méthode.

T 7500 Software 22 o o
File Edt Instument Analysis Tools Help
j=] NewExperiment - 5 Open... [ Sme + o Close | 4@ Expott. + 5 FrintReport.. ‘
Expen I MenuK | E i 20170324-1 P-Mchim Type: Standard Curve R ts: TagMan® Reagents Analysis Setings )
P ype eagents: Taq gel
Standard Curve <[ View Plate Layout]' View Well Table |
Plot Settngs | > SelectiVelis vat: -Selectitem- v | FSeiciitem- |
Target Al v Plot Color Detault =) | EB%WHWIM' “ mwmuumu | | ml I I
Save cument setings as the cetault
i — 1 2 3 4 5 5 7 3 ] [ EE 12
Amplification Plot 8 g ¥ [T ovtin [ e gy [owin [ ewin T
C1:29.41 ¢y 2954 CT.29.03 CT.3136 - 29.24)
Standard Carve Standard Curve & ___
» S S v—
M Mulbcomponant Plot [Mevtin [Mewin [Menin Cir in)
E] o CT2981CT.30.5 CT.28.76 2941
” juiJuiJul
an E&c’-— g&a (T cutin
- o CT058 C1.2974 C1.2923
3 : E:‘; Memm [Menn
5 Hla Cr.29.49 CT. 2948
324
a 1 A
E""" Meuin [Mewin
01 ¢ Cr3006 cra105 cr.2a72
. o= D e
1 e e
= Wowtin gua cutin
. ; CT.30.38 Cr 3219 Cr. 294
, S Qe O
M w o oo = Tonw Euh Euh
i
Tarqes; ITS-MChImP-REV Siops: -3,305 Y-Inter: 41,126 g2 0,996 EIT'%; 100,716 e —
Ol i Curl i Ctrlin
e " Ezs.ﬂ 130 Cr28)4
[y p—— [ [
welle: [[] 20 Unknown 5] 4 Standard [T 0 Negative Control 67 Emely
& | Anatyziz Summary: Total Wells in Plate: 86 Wells Set Up: 29 Viell= Omitted Manually: 0 Wells Flaggad 0 Wells Omitiad by Analysis 0 Samples Used 29 Targets Used 2

A =ome sl 20170324-LP-Mchim.ods %

7- Pour vérifier le niveau de fluorescence des différents détecteurs, cliquer sur I'onglet
« Multicomponent Plot ».
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8- Il est possible de rééditer les paramétres initiaux (ex. numéro de spécimen ou hom de
fichier erroné, attitrer une valeur a un standard, etc.) en cliquant sur « Setup » dans le
menu de gauche et via les différents onglets, effectuer les modifications nécessaires.

W 7500 Software 2.3 [S= =
Fle Eot Instument Analysis Tools Help

] NewExperiment - 15 Open... | Save » £5 Close | 49 Expott. -~ &} PrintReport

Exp Menu« | Exper : 20170324-LP-Mchim Type: Standard Curve Reagents: TagMan® Reag @
Define Targets and Samples [ Assign Targets and Samples ]
» To setup stangards: Click Define -
@ mnswructions: o 56t up unmowns: Salact wells, slodt "U” (Unknown) as the task for each target assignment. then assign 3 sample
To setup negative controls: Select y ass 1(3) then seledt “N” (Negalive Control) as the task for each target assignment
© Set Assign target(s) to the selected wells. <| View Plate Layout | View el Table \
>
T T SelactWells Vit |-Salectitem - v -Salactitem -
Run Method Assign Target Task Quantity .
X @ |cminousnt. ][] | [B7] showin wells v I vm:Leaem:I | [ ‘l @I [ ‘l
Reaction Setup
% ITS-HchimP-.. @ﬁ 25
— | 7 3 [ 5 5 7 3 [} 10 [ 12|
. Matorials List LSPQ421120 _MBOS2150_ _ME0D2200 SO0COmES 1 cotmou
& | (] et irt Q. [T] ctt it G [T] €t it Q. [T ewtimau
- dmsmeni. | (msseni. |1 msmeni. [Tl s menic
Run HMixed [I] Unknown B Standara [ Negathe Control
(CNEG-20 MBOS221 & MBQ822¢7 -
_ Analysis T M--llnl.ﬂ e |[Memmou [T omintau. [ cnmou [ cotimau.
T insation] [Tl mswen, [T nsaieh [ Bro]
Assign sample(s) to the selected wells. MBOSZ187  MBONIIIE  MBOEZITY ﬂ;'-
¢ | eutintou. [T] cotintau. [T] cotinau. L]
Assign Samgle l_ l- _
LSPQ4311-20 - H MBOB2 181 MBOS221T MB0S2272
s = 7| o |Elesmas [T ewiniae [T enimad E
] MR022192 msaeni. |l msaen. |1 msmeni. L
(] MB0IZ200 MBOS21E% MECSZ220 MEQS2273
i £ | Wemmeu [ omintau. [ onimou
Assign sample(s) of selected well(s) to blological group. Thmsaicni, [T msanh.
\inosz1s:  mposszzt  wmamzzve
Assign Blological Group J ¢ ([ cotimou. [ cwtintau. [1] et im 0.
MBOB2181 MBOI2238  LSPQ4311-23
o | [ ewtirt 0. [T] it int Gu. [T] €t it Q.
[ rsmoni. [ msasen.
MB082182 MBUS2229 CrEG22
Select the dye to use as the passive reference. H m-‘ m_"'"" m-'-"
ROX - |
welis: [] 29 Unknown [5] 4 Standard [J] 0 Negative Cortrol 67 Empty
«
A Home | 20170324-LPMchim.eds x

9- Pour imprimer le rapport d’analyse, cliquer sur « Print report », décocher « Plate
layout » et « QC summary »; si l'analyse n'a pas de courbe standard, décocher
« standard curve »; selon les besoins, sélectionner « Results summary » ou « Results

table » ou les deux si nécessaire. Visualiser le rapport via « Print preview » et cliquer
sur I'icone « Imprimer ».
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I. REFERENCES

1- Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System - Installation and
Maintenance Guide

2- Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System - Absolute Quantitation
Using Standard Curve Getting Started Guide

. DOCUMENTS ASSOCIES

Voir les procedures, listes, aides-mémoire et registres associés aux techniques utilisant
'appareil 7500 Fast Dx.
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Utilisation de I'appareil de PCR en temps réel
mmCycler 48011 de Roche
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Détection de mutations du SARSCoV-2 sur LC480

Fait par :

1. Listes des spécimens

Nom de fichier :

Extraction 1 Mutations recherchées :

Position

Identification du

Position

Identification du

Position

Identification du

spécimen spécimen spécimen

1 9 17
2 10 18
3 11 19
4 12 20
5 13 21
6 14 22
7 15 23
8 16 24

Extraction 2 Mutations recherchées :

Position Identif’icgtion du Position Identifjlc.:;ltion du Position Identif’icgtion du
specimen specimen specimen

1 9 17
2 10 18
3 11 19
4 12 20
5 13 21
6 14 22
7 15 23
8 16 24

No de lot RNA Viral Master Mix: exp.

No de lot VirSnip 484K: exp.

No de lot VirSnip 452R: exp.

2. Controle positif :

Controle négatif :

criblage de la mutation
L452R : controle positif d’extraction

E484K et L452R : controle négatif d’extraction

E484K : controle positif de la compagnie Roche associée a la trousse de

Identification bactérienne-Biologie moléculaire

Numeéro d’approbation : Erreur ! Nom de propriété de document
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Détection de mutations du SARSCoV-2 sur LC480 Laboratoire de santé publique du Québec

3. Mélange réactionnel

Réactifs 008327 OJ 008332 OJ 008826 (J Pré-PCR 005711 0 006328 (J
008328 (J 008333 J 008827 OJ 008207 OJ
008330 OJ 008779 OJ 008989 (J 008208 (J
008331 J 008825 (J 008990 (J 008288 (J
Réactifs Volume par réaction 484K 452R
Eau de la trousse 5.4yl
Amorces et sonde (bouchon jaune) 0.5 pl
Master Mix 4.0 ul
RT enzyme 0,1 pl
Volume a distribuer 10 pl
Volume d’ARN 10 pl
Volume total 20 ul

4. Programme d’amplification

Sélectionner le template SNP-SARSCOV et enregistrer dans le format AAAA/MM/JJ-nom de
la mutation dans le dossier : EXPERIMENTS/VARIANTS-COVID-ROUTINE

Mode Température Durée Cycle Rraa't';p
RT 55°C 5 min. 1 44
Amplification Dénaturation 95 °C 5 min. 1 4.4
95°C 5 sec. 44
Cycles 60°C 15 sec. 45 cycles 2,2
72°C 15 sec. 44
95°C 30 Sec. Acquisition mode : continuous 4.4
Melting curve 40 °C 2 min. Acquisitions [per °C] : 3 1,5
75 °C 0:00 minute | Melting slope : entre 0.19 et 0.29 °C/s N/A
Refroidissement 40 °C 30 sec. N/A 1,5
Identification bactérienne-Biologie moléculaire RE-IDBM-186
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Institut national
de santé publique

p L]
Quebec oire —— Aide-mémoire saisie des résultats et validation
du Québec SARS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel (PR-BM-131)

Analyse NCOV

Création et entrée des résultats en série; consulter la PR-SGIL-021.

Analyse SGIL/ BM : 2019-nCoV, code NCOV
Cette analyse est effectuée sur le Quantstudio (QS3/QS5).

I Ent(ée des résultats par série
e Au tableau de bord dans SGIL, sélectionner *~ (59)
e Sélectionner I'analyse «2019-nCoV (PR-BM-131)»
¢ Assigner un «ID équipement» et le nom de la personne qui fait 'analyse;

¢ Assigner les échantillons;

e ™, Alouter des CQ 3 partir dun gabarit (C-E SARS2, C+E SARS2, (C-E2 SARS2, C+E2 SARS2 C-E3
SARS2, C+E3 SARS2 C-E4 SARS2, C+E4 SARS2), ajouter/supprimer des controles au besoin
selon le nombre d’extraction a la série.

e Cliquer sur © Créer série

La série des résultats complétés doit étre sauvegardée a l'adresse: Z\LSPQ_PCR en temps réel\QS3\SARS-
CoV-2

Seul 'analyte en bleu sont imprimés au rapport.

L Valeurs a rapportées (avec deux décimales) SEL e
(Champ Description) pp manuellement au QS3
2019-nCoV ARN N/A Détecté / Non-détecté / N/A
(SARS-CoV-2) Indéterminé /Non effectuée

Ct: 0 =37 Détecté
CoVN (LSPQ) ARN N/A

Ct: =2 37.01 Non-détecté
CoVN (LSPQ) Ct (slg(l:_r)"e le code 99 au 10 000
* Echantillons regroupés? N/A Oui / Non N/A

* Un commentaire apparait.au rapport seulement si la valeur est « Oui ».

Saisie des résultats :
Deux (2) options sont disponibles, soit :

A- Avec l'interface (option a prioriser)
1. Cette analyse utilise une interface associée au Quantstudio (QS3/QS5)

La série des résultats complétée doit étre :
- Sauvegardée a l'adresse: Z\LSPQ_PCR en temps rée\QS3\NCOV
- ‘Exportée via I'onglet «Export» du QS3/QS5 en format .txt a I'adresse :

Z\Starlims_Grabber\Biologie moleculaire\QuantStudio\NCOV.

i 27 -
Echantillon regroupé » dans la série.

Une fois les résultats exportés, compléter manuellement 'analyte «
, . s ; 27 . . . . .. , ., .
2. Sélectionner I'analyte Echantillon regroupé? | g, premier échantillon, puis saisir le résultat qui s’applique
a la majorité des échantillons de la série, soit
- Oui : pour les échantillons analysés dans un pool, OU
- Non pour les échantillons analysés individuellement

Biologie moléculaire Al-BM-094
Numeéro d’approbation : Erreur ! Nom de propriété de document Version 04
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Aide-mémoire saisie des résultats et validation Laboratoire de santé publique du Québec
SARS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel (PR-BM-131)
Analyse NCOV

Pour se faire, cliquer sur l'item «o Schéma ,, et s¢lectionner I option «Résultats communs». Tous les
champs vides de la série seront alors complétés avec la valeur saisie. Pour une série mixte, c’est-a-
dire qui contient des échantillons poolés et des échantillons unitaires, modifier manuellement le
résultat de I'analyte des échantillons qui ont un résultat différent de la majorité.

Terminer entrée de

3. Lorsque l'inscription des résultats est terminée, appuyer sur résultats

B- Saisie manuelle (option alternative)

i

© oNO

i Ent‘rée des résultats par série
Dans l'onglet « (%9) », a I'analyse 2019-nCoV, sélectionner la série.
Saisir manuellement les résultats de tous les contréles négatifs et positifs de la série.
Inscrire TOUS les résultats des échantillons «Détectés» en premier en inscrivant le résultat CoVN
(LSPQ) ARN en premier, ensuite la valeur Ct. Le champs de I'analyte 2019-nCoV ARN se
complétera automatiquement.

| Analyte | Dilution @ Résultat

2019-nCoV ARN Détecté
1- | CoVN (LSPQ) ARN Détecté
2- | CoVN (LSPQ) Ct 16,646

Inscrire « Non » a l'analyte Echantillen regroupé? pour tous les échantillons qui ont été analysés de
facon unitaire (pas dans un pool)

a Saisir res_ - |4

Cliquer sur litem « ©  Schémz ) ot sglectionner I'option « @ “s= 2=+ ». Tous les champs vides de
la série seront saisis comme suit :

« Non détecté » pour I'analyte CoVN (LSPQ) ARN

« 99 » pour I'analyte CoVN (LSPQ) Ct

« Oui » pour I'analyte Echantillons regroupé?

O Terminer entrée de

Lorsque l'inscription des résultats est terminée, appuyer sur résultats

Pour les reprises, dans I'écran RRR, appuyer sur «Réanalyser» et choisir le nombre de réplicats 1 ou
2. Les lettres A et/ou B seront ajoutées a la fin du numéro de I'échantillon.

Algorithme pour la saisie automatique des commentaires:

Analyte/Analyse Resi:lsfztri:'mal Commentaire automatique
TOUS sauf «Non | Résultat obtenu par une technique de détection d’acides nucléiques non
2019-nCoV v X . p
effectuée» commerciale et non approuvée par Santé Canada.

Pour les travailleurs de la santé ou les patients hospitalisés chez qui la
2019-nCoV ARN Non détecté probabilité clinique d’'une Covid-19 est jugée élevée, il est recommandé de

répéter I'analyse 48-72 heures aprés le premier prélévement.
2019-nCoV.ARN Détecte g/laat:::![e a déclaration obligatoire. Déclaration faite a la DSP d'origine du
2019-nCoV ARN Indéterminé Il est suggéré de soumettre un nouvel échantillon si cliniquement indiqué.
Echantillons . s s .
rearounés? Oui Analyse réalisée sur un groupement d’échantillons (pool)

N.B. Pour toute situation non couverte par ce tableau, voir avec le responsable de I'analyse.Pour les étapes de
validation; consulter la PR-SGIL-023.

Biologie moléculaire Al-BM-094
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Aide-mémoire saisie des résultats et validation
SARS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel (PR-BM-131)

Analyse CCOV

Création et entrée des résultats en série; consulter la PR-SGIL-021.

Analyse SGIL/ BM : COVID-19-Confirmation, code CCOV
Cette analyse est effectuée sur le Quantstudio (QS3/QS5).

I Entrée des résultats par série
e Au tableau de bord dans SGIL, sélectionner *~ (59)

e Sélectionner l'analyse «2019-nCoV (PR-BM-131)»
¢ Assigner un «ID équipement» et le nom de la personne qui fait 'analyse;

¢ Assigner les échantillons;

o ., Alouter des CQ 3 partir dun gsbarit (c.E SARS2, C+E SARS2, C-E2 SARS2, C+E2 SARS2), ajouter/supprimer des

controles au besoin selon le nombre d’extraction a la serie.

e Cliquer sur © Créer série

La série des résultats complétés doit étre sauvegardée a I'adresse :
Z\LSPQ_PCR en temps réel\QS3\SARS-CoV-2

Seul les analytes en bleu sont imprimés au rapport.

Al Valeurs a rapportées (avec deux décimales) sz clas
(Champ Description) PP manuellement au QS3
2019-nCoV ARN N/A Détecté / Non-détecté / N/A
(SARS-CoV-2) Indéterminé /Non effectuée
CoVN (LSPQ) ARN Ct:0=37 Détecté N/A

Ct: 2 37.01 . .
CoVN (LSPQ) Ct (inscrire le code 99 au SGIL) Non-détecté 10 000
E-Corman ARN Ct:0=37 Détecte N/A

Ct: = 37.01 . .
E-Corman Ct (inscrife e code 99 au SGIL) Non-détecté 10 000

Saisie des résultats

Entrée des résultats par série

1. Dans l'onglet «™ (99 », a 'analyse 2019-nCoV, sélectionner la série.

2. Saisir manuellement les résultats de tous les contréles négatifs et positifs de la série.

3. Inscrire TOUS les résultats des échantillons «Détectés» en premier en inscrivant le résultat CoVN
(LSPQ) ARN en premier, ensuite la valeur Ct. Le champs de I'analyte 2019-nCoV ARN se complétera

automatiquement.
| Analyte ‘ Dilution & Résultat
2019-nCoV ARN Détecté
1- CoVN (LSPQ) ARN Détecte
2-  CoVN (LSPQ) Ct 16,646

Biologie moléculaire
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Aide-mémoire saisie des résultats et validation

SARS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel (PR-BM-131)

Analyse CCOV

Laboratoire de santé publique du Québec

. T 1 ¥4 - . . s .
4. Inscrire « Non » a 'analyte Echantillon regroupé? pour tous les échantillons qui ont été analysés de facon
unitaire (pas dans un pool)

Analyte Dilution & Résultat | Reésultat final
2018-nCoV ARN Non détecté Non détecté
CoVN (LSPQ) ARN Non détecté Non détecte
CoVN (LSPQ) Ct 9 99.00
Echantillon regroupé? Non Non
. n Saisir résultat
1. Cliquer sur litem « @  Schéms , et sglectionner I'option « ® “se=x  ». Tous les.champs vides de la

série seront saisis comme suit :

2
3.
4
5

. Lorsque l'inscription des résultats est terminée, appuyer sur

« Non détecté » pour I'analyte CoVN (LSPQ) ARN
« 99 » pour I'analyte CoVN (LSPQ) Ct
. « Oui » pour 'analyte Echantillons regroupé?

O Terminer entrée de
résultats

Pour les reprises, dans I'écran RRR, appuyer sur « Réanalyser » et choisir le nombre de réplicats 1 ou 2.
Les lettres A et/ou B seront ajoutées a la fin du numéro de I'échantillon.

Algorithme pour la saisie automatique des commentaires :

Résultat final

Analyte inscrit Commentaire automatique
SARS-CoV-2 TOUS sauf Résultat obtenu par une technique de détection d’acides nucléiques
« Non effectuée » < | non commerciale et non approuvée par Santé Canada.

Pour les travailleurs de la santé ou les patients hospitalisés chez qui

SARS-CoV-2 Non détecte la probabllltq cllnlq’ue’ d ur’1e Covid-19 est jugée eIevc‘ae, il est .
recommandé de répéter I'analyse 48-72 heures aprés le premier
prélévement.

SARS-CoV-2 Détecte Maladie a déclaration obligatoire. Déclaration faite a la DSP d'origine
du patient.

SARS-CoV-2 Indéterminé !I e§t suggere de soumettre un nouvel échantillon si cliniquement
indiqué.
La confirmation est non requise pour les échantillons avec un Ct < 37.

SARS-CoV-2 Non effectuée Si une confirmation reste souhaitée, veuillez nous faire parvenir la

justification.

N.B. Pour toute situation non couverte par ce tableau, voir avec le responsable de I'analyse. Pour les étapes de
validation, consulter la PR-SGIL-023.
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Création et entrée des résultats en série; consulter la PR-SGIL-021.

Analyse SGIL/ BM : Mutations SARS-CoV-2, code VMUT
Cette analyse est effectuée sur le Quantstudio (QS3/QS5).

I Entrée des résultats par série
e Au tableau de bord dans SGIL, sélectionner =~ (59

e Sélectionner l'analyse «Mutations SARS-CoV»
¢ Assigner un «ID équipement» et le nom de la personne qui fait 'analyse;

¢ Assigner les échantillons;

o ., Alouter des CQ 3 partir dun gsbarit (c.E SARS2, C+E SARS2, C-E2 SARS2, C+E2 SARS2), ajouter/supprimer des

controles au besoin selon le nombre d’extraction a la serie.

e Cliquer sur © Créer série

La série des résultats complétés doit étre sauvegardée a I'adresse :
Z\LSPQ_PCR en temps réel\QS3\SARS-CoV-2

Les analytes avec une fleche «—» sont déclarés au rapport.

Seuil a ajuster

Analytes s s -
(Champ Description) Valeurs a rapportées (avec deux décimales) manuegesr:';ent au
E-Corman ARN Ct:0=37 Détecté N/A
Ct: =2 37.01 . .
E-Corman Ct (inscrire le code 99 al SGIL) Non-détecté manuel
— Del69-70 Inscrire la valeur tel qu’inscrite Retezti (cct)y rbe aEIatle) tiell N/A
au rapport du QS3/QS5. on-dé gc € (courbe exponentielle)
Indéterminé manuel
N501
Détecté N/A
N501 Ct Inscrire la valeur tel qu'inscrite Non-détecté
— N501Y au rapport du QS3/QS5. Indéterminé (Si aucune courbe
N501Y Gt positive entre N501 et N501Y) manuel
— 484K 0 (si non effectuée) Valeur de gz?eitfféectuee Analyse effectuée
484 Tm Tmen °C Non détecté au secteur IDBM

*Voir schémas a la page suivante.
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Aide-mémoire saisie des résultats et validation
SARS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel (PR-BM-131)
Analyse VMUT

Laboratoire de santé publique du Québec

Saisie des résultats

i 'Ent‘rée des résultats par série
1. Dans l'onglet « (%9

», a l'analyse Mutations SARS-CoV-2, sélectionner la série.

2. Saisir manuellement les résultats de tous les contréles négatifs et positifs de la série.

3. Faire «Saisir résultats par défaut» pour les 2 analytes associés au 484 (484K et 484Tm). |l sera alors

inscrit :«Non effectuée» et «0».

4. Saisir manuellement les résultats pour les valeurs Ct ainsi que pour chaque analyte. Voir quelques
exemples possibles de résultats dans les schémas suivants :

Amplification Plot Amplification Plot
WE Corman M Jun Y500 I Swizaby B FAM_NGOY M Ecorman M Jun.v501 M SwisAby Bl FAM_NSO1 .
Echantillon WT (wild type) Echantillon variant anglais
Target dans SGIL Interprétation Target dans SGIL Interprétation
E-Corman Détecté E-Corman Détecté
Swit3Aby Non-détecté Swi3Aby Détecté
FAM_N501 Détecté FAM_N501 Non détecté
JUN_Y501 Non détecté JUN_Y501 Détecté
Amplification Plot Amplification Plot
o~ 102200 / - 1,000,000
i3 - .““/ g ]
2500 - _-”// 250,000 [ L :
WE Coman M Jun.Y501 M SwisAby B FAM_NGO! " M corman M unysol W Swisaby W FAM_NSO1 .
Target dans SGIL Interprétation Target dans SGIL Interprétation
E-Corman Détecté E-Corman Détecté
Swt3Aby Non-détecté Swi3Aby Indéterminé
FAM_N501 Indéterminé FAM_N501 Détecté
JUN_Y501 Indéterminé JUN_Y501 Non détecté

5. Lorsque linscription des résultats est terminée, appuyer sur

Terminer entrée de

résultats

Pour les reprises, dans I'écran RRR, appuyer sur « Réanalyser » et choisir le nombre de réplicats 1 ou 2.

Les lettres A et/ou B seront ajoutées a la fin du numéro de I'échantillon.

Biologie moléculaire
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Aide-mémoire saisie des résultats et validation

SARS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel (PR-BM-131)

Analyse VMUT

Laboratoire de santé publique du Québec

Le responsable de l'analyse, lors de la validation, décidera si I'analyse de la mutation 484K doit étre
effectué par le secteur IDBM. Dans cette situation, les échantillons seront sélectionnés par le responsable,
un technicien de I'équipe BM ira porter les extraits d’acides nucléiques avec les registres d’identification au
secteur IDBM. Le responsable de IDBM transférera ensuite les résultats au responsable de BM qui inscrira
les résultats dans SGIL et ensuite pourra faire I'émission du résultat final.

Algorithme pour la saisie automatique des commentaires :

Analyte Resi:lstztri:inal Commentaire automatique
N501Y et/ou )
del69-70 et/ou TOUS sauf Epreuve RT-PCR effectuée avec une épreuve maison; veuillez
N501 et/ou « Non effectuée » | interpréter le résultat avec circonspection.
484K
N501Y et/ou Ca . . . . . s s
del69-70 et/ou Détecté Ic\j/lualaadtliz nat déclaration obligatoire. Déclaration faite a la DSP d'origine
et/ou 484K pafient.

Le résultat E-Corman Ct étant supérieur a 30,0, I'analyse COVID-19 -
E-Corman Ct Valeur Ct>30 Surveillance WGS ne sera pas été effectuée.

N.B. Pour toute situation non couverte par ce tableau, voir avec le responsable de I'analyse. Pour les étapes de
validation, consulter la PR-SGIL-023.

Biologie moléculaire
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SARS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel (PR-BM-131)
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Extraction d'acides nucléiques utilisant I'appareil NucliSens-easyMAG de Laboratoire de santé publique du Québec
bioMérieux publiq

I. PREAMBULE
Ce document remplace le document PR-BM-052 version 04.

Les modifications apportées sont décrites au tableau ci-dessous.

Section Modification Justification
V. Matériel requis Ajout corning 50 ml. Nouvel item utilisé.
Réactifs
IX. Exposé de la Ajout d’'une nouvelle option Nouvelle option.
procédure d’ajout des codes-barres réactif

et/ou navette.
Ajout d’une 2¢ facon de fabrication | Nouvelle option.
de la silice magnétique pour gros
volume.

II. CHAMPS D’APPLICATION

Ce document est destiné au personnel du secteur Biologie moléculaire

lll. PRINCIPE

La plate-forme NucliSENS™ - easyMAG est concue pour [Iextraction
automatisée (purification et concentration) d’acides nucléiques (ARN/ADN)
totaux a partir d’échantillons biologiques. Les acides nucléiques extraits se lient a
une silice magnétique.

Cette plate-forme permet d’extraire jusqu'a 24 échantillons ou contréles
simultanément. Les réactifs sont utilisés selon les recommandations et
protocoles fournis parle manufacturier.

IV. SPECIMENS
e Spécimen respiratoire tel que : écouvillonnage de gorge, de nez, sécrétions
(aspiration, expectoration) nasopharyngées ou endotrachéales, lavage
broncho-alvéolaire. Ces types d’échantillons sont habituellement conservés
dans un milieu de transport viral tamponne.

Surnageant de culture virale et bactérienne.
Selle, sang, sérum, plasma-EDTA, plasma-ACD (acide citrique-dextrose). Les

protocoles d’extractions associés a ces spécimens doivent étre validés au
préalable.

e Ecouvillon anal, rectal ou extra-génital
Eau (prélévement environnemental)

Cette liste n’est pas exhaustive

Biologie moléculaire PR-BM-052
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Extraction d'acides nucléiques utilisant I'appareil NucliSens-easyMAG de

bioMérieux

Laboratoire de santé publique du Québec

Au besoin le volume d’échantillon initial peut étre augmenté en ajoutant du milieu
de transport viral, de la saline ou MEM. |l faut toutefois tenir compte de cette
dilution lors de l'interprétation du résultat. La dilution d’'un échantillon clinique
avant I'extraction doit étre documentée sur les registres de travail.

V. MATERIEL REQUIS

Equipement

Y

VYVVVVVYVYVYY

VVVVVYYVYY

v

V VYV

Instrument NucliSENS™ - easyMAG du fabricant bioMérieux
Logiciel NucliSENS easyMAG version 2.0 ou supérieure
Agitateur-mélangeur a Vortex

Bloc chauffant

Récipients pour matériel contaminé de type Conocup
Microcentrifugeuse

Micropipettes de 2 a 1000 pl

Pipette électronique multi-canaux préprogrammée BIOHITe1200
Embouts tamponnés associés stériles et certifiés exempt de RNAses
Portoir de navettes métallique

NucliSENS - easyMAG Disposables (navettes et peignes d’aspiration)
Minuterie

Thermomeétre calibré pour une lecture de 55°C

Thermomeétre calibré pour température piece (20-25°C)

Colonnes QlAshredder (QIAGEN # cat 79656)

Pipettes de transfert

Tubes de type Sarstedt (1,5 ml et 2,0 ml) stériles

Tubes de type Corning (50 mL)

Tubes de collectionou €quivalent pour la conservation des acides nucléiques
et lisieres de bouchons associées

Nettoyant NOVUS (Plastic Clean & shine)

Alcool 70%

Eau purifiee type |

Réactifs

V'V V Y-V

VVVY

Eau de type DEPC (diéthyl-pyrocarbonate)

NucliSENS® easyMAG® Lysis Buffer

NUcliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 1

NucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 2

NUucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 3

NUcliSENS® easyMAG® Magnetic Silica

Protéinase K -Tris-HCI (AI-BMRC-020)

MEM (Minimum Essential Medium 1X) ou équivalent

contréle interne MS2 de la trousse NXTAG® Respiratory Pathogen Panel de
Luminex

Biologie moléculaire PR-BM-052
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Extraction d'acides nucléiques utilisant I'appareil NucliSens-easyMAG de Laboratoire de santé publique du Québec
bioMérieux publiq

VI. MAINTENANCE
Compléter le registre de maintenance RE-BM-243.
Les recommandations du manufacturier sont les suivantes :
A. Inspection quotidienne (a chaque jour d’utilisation) :
» Veérifier le bac d’égouttement

B. Inspections et entretiens hebdomadaire (ou premiére utilisation de la
semaine):

v

Eteindre I'ordinateur et I'instrument (Annexe1)

» Nettoyer les vitres de l'instrument avec le nettoyant NOVUS
» Veérifier les filtres a charbon

» Essuyer et nettoyer I'instrument a I'alcool 70%

» Veérifier le conteneur de déchets et le vidanger si nécessaire

» Vérifier si les joints d’étanchéité (O-rings) sont bien en place et rechercher
la présence de cristaux sur les joints toriques.

v

Veérifier le filtre de la prise d’air des flacons de réactifs. Si nécessaire le
remplacer. Pour le retirer il faut piquer le filtre avec un objet pointu.

» Examiner les embouts de distribution. Si nécessaire nettoyer les deux
embouts de distribution des réactifs, ils sont situés a droite sur I'appareil.
Eliminer les cristaux avec un coton-tige trempé dans un tube d’eau DEPC.
Nettoyer aveec un mouvement vers le bas.

v

Rechercher la présence de cristaux de guanidine sur les attaches et les
bouchons des réactifs, ainsi que sur les joints des peignes d’aspiration. Si
nécessaire, éliminer les cristaux avec un coton-tige trempé dans un tube
d’eau DEPC. Changer de coton-tige a chaque buse.

» Nettoyer I'extérieur des aiguilles de distribution manuellement. Au besoin
exécuter le protocole de maintenance suivant (protocole de maintenance

1).

Sous le menu «Maintenance»
1. Cliquer sur «Clean Dispense Needles»
2. Placer 3 navettes et 3 peignes
3. Cliquer sur le triangle vert pour lancer le nettoyage

Biologie moléculaire PR-BM-052
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Extraction d'acides nucléiques utilisant I'appareil NucliSens-easyMAG de

bioMérieux Laboratoire de santé publique du Québec

~

» Effacer régulierement les 'Runs'

Cliquer sur l'icbne de création d’une liste
Cliquer sur la loupe du sous-menu

Série non archivéee

Aller vers I'entonnoir

Sélectionner les 'Runs' a effacer
Déposer dans la corbeille

ook wWN=

~

» Comment réutiliser le code-barres des navettes?

Retourner sur I'écran des disposables (jetables)
Arréter la 'Runs'; carré rouge a droite

Dans le sous-menu, aller vers la loupe
Surligner la 'Runs'

Déplacer vers la corbeille

Le code-barres est a nouveaudisponible

ook wn =

C. Inspections et entretiens occasionnels:

Des maintenances périodiques sont effectuées par bioMérieux selon une grille
etablie.

VI. CONTROLE DE LA QUALITE

Sauf exception, chaque série d'extraction doit inclure une série de témoins
comprenant au moins un contréle négatif et un contréle positif. Consulter les
procédures techniques des pathogénes recherchés pour le choix des contréles.

Par exemple, pour les échantillons détectés a I'aide de la trousse NxTag RPP de
Luminex, il n’y a pas de contréle positif a extraire, toutefois la trousse inclut un
contréle interne (solution du phage MS2) qui doit étre ajouté a chaque
échantillon respiratoire avant I'étape de I'extraction des acides nucléiques ainsi
gu’un.contréle negatif d’extraction.

» Compléter le registre RE-BM-182 « Extractions d’acides nucléiques sur le
NucliSens — easyMAG »

» Les tampons NucliSens® easyMAG® Lysis Buffer, Extraction Buffer 1,
Extraction Buffer 2 et Extraction Buffer 3 doivent étre laissés a bord
jusqu'a épuisement, ou pour un maximum de 30 jours suivant 'ouverture
du contenant. Indiquer la date d’ouverture sur celui-ci.

» La réserve de tampon NucliSens® easyMAG® Extraction Buffer 3 est
entreposée entre 2 et 8°C.

Biologie moléculaire PR-BM-052
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Extraction d'acides nucléiques utilisant I'appareil NucliSens-easyMAG de

bioMérieux Laboratoire de santé publique du Québec

» La réserve de silice NucliSens® easyMAG® Magnetic Silica est
entreposée entre 2 et 8°C. Une fois reconstituée avec I'eau DEPC, elle se
conserve deux (2) semaines dans ces mémes conditions.

» Lors de la qualification d'un nouveau réactif;, compléter le fichier Excel
« BM Réception-Qualification ».

VIIl. PRECAUTIONS SPECIALES

» Les tampons NucliSens® easyMAG® Lysis Buffer et NucliSens® easyMAG®
Extraction Buffer 1 contiennent du thiocyanate de guanidine. Récupérer les
déchets du conteneur a déchets et les transvider dans un récipient identifié et
prévu a cet effet. Le secteur Physico-chimie est responsable de I'€limination
de ces déchets.

v

Toujours attendre que le sablier soit immobile a 'écran (bas, au centre) avant
d’ouvrir la porte de I'extracteur.

» Lors du remplacement des bouteilles de tampons, eviter de mouiller les filtres
d’air sur les bouchons.

» Les échantillons présentant de la matiére en suspension ou dont la
mucosité/viscosité rend le pipetage difficile sont traités par passage sur
colonnes QlAshredder (Annexe 2). Du milieu de culture viral peut étre ajouté
a I'échantillon pour faciliter le passage a travers la matrice de la colonne. Le
traitement d’un échantillon par cette méthode doit étre noté sur le
registre de travail. Une centrifugeuse avec couvercle étanche est utilisée
pour la centrifugation des €chantillons. Elle est utilisée et ouverte dans une
ESB.

» Toutes les manipulations d’échantillons sont effectuées dans une enceinte de
sécurité biologique (ESB) selon les pratiques prévues au document PR-BS-
002.

IX. EXPOSE DE LA PROCEDURE
N.B : Laisser la porte de I’appareil fermée pour éviter la contamination.

1. Vérifier le statut des réactifs, pour chacune des 4 bouteilles. Scanner
respectivement I'étiquette portant le code-barres de la position (A a D) ou
sélectionner a I'écran la position désirée, puis le code-barres sur la bouteille du
réactif correspondant. Les bouteilles restent a bord de I'appareil jusqu'a
I’épuisement des réactifs ou pour un maximum de 30 jours.

2. Créer la liste de travail et définir la demande d’extraction. Consulter I'aide-mémoire
Al-BM-067 pour toutes les informations relatives a la programmation de I'appareil.

Biologie moléculaire PR-BM-052
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Extraction d'acides nucléiques utilisant I'appareil NucliSens-easyMAG de

bioMérieux Laboratoire de santé publique du Québec

3. Créer la 'Run,’ icone 'Organiser séries' (— «), appuyer sur l'icéne représentant un
soleil, a droite de I'’écran, ex. Série : RUN_20110908, appuyer sur OK.

4. Lier la liste de travail a celle-ci, icbne 'Charger séries' (>>>>), et définir ces
parameétres : (incubation de lyse hors ou dans linstrument et incubation de silice
dans l'instrument).

Incubation de lyse hors instrument (lyse manuelle)

» Installer les navettes et les peignes d’aspiration, (scanner d’abord le code -
barres de la position (A, B ou C) ou sélectionner la position a I'écran, puis le
code-barres de la navette correspondante). Imprimer la liste de chargement.

» Fermer le couvercle de l'instrument et procéder avec la demande automatique de
distribution de tampon de lyse (2 ml) en cliquant sur 'icdne Dispense lysis. A la
fin du processus, attendre I’arrét complet du sablier situé aubas de I'écran, au
centre, avant de poursuivre.

Note : L’ajout de MS2 (contréle interne), pour les trousses de pathogénes
respiratoires peut se faire avant ou apres la distribution de la lyse.

» Récupérer les navettes. Sous une ESB, distribuer le volume d’échantillon requis
(tableau 1) et mélanger trés légérement par pipetage répétitif, en évitant la
formation de bulles et d’aérosols.

» Incuber a température ambiante pendant 10 minutes ou plus. Noter la
température et I'heure sur le registre RE-BM-182.

» Lorsque l'incubation terminée, remettre les navettes a leur position initiale dans
I'appareil. (scanner d’abord le code-barres de la position (A, B ou C) ou
sélectionner la _position a [I'écran, puis le code-barres de la navette
correspondante).

» Poursuivre avec |'étape 5.

Incubation de lyse dans l'instrument

» Installer les navettes et les peignes d’aspiration, (scanner d’abord le code-barres
de la position (A, B ou C) ou sélectionner la position a I'écran, puis le code-
barres de la navette correspondante). Imprimer la liste de chargement.

» Récupérer les navettes. Sous une enceinte ESB, distribuer le volume
d’échantillon requis (tableau 1) directement dans celle-ci.

» Remettre les navettes a leur position initiale dans I'appareil (scanner d’abord le
code-barres de la position (A, B ou C) ou sélectionner la position a I’écran, puis
le code-barres de la navette correspondante). Fermer le couvercle de

Biologie moléculaire PR-BM-052
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Extraction d'acides nucléiques utilisant I'appareil NucliSens-easyMAG de

bioMérieux Laboratoire de santé publique du Québec

'instrument et demander a l'instrument de distribuer automatiquement le tampon
de lyse (2 ml) en cliquant sur I'icbne Dispense lysis.

» L'incubation pour la lyse démarre automatiquement et le temps d’incubation est
fixé par le protocole d’extraction. Le décompte du temps est visible a I'écran.

» Lorsque le temps d’incubation de la lyse est terminé, le logiciel indique que
I'étape est terminée et permet de poursuivre avec I'étape 5.

5. Préparation de la silice. Le manufacturier fournit des tubes de 1,2 ml. Donc, a
'ouverture d’'un nouveau tube, vortexer le tube original pendant 15 secondes.
Prélever 600 pl et transférer dans un nouveau tube sarstedt. Apposer un «X» sur le
bouchon du tube original s’il n'est pas reconstitué avec de I'eau immeédiatement.
Toujours utiliser I'aliquot en premier.

A l'aide de la pipette programmable BIOHIT dédiée (programme P1), reconstituer

un tube (ou l'aliquot) contenant 600 pl de silice magnétique avec 550 pl d’eau
DEPC par série de huit (8) échantillons, puis vortexer pendant 15 secondes.

Note: La préparation eau-silice contient suffisamment de réactifs pour 8
échantillons. Toutefois, si moins de 8 échantillons sont traités, conserver la silice
non-utilisée. Inscrire sur le tube la date de reconstitution et le hombre de réaction
utilisé, et remettre dans la boite au réfrigérateur. En période de grande utilisation de
I'appareil, il est également possible de préparer une grande quantité de silice. |l
suffit de jumeler plusieurs tubes de silice dans un contenant (ex. Corning 50ml) et
d’ajouter le volume d’eau correspondant, soit 1,1 mL par tube de silice utilisé. Apres
reconstitution, le tube peut étre conservé un maximum de 14 jours. Pour utiliser un
tube déja reconstitué, vortexer 15 secondes avant le pipettage et inscrire les
informations appropriées au RE-BM-182.

6. Distribuer 125 pl de silice magnétique reconstituée dans des cupules en rangée de
8 en utilisant la pipette BIOHIT, programme P2.

7. Lorsque lalyse des échantillons est complétée, distribuer 100 pl de silice
magnétique - reconstituée dans les navettes en utilisant la pipette BIOHIT,
programme P3.

8. Lancer la série en cliquant sur le bouton Démarrer (triangle vert). Vous étes sur le
point de démarrer la série...... Répondre OULI.

9. S’assurer d’étre prés de l'extracteur lorsque la méthode se termine afin de
récupérer le plus rapidement possible les acides nucléiques. Sous I'enceinte d’une
ESB, transférer les éluats dans des tubes de collection adéquats en évitant de
toucher a la pastille de silice. Identifier ces tubes avec le numéro d’extraction, le
numeéro de laboratoire, la date d’extraction et le virus associé.

10. Imprimer le rapport (icne avec la loupe).
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Extraction d'acides nucléiques utilisant I'appareil NucliSens-easyMAG de

bioMérieux Laboratoire de santé publique du Québec

11. Les résultats de la série sont en cours d’impression. Marquer cette série comme
ARCHIVEE. Répondre OUL.

12. Si nécessaire, vidanger le réservoir des déchets et faire les maintenances
d’'usage.

Conserver les préparations d’acides nucléiques a court terme a une température
entre 2 et 8°C et a long terme a < -60°C.
X. RESULTATS
Lorsqu’une méthode se termine un rapport est créé automatiquement avec les
données relevant de I'extraction effectuée. Faire imprimer celui-ci.
Xl. ENREGISTREMENT DES DONNEES
Joindre le rapport au registre RE-BM-182. Remettre les feuilles de travail dans la
chemise appropriée du classeur désigné.
Xll. REFERENCES

Grille, NucliSens-easyMAG liste de contr6le de maintenance par l'utilisateur,
Révision 3

bioMérieux, NUcliSENS® easyMAG®, Manuel de l'utilisateur V2.0 REF : 280163
bioMérieux, NUCliSENS® easyMAG™ User Manual V2.0 REF : 280163
bioMérieux, NUCISENS® easyMAG™ 2.0.1 Guide

Quick user guide card easyMAG V2.0 On / Off board lysis

Guide simplifié d’utilisation - Logiciel NucliSens easyMAG® V2.0

bioMérieux Pre-extraction Protocol Serum (e.g. HBV DNA application)
BTLO34472 release 2.0
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Xlil. DOCUMENTS ASSOCIES
AlI-BMRC-020 Protéinase K — Tris-HCI
Al-BM-067 Aide-mémoire d’utilisation du NucliSens — easyMAG de BioMérieux

RE-BM-182 Extractions d’acides nucléiques sur le NucliSENS -
easyMAG/eMAG®

RE-BM-243 Relevé de maintenance de I'extracteur NucliSENS® - easyMAG
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Annexe 1

Fermeture de I’appareil NucliSENS® - easyMAG et de I’ordinateur

¢ Fermeture

1. Appuyer sur la clé en bas de I'écran et choisir la fonction que vous souhaiter
exécuter, appuyer sur Quitter. Cliquez sur OK pour fermer I'application.

2. Fermer le systéme d’exploitation, appuyer sur OK et attendre la fermeture de
I’ordinateur. Aprés un certain délai I'écran devient noir.

3. Attendre que le voyant de I'appareil NUcliSENS® - easyMAG devienne fixe et
rouge et fermer 'appareil en appuyant sur le bouton situé a droite vers l'arriére.
¢ Ouverture
1. Allumer l'ordinateur et I'écran tactile.

2. Ouvrir I'appareil NUcliSENS® - easyMAG en appuyant sur le bouton situé a
droite vers l'arriére et attendre que le voyant de I'appareil devienne vert.

3. Entrer les codes d’accés : nom de l'utilisateur |
mot de passe : i}

4. Appuyer sur Ouvrir session.

Biologie moléculaire PR-BM-052
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Annexe 2

Filtration sur colonnes QlAshredder

1. Centrifuger brievement I'échantillon.

2. Pipeter ou aspirer a l'aide d'une pipette de transfert environ 300 pl
d’échantillon et déposer ce volume sur une colonne QlAshredder. Au besoin
ajouter du milieu de transport MEM ou équivalent.

3. Centrifuger la colonne pendant 1 minute a 14 000 rpm a la T®>.ambiante.

4. Récupérer le filtrat dans un tube de type Sarstedt de 2.0 mi pré-identifié et le
conserver aux températures adéquates.

Le traitement d’un échantillon par cette méthode doit étre-noté sur le registre de travail.
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Plateforme eMAG® de BioMérieux
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. PREAMBULE

Ce document remplace le document PR-BM-096 version 01. Les modifications
apportées sont décrites au tableau ci-dessous.

Section Modification Justification
Tout le texte Changement du RE-BM-182 pour le RE- | Un seul registre universel pour
BM-182. I'utilisation du EMAG et/ou
easyMAG.

IX. Exposé de la | Ajout d’extraire avec distribution de la
procédure silice par l'instrument ou par l'utilisateur.
2 possibilités possibles.
Ajout de 2 fagons pour la fabrication de
la silice.

Annexe 1 Ajout de I'information du 2¢ EMAG. Nouveau robot en utilisation au
LSPQ.

Il. CHAMPS D’APPLICATION

Ce document est destiné au personnel du secteur Biologie moléculaire

lll. PRINCIPE

La plate-forme eMAG est concue pour I'extraction automatisée (purification et
concentration) d’acides nucléiques (ARN/ADN) totaux a partir d’échantillons
biologiques.

Cette plateforme posseéde deux modules distincts qui permettent chacune
d’'extraire jusqu’a 24 échantillons/contréles simultanément. Les réactifs sont
utilisés selon les recommandations et protocoles fournis par le manufacturier.

IV. SPECIMENS

Spécimen respiratoire tel que : écouvillonnage de gorge, de nez, sécrétions
(aspiration, expectoration) nasopharyngées ou endotrachéales, lavage
broncho-alveolaire. Ces types d’échantillons sont habituellement conservés
dans un milieu de transport viral tamponné.

Surnageant de culture virale et bactérienne.

Selle, sang, sérum, plasma-EDTA, plasma-ACD (acide citrique-dextrose).
Ecouvillon anal, rectal ou extra-génital

Eau (prélévement environnemental)

Cette liste n’est pas exhaustive.

Au besoin le volume d’échantillon initial peut étre augmenté en ajoutant du milieu
de transport viral, de la saline ou du MEM. |l faut toutefois tenir compte de cette
dilution lors de l'interprétation du résultat. La dilution d’'un échantillon clinique
avant I'extraction doit étre documentée sur les registres de travail.

Biologie moléculaire PR-BM-096
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V. MATERIEL REQUIS

Equipement

VVVY

VVVVVVVYVYVYVYY

Y VWV

vV Vv

7
[/

Vv

7
[/

Instrument NucliSENS™ - eMAG de bioMérieux

Logiciel NucliSENS eMAG

Agitateur-mélangeur a Vortex

Récipients pour matériel contaminé de type Conocup
Microcentrifugeuse

Micropipettes de 2 a 1000 pl

Embouts tamponnés stériles et certifies exempts de RNAses
Portoir de navettes métallique

NUcliSENS - easyMAG Disposables (navettes et peignes d’aspiration)
EMAG® Tips 1000uL (cat 418922)

EMAG® Tips Waste Bag (cat 422140)

Minuterie

Bloc chauffant

Thermometre calibré pour une lecture de 55°C
Thermomeétre calibré pour température piéce (15-25°C)
Colonnes QlAshredder (QIAGEN # cat 79656)

Pipettes de transfert

Tubes de type Sarstedt (1,5 ml et 2,0.ml) stériles

Tubes de type Corning (50 ml)

Tubes de collection ou équivalent pour la conservation des acides nucléiques
et lisieres de bouchons associées

Nettoyant NOVUS (Plastic Clean & shine)

Alcool 70%

Eau purifiée type Il

Réactifs

YV Y-V.V V V VYV

Y

NUucliSENS® easyMAG® Lysis Buffer

NUcliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 1

NucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 2

NUucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 3

NUcliSENS® easyMAG® Magnetic Silica

Protéinase K -Tris-HCI (AI-BMRC-020)

MEM (Minimum Essential Medium 1X) ou equivalent, si nécessaire

Contréle interne MS2 de la trousse NXTAG® Respiratory Pathogen Panel de
Luminex (PR-BM-119), le cas échéant

Contréle interne MS2 pour l'analyse Multiplex Gl (PR-BM-130), le cas
echéant
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VI. MAINTENANCE

Compléter le registre de maintenance RE-BM-286.

Les recommandations du manufacturier sont les suivantes :

A. Inspection quotidienne (a chaque jour d’utilisation) :

' g

Inspecter I'instrument pour toute fuite et nettoyer au besoin.

B. Inspections et entretiens hebdomadaires (ou premiére utilisation de la
semaine):

Y

v

v

v

v

v

7

Eteindre I'ordinateur et I'instrument (Annexe 1). Toujours s'assurer d’ouvrir
les portes de la zone de travail et des compartiments des réactifs avant.

Nettoyer les vitres de I'instrument avec le nettoyant NOVUS.

Essuyer et nettoyer I'extérieur et le pourtour intérieur de linstrument a
I'alcool 70%.

Nettoyer la zone des réactifs (c’est-a-dire, la zone avec les 4 bouteilles).
Vidanger le conteneur de déchets liquides.
Vérifier les conteneurs de déchets solides et les vider au besoin.

Veérifier le filtre de la prise d’air des flacons de réactifs. Si nécessaire le
remplacer. Pour le retirer il faut piquer le filtre avec un objet pointu.

Vérifier si les joints d’étanchéité (O-rings) sont bien en place et rechercher
la présence de cristaux sur les joints toriques.

Examiner les embouts de distribution. Si nécessaire nettoyer les deux
embouts de distribution des réactifs, ils sont situés vers l'extérieur de
l'appareil. Eliminer les cristaux avec un coton-tige trempé dans un tube
d’eau DEPC. Nettoyer avec un mouvement vers le bas.

Rechercher la présence de cristaux de guanidine sur les attaches et les
bouchons des réactifs, ainsi que sur les joints des peignes d’aspiration. Si
nécessaire, éliminer les cristaux avec un coton-tige trempé dans un tube
d’eau DEPC. Changer de coton-tige a chaque buse.

Rallumer le systéme apres avoir remis les différents tiroirs en place.

Effectuer une réinitialisation de la carte mére de l'instrument (Voir Annexe
2).
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» Effectuer le protocole de maintenance «Nettoyage avec du tampon
d’extraction 3» pour chacune des sections.

Sélectionner I'onglet Maintenance, puis Maintenance préventive
Choisir Nettoyage avec du tampon d’extraction 3

Utiliser les navettes dédiees

Démarrer le protocole en appuyant sur le bouton correspondant au
module désiré dans le coin inférieur droit. Le nettoyage prend
environ 10 minutes pour chaque section.

BhwOnN =

C. Inspections et entretiens occasionnels:

Des maintenances périodiques sont effectuées par bioMérieux selon le contrat
de service achete.

VIl. CONTROLE DE LA QUALITE

Sauf exception, chaque série d'extraction ‘doit inclure une série de témoins
comprenant au moins un contréle négatif et un contréle positif. Consulter les
procédures techniques des pathogenes.recherchés pour le choix des contréles.

Par exemple, pour les échantillons. testés a 'aide de la trousse NxTag RPP de
Luminex ou pour les panels des virus entériques, il n’y a pas de contréle positif a
extraire. Toutefois, la trousse inclut un contréle interne (solution du phage MS2)
qui doit étre ajouté a chaque échantillon avant I'étape de I'extraction des acides
nucléiques ainsi qu’un contréle négatif d’extraction.

» Compléter le registre RE-BM-182 « Extractions d’acides nucléiques sur le
NucliSens —easyMAG /EMAG».

» Les.tampons NucliSens® easyMAG® Lysis Buffer, Extraction Buffer 1,
Extraction Buffer 2 et Extraction Buffer 3 doivent étre laissés a bord
Jusqu'a épuisement, ou pour un maximum de 30 jours suivant I'ouverture
du contenant.

Note : Le logiciel calcule automatiquement le nhombre de jours restants
pour chaque réactif.

» La réserve de tampon NucliSens® easyMAG® Extraction Buffer 3 est
entreposée entre 2 et 8°C.

» La réserve de silice NucliSens® easyMAG® Magnetic Silica est
entreposée entre 2 et 8°C.

» Lors de la qualification d'un nouveau réactif, compléter le fichier Excel
« BM Réception-Qualification ».
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VIIL.

IX.

PRECAUTIONS SPECIALES

» Les tampons NucliSens® easyMAG® Lysis Buffer et NucliSens® easyMAG®
Extraction Buffer 1 (bouteilles a bouchons rouges) contiennent du thiocyanate
de guanidine. Récupérer les réactifs du conteneur a déchets et les transvider
dans un récipient identifié et prévu a cet effet. Le secteur Physico-chimie est
responsable de I'élimination de ces déchets.

» Lors du remplacement des bouteilles de tampons, éviter de mouiller les filtres
d’air sur les bouchons.

» Les échantillons présentant de la matiére en suspension ou dont la
mucosité/viscosité rend le pipetage difficile sont traités par passage sur
colonnes QlAshredder (Annexe 3). Du milieu de culture viral peut étre ajouté
a I’échantillon pour faciliter le passage a travers la matrice de la colonne. Le
traitement d’un échantillon par cette méthode doit étre noté sur le
registre de travail. Une centrifugeuse avec couvercle étanche est utilisée
pour la centrifugation des échantillons a l'intérieure d’'une ESB.

» Toutes les manipulations d’échantillons sont effectuées dans une enceinte de
sécurité biologique (ESB) selon les pratiques prévues au document PR-BS-
002.

EXPOSE DE LA PROCEDURE

N.B : Laisser les portes de I'appareil fermées dans les moments d’attente
pour éviter la contamination.

Vérifier le statut des réactifs, pour chacune des 4 bouteilles. Aller dans la zone
«Flacons de réactifs» et cliquer sur «Charger». Sélectionner respectivement
chacune des positions des réactifs, puis scanner le code a barres sur la bouteille
correspondante. Cliquer sur «Appliquer» aprés la lecture de chaque bouteille. Les
bouteilles restent a bord de I'appareil jusqu'a I'épuisement des réactifs ou pour un
maximum de 30 jours.

Veérifier le statut des embouts. Aller dans la zone des embouts et cliquer sur
«Charger». Insérer lentement le tiroir contenant les boites d’embouts. Choisir
«Boite Pleine» s’il s’agit d’'une boite neuve sinon inscrire la position du premier
embout. Le logiciel calcule automatique le nombre d’embouts restants.

» Créer la liste de travail et définir la demande d’extraction. Consulter I'aide-mémoire

Al-BM-090 pour toute information relative a la programmation de I'appareil.

» Créer la liste des échantillons :

1. Cliquer sur l'icéne «Liste des demandes»
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2. Dans la section «Demande d’extraction», inscrire ou sélectionner les critéres
dans tous les champs. :
o ID : entrer ou scanner le numéro de I’échantillon ou contréle
o Matrice, Méthodes d’extraction
o Les champs : volume d’entrée, de silice et de sortie sont complétés
automatiquement en lien avec la méthode d’extraction. Si nécessaire,
ceux-ci peuvent étre modifiés (Voir AI-BM-090)
3. Sauvegarder en cliquant sur I'icone disquette ou en appuyant sur Entrée

» Créer la série :

4. Cliquer sur l'icéne «Préparation entrées».

5. Dans le champ ID (coin inférieur gauche) sous l'onglet Segment/Navette,
saisir le code-barre de la navette a étre utilisé (ex. Z108ABERE).

6. Sélectionner de une a huit demandes d’extraction de la section'du haut et les
transférer sur la navette sélectionnée en appuyant sur la fleche vers le bas.
Note : Pour faciliter la visualisation des demandes, il peut étre utile de
classer celles-ci par date de modification. S’assurer de respecter l'ordre
défini sur le RE-BM-182.

7. Pour ajouter une nouvelle navette, appuyer sur le «+» (coin inférieur droit) et
répéter les étapes 5 et 6.

» Aller dans la section «Chargement et Séries». S’assurer de sélectionner la bonne
section de I'appareil a étre utilisé.

Incubation de lyse hors instrument (lyse manuelle)

» Ouvrir la porte de la section désirée.

» Installer les navettes et les peignes d’aspiration. Dés la fermeture de la porte,
I'appareil lit les codes-barres navettes automatiquement et associe la liste de
travail correspondante.

» Procéder-avec la.demande automatique de distribution de tampon de lyse (2 ml)
en cliguant sur l'icbne du cété droit avec la fleche inscrit «Lyse». A la fin du
processus, attendre I’arrét complet de la section avant de poursuivre.

Note : L’'ajout de MS2 (contréle interne), pour les trousses de pathogénes
respiratoires ou de multiplex entériques se fait avant la distribution de la lyse.

» Récupérer les navettes sur le portoir approprié. Sous une ESB, distribuer le
volume d’échantillon requis (AlI-BM-090) et mélanger trés légerement par
pipetage répétitif, en évitant la formation de bulles et d’aérosols.

» Incuber a température ambiante pendant environ 10 minutes. Noter la
température et I'neure sur le registre RE-BM-182.
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» Préparation de la silice. Le manufacturier fournit des tubes de 1,2 ml. Vortexer le
tube original pendant 15 secondes.

» Ajout par l'appareil . Méthodes d’extraction Tout C30v_off Ves SB et
GE_Cb51v_off_Ves_GE : ajouter le tube en position 1 sur le tiroir vert associé aux
réactifs. Normalement le code a barres est automatiquement détecté par
'appareil pendant le chargement, un point bleu en position 1 apparait. Grace au
code a barres sur le tube, le lot et la date de péremption sont automatiquement
inscrit a la bonne position. S’il y a présence d'un triangle avec un point
d’exclamation, entrer les informations manuellement, sélectionner la position du
réactif a I'écran. Dans la nouvelle fenétre, sélectionner «SILICA» dans le menu
déroulant et inscrire le lot et la date d’expiration correspondant manuellement ou
en utilisant le code barre de la boite de silice.

IMPORTANT: Pour une extraction de 24 échantillons, il est nécessaire d’ajouter
un deuxieme tube de silice magnétique. Toujours vérifier a I'écran la quantité de
silice nécessaire pour le protocole d’extraction.

» Ajout manuellement: Méthodes d’extraction.. Tou2_C30v_off Ves_SB et
GE2_C51v_off_Ves_GE : Le manufacturier fournit des tubes de 1,2 ml. Donc, a
'ouverture d’'un nouveau tube, vortexer le tube original pendant 15 secondes.
Prélever 600 pl et transférer dans un nouveau tube sarstedt. Apposer un «X» sur
le bouchon du tube original s’il _n’est pas reconstitué avec de Ieau
immédiatement. Toujours utiliser I'aliquot en premier.

A l'aide de la pipette programmable BIOHIT dédiée (programme P1), reconstituer
un tube (ou Il'aliquot) contenant 600 pl de silice magnétique avec 550 ul d’eau
DEPC par série de huit (8) €échantillons, puis vortexer pendant 15 secondes.

Note: La préparation eau-silice contient suffisamment de réactifs pour 8
échantillons. Toutefois, si moins de 8 échantillons sont traités, conserver la silice
non-utilisée. Inscrire sur le tube la date de reconstitution et le nombre de réaction
utilisé, et remettre dans la boite au réfrigérateur. En période de grande utilisation
de I'appareil, il est également possible de préparer une grande quantité de silice.
Il suffit de jumeler plusieurs tubes de silice dans un contenant (ex. Corning 50ml)
et d’ajouter le volume d’eau correspondant, soit 1,1 mL par tube de silice utilisé.
Apres reconstitution, le tube peut étre conservé un maximum de 14 jours. Pour
utiliser un tube déja reconstitué, vortexer 15 secondes avant le pipetage et
inscrire les informations appropriées au RE-BM-182.

» Distribuer 125 pl de silice magnétique reconstituée dans des cupules en rangée
de 8 en utilisant la pipette BIOHIT, programme P2.

» Lorsque la lyse des échantillons est complétée, distribuer 100 pl de silice
magnétique reconstituée dans les navettes en utilisant la pipette BIOHIT,
programme P3.
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» Lorsque l'incubation est terminée, remettre les navettes a leur position initiale
dans l'appareil. (L’appareil vérifie les codes-barres des navettes pour s’assurer
du bon positionnement.)

» Portoir des embouts : Si dans la section «Embouts de pipetage», on note la
présence d’un point d’interrogation, appuyer sur charger. Ouvrir le tiroir, observer
la quantité d’embouts restants et refermer délicatement le tiroir pour permettre la
lecture du code-barre. Vérifier ou inscrire la position de premier embout ainsi
que le nombre total d’'embouts présents (Voir schéma en Annexe 4 ou sur
instrument).

» Lancer la série en cliquant sur le bouton «Démarrer» (triangle a droite).

v

S’assurer d’étre prés de l'extracteur lorsque la méthode se termine afin de
récupérer le plus rapidement possible les acides nucléiques. Sous une ESB ou
une enceinte close, transférer les éluats dans des tubes de collection adéquats
en évitant de toucher a la pastille de silice. Identifier ces tubes avec le numéro de
position d’extraction, le numéro de laboratoire, la date d’extraction et le
pathogéne associé.

» Retirer le ou les tubes de silice de I'appareil. Jeter les tubes vides et conserver
ceux avec un volume restant pour les prochaines extractions.

» Visualiser le rapport a I'écran _de fFordinateur du eMAG. Cocher la section
«Epreuve Valide» du RE-BM-182

» Si nécessaire, faire les maintenances d'usage et vidanger le réservoir des
déchets au minimum une fois par semaine.

Conserver les préparations d’acides nucléiques pour usage dans la méme journée
a une température entre 2 et 8°C et a long terme a <-60°C.

X. RESULTATS

Lorsqu’une méthode se termine, un rapport est automatiquement créé avec les
données relevant de l'extraction effectuée. Cliquer sur licébne «Rapports»,
rechercher avec la date le rapport désiré. Sélectionner celui-ci, appuyer sur
imprimer puis sur l'option PDF. Vérifier 'absence de code d’erreur ou d’autre
probléme durant I'extraction. Enregistrer le rapport en format pdf dans le dossier
S:\partage\Biologie moléculaire\eMAG\Rapport.

XI. ENREGISTREMENT DES DONNEES

Joindre le registre RE-BM-182 avec les autres feuilles de travail dans la chemise
associée du classeur désigneé.

Biologie moléculaire PR-BM-096
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Xll. REFERENCES

bioMérieux, EMAG®, Manuel de l'utilisateur V. 161150-643-C-fr-2018-02 REF :
161150-1163

bioMérieux, User Management V. 4501-2207-C-fr-2016-07 REF : 161150-840

bioMérieux, Méthodes d’extraction V. 161150-730-B-fr-2017-05 REF: 116150-
1002

Guide simplifié d’utilisation EMAG® version SP2_Fr_A_septembre 2018

bioMérieux Pre-extraction Protocol Serum (e.g. HBV_DNA..application)
BTLO34472 release 2.0

Xlll. DOCUMENTS ASSOCIES
AlI-BMRC-020 Protéinase K — Tris-HCI
Al-BM-090 Aide-mémoire d’utilisation. du NucliSens — eMAG de BioMérieux

RE-BM-182 Extractions d’acides  nucléiques sur le NucliSENS -
easyMAG/eMAG®

RE-BM-286 Relevé de maintenance de I'extracteur eMAG®
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Extraction automatisées d’acides nucléiques —

Plateforme eMAG® de BioMérieux Laboratoire de santé publique du Québec

Annexe 1

Fermeture de I’appareil eMAG® et de I’ordinateur

¢ Fermeture

1.8ur le logiciel d'utilisation eMAG®, cliquer sur licone Maintenance, puis
sélectionner Maintenance corrective. Appuyer sur Eteindre instrument suivi de
Arrét instrument.

2.Appuyer sur la clé dans le coin inférieur gauche pour terminer la session, Ensuite
fermer le systéme d’exploitation, éteindre I'ordinateur et I'écran tactile.

3.Attendre que les voyants de I'appareil eMAG® devienne fixe et rouge et fermer
I'appareil en appuyant sur le bouton situé a droite vers l'arriére.

e Ouverture

1.Allumer 'ordinateur et I'’écran tactile.

2.Ouvrir 'appareil eMAG® en appuyant sur le bouton situé a droite vers l'arriere et
attendre que les voyant de I'appareil deviennent vert.

3.0uvrir la session'Windows : nom de l'utilisateur : |
Mot de passe : | IIIIIIEEN

4 Cliquer surlicéne EMAG™

5.Entrerles codes d’acces : eMAG 10026 nom de l'utilisateur : i}
mot de passe |
eMAG 09577 nom de l'utilisateur : i}

mot de passe : | IR

Note : I rcut changer car pour des raisons de sécurité, le mot
de passe doit étre modifié régulierement.
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Extraction automatisées d’acides nucléiques —

Plateforme eMAG® de BioMérieux Laboratoire de santé publique du Québec

Annexe 2

Procédure de Réinitialisation eMAG®

1.Sur le logiciel d’utilisation eMAG™ cliquer sur licone Maintenance, puis
sélectionner Maintenance corrective. Ensuite, appuyer sur Initialiser composant.

2.Choisir linitialisation désirée parmi les quatre choix disponibles : Initialiser la
section de gauche, de droite ou les deux en méme temps. De plus il y a la
possibilité de réinitialisation de la carte mere. |l s’agit d’'un redémarrage systéme
complet (effectué lors de la maintenance hebdomadaire).

3.Une fois la réinitialisation lancée, attendre que les voyants de I'appareil eMAG™
devienne fixe et vert pour poursuivre.
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Plateforme eMAG® de BioMérieux Laboratoire de santé publique du Québec

Annexe 3

Filtration sur colonnes QlAshredder

4. Centrifuger brievement I'’échantillon.

5. Pipeter ou aspirer a I'aide d’'une pipette de transfert environ 300 pl d’€chantillon
et déposer ce volume sur une colonne QIlAshredder. Au besoin ajouter du
milieu de transport MEM ou équivalent.

6. Centrifuger la colonne pendant 1 minute a 14 000 rpm a la T° ambiante.

7. Reécupérer le filtrat dans un tube de type Sarstedt de 2.0 ml pré-identifié et le
conserver aux températures adéquates.

Le traitement d’'un échantillon par cette méthode doit étre noté sur le registre de travail.
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Annexe 4

Aide-mémoire Embouts eMAG

S
S
SIS

S e vl S o K e

code barre section droite

code barre section gauche
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Utilisation des appareils Quantstudio™ 3 et Quantstudio™ 5

de la compagnie Themo Fisher Scientific Laboratoire de santé publique du Quebec

. PREAMBULE
Ce document remplace le document PR-BM-098 version 01.

Les modifications apportées sont décrites au tableau ci-dessous.

Section Modification Justification
Titre et dans Ajout de I'appareil Quantstudio | Nouvel appareil dont le
'ensemble du texte | 5. fonctionnement est
identique a celui du
Quantstudio 3; un méme
guide convient pourles 2
appareils.
IV. Calibration Ajout de la calibration de type Manquante dans la version
‘Dye’. précédente.
VIII. Exposé de la Ajout d’instruction pour la L’appareil QS5 est utilisé
procédure sauvegarde des résultats en par ce secteur.
IDBM.
Ajout d’instructions pour Manquantes dans la version
'ajustement du Baseline précédente.
Ajout d’instructions pour Nouvelle étape a faire en
I'utilisation de l'interface parle suite a 'implantation du
secteur BM. SGIL.

L. OBJECTIFS

Fournir I'essentiel des informations nécessaires au paramétrage du logiciel, a la
configuration d’un essai, a la production d’'un rapport d’analyse et a la calibration
de I'appareil.

L. CHAMPS D’APPLICATION

Ce document est destiné au personnel ayant a réaliser des analyses sur les
appareils de PCR en temps réel QuantStudio™3 et QuantStudio™5.

IV. MATERIEL REQUIS

= Micropipettes a volume variable et embouts tamponnés stériles correspondants

= Centrifugeuse avec adaptateur pour plaques

= Agitateur-mélangeur a vortex

= QuantStudio3 de Thermo Fisher

= Plaque de 96 puits MicroAmp Fast Optical 96-well Reaction Plate with Barcode
Biologie moléculaire PR-BM-098
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Utilisation des appareils Quantstudio™ 3 et Quantstudio™ 5
de la compagnie Themo Fisher Scientific

Laboratoire de santé publique du Québec

Ruban optique Optical Adhesive Covers de Thermo Fischer (No cat : 436095A)
Spatule pour sceller la plaque

Calibrations (produits de Thermo Fischer):
96-Well Fast Region of Interest (ROI) and Background Plates (2 plates); n° cat:
4432426
QuantStudio 3 or 5 10-Dye Spectral Calibration Kit; n° cat : 4432426
96Well Fast TagMan RNase P Instrument Verification Plate; n° cat: 4351979

Nettoyage du bloc d’amplification.
Coton-tige stériles
Eau distillée, solution d’éthanol 95% et d’eau de javel 10%, si nécessaire.

EQUIPEMENT

L’appareil QuantStudio™3 est un appareil de PCR en temps réel avec bloc 96
puits possédant quatre jeux de filtres de couleurs ayant des gammes d’émissions
de longueur d'onde entre 500 et 640 nm. Les 4 canaux disponibles permettent
respectivement la détection des fluorophores FAM/SYBR  Green,
VIC/JOE/HEX/TET, ABY/NED/TAMRA/Cy3, ROX/Texas Red/JUN. Un maximum
de 4 cibles dont les fluorophores sont détectés dans 4 canaux différents peut
étre détecté simultanément par I'appareil dans un méme puits. Il est possible
d’utiliser un des canaux pour la détection d’'un fluorophore (généralement le
ROX) ajouté au mélange réactionnel et utilisé comme référence passive
(facultatif). L’appareil permet l'utilisation de paramétres de cyclage standards ou
rapides.

L’appareil QuantStudio™$ est identique au QuantStudio™3 mais posséde 6 jeux
de filtres de couleurs ayant des gammes de détection de longueur d'onde entre
500 et 660 nm. Les 6 canaux disponibles permettent respectivement la détection
des fluorophores FAM/SYBR Green, VIC/JOE/HEX/TET, ABY/NED/TAMRA/Cy3,
ROX/Texas Red/JUN, Cy5/Mustang Purple et Cy5.5. Le Mustang Purple peut
étre utilisé en remplacement du ROX comme référence passive (facultatif). Il est
a noter que le logiciel d’'utilisation est le méme pour les 2 appareils.

Pour des rendements optimums, ne pas utiliser ces appareils lorsque la
température ambiante est inférieure a 15°C ou supérieure a 30°C, ou si le taux
d’humidité est supérieur a 80%. Afin de permettre un refroidissement adéquat,
laisser un minimum de 6 pouces d’espace entre I'appareil et le mur a l'arriére. |l
ne doit pas étre installé sur un comptoir ou des instruments générent des
vibrations, comme des centrifugeuses ou des pompes.

Nettoyage externe : Eviter de renverser du liquide dans le thermocycleur ou le
module optique : dans de telles circonstances, nettoyer avec de l'eau et un
chiffon pour taches délicates (non pelucheux). Nettoyer au besoin le plateau sur
lequel la plaque est déposée (puits et encadrement).

Biologie moléculaire PR-BM-098
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Utilisation des appareils Quantstudio™ 3 et Quantstudio™ 5
de la compagnie Themo Fisher Scientific

Laboratoire de santé publique du Québec

VL

Filtres optiques et lampes : il n’est pas possible de modifier ou d’échanger des
filtres pour I'émission de lumiére ou la capture de fluorescence ; I'émission de
lumiére est assurée par une LED blanche.

CALIBRATIONS ET TESTS DE PERFORMANCE
A) Calibrations

La calibration est nécessaire pour assurer la qualité des lectures obtenues. La
recommandation du manufacturier est de I'effectuer aux deux ans, ou aprés un
déménagement de l'instrument. Toutefois, elle peut aussi étre effectuée a tout
moment, afin de s’assurer de la performance de l'appareil. Un rappel pour une
calibration peut étre programmé en utilisant l'outil dédié a cet effet dans
‘Settings/Maintenance and Service/Calibrations/History and Reminders. A cet
emplacement peut également étre consultée I'historique des calibrations.

Préparation des plaques de calibration :
- Deégeler les plagues dans leur emballage pendant 30 minutes a T° piece.
- Retirer les plaques de leur emballage (conserver les emballages). Ne pas
retirer la pellicule de plastique qui scelle la plaque.
- Vortexer pendant 5 secondes, puis centrifuger 2 min a 750 ou 1000 g.
- S’assurer que tout le matériel est au fond des puits, sinon, centrifuger de
nouveau.

Les calibrations ‘RON\Uniformity” et ‘Background’ s’effectuent en séquence :

1) Calibration ‘RONUniformity’

- Sélectionner ~le. programme en utilisant le chemin suivant:
‘Settings/Maintenance and Service/Calibrations/ROI and Uniformity’

- Insérer la plaque dans I'appareil (le code a barres a I'avant de 'appareil) et
refermer le tiroir.

- Lorsque la calibration est complétée un message a cet effet apparait a
'écran. Lorsque le résultat est probant (‘Passed’), cliquer sur ‘Next’ pour
passer a I'étape suivante. Si le résultat est ‘Failed’, consulter la section
‘Troubleshoot Calibration Failure’ et la coordinatrice technique ou le
responsable d’'activite.

- Retirer la plaque, la remettre dans son emballage et la retourner dans le
congélateur (entre -15 et -25 °C).

2) Calibration ‘Background’

- Le programme de cette calibration démarre automatiquement aprés que la
précédente soit terminée.

- Lorsqu’elle se termine, cliquer sur ‘Details’ qui apparait alors a I'écran; il
est dés lors possible de naviguer a travers les écrans de résultats des
calibrations — consulter le guide d’utilisation de I'appareil (pages 46 et 47)
pour des informations relatives a ces données.

Biologie moléculaire PR-BM-098
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de la compagnie Themo Fisher Scientific Laboratoire de santé publique du Quebec

- Cliquer sur ‘Accept Results’ ou ‘Reject Results’ dans la section ‘Calibration
status’ apparaissant a I'écran, selon I'appréciation des résultats obtenus.

Une calibration de type ‘Dye’ peut étre effectuée afin de calibrer les
fluorophores de base disponibles sur I'instrument :

- Sélectionner le programme en utilisant le chemin suivant:
‘Settings/Maintenance and Service/Calibrations/Dye’

- Choisir la série de fluorophores a calibrer et appuyer sur ‘Next’

- Insérer la plaque dans I'appareil (le code a barres a I'avant de I'appareil) et
refermer le tiroir.

- Lorsque la calibration est complétée un message a cet effet apparait a
'écran. Lorsque le résultat est probant (‘Passed’), cliquer.sur ‘Next’ pour
passer a I'étape suivante. Si le résultat est ‘Failed’, consulter la section
‘Troubleshoot Calibration Failure’ et la coordinatrice technique ou le
responsable d’activité.

- Retirer la plaque, la remettre dans son emballage et la retourner dans le
congélateur (entre -15 et -25 °C).

Il est aussi possible de calibrer I'appareil pour la détection de fluorophores qui ne
sont initialement pas disponibles. Cette procédure est décrite aux pages 54 a 59
du guide du manufacturier.

B) Vérification de la performance

Elle s’effectue en utilisant une plaque 96 puits achetée chez la manufacturier.
Cette plaque contient des quantités connues de copies génomiques de la cible
RNase P (de 1250 a 2000 copies) disposées dans la plaque selon un schéma
connu, ainsi que tous les réactifs nécessaires a I'amplification et la détection.

- Sélectionner le - programme en utilisant le chemin suivant:
‘Settings/Maintenance and Service/Calibrations/RNase P Verification’

- Insérer la plague dans I'appareil (le code a barres a 'avant de 'appareil),
refermer le tiroir et cliquer sur ‘Start’.

- <Lorsque la calibration est complétée un message a cet effet apparait a
I'écran, cliquer sur ‘View Results’. Si le résultat est ‘Failed’, consulter la
section ‘Troubleshoot verification failure’ a la page 53 du manuel
d’utilisation et la coordinatrice technique ou le responsable d’activité
Lorsque le résultat est probant, cliquer sur (‘Accept Results’), sinon cliquer
sur ‘Reject Results’ pour effacer les résultats.

- Jeter la plaque.

Identification d’'une contamination du bloc d’amplification ou d’'une plaque 96
puits utilisée pour une calibration.

Un signal qui excéde la limite de fluorescence normale peut indiquer une
contamination par des agents tels la poussiére, I'encre de marqueurs, du talc
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etc. Si des puits n'ont pas passé des étapes de calibration, il est possible
d’en détecter les causes de la facon suivante :

Noter d’abord les puits qui n’ont pas passé le contréle de la qualité.

Retirer la plaque de calibration, la retourner (horizontalement) de 180° et
la replacer sur le block.

Recommencer les étapes de calibration (‘RIO and Uniformity’, et
‘Background’).

Si les résultats sont identiques a ceux obtenus dans la calibration
précédente, il s’agit d’'une contamination des puits: procéder-a un
nettoyage tel qu’indiqué a la section suivante; si les puits fautifs sont
placés a limage inverse de ceux identifies lors de la calibration
précédente, jeter la plaque et recommencer la calibration-a I'aide d’une
nouvelle plaque.

Nettoyage du bloc d’amplification :

Fermer I'appareil et le débrancher la prise de 'UPS.

Tirer le tiroir pour exposer le bloc d’amplification.

Pipeter a plusieurs reprises une solution d’eau distillée dans chacun des
puits identifiés comme fautifs precédemment; absorber 'excédent avec un
coton tige.

Laisser sécher, refermer le tiroir, remettre sous tension et refaire une
calibration ‘Background’

Si la contamination persiste, répéter les derniéres étapes cette fois-ci en
utilisant une solution d’éthanol 95%, puis rincer avec de I'eau distillée tel
que décrit précédemment.

Si la contamination persiste, nettoyer cette fois avec une solution d’eau de
javel 10%, puisrincer avec de I'eau distillée.

Si le probleme persiste, contacter le service technique de la compagnie.

Transport ou stockage de I'appareil :

Cliquer sur ‘Settings/Maintenance and Service/Ship Prep Mode/Next’
Insérer la plaque 96 puits de I'emballage original (ou une plaque vide),
refermer le tiroir et cliquer sur ‘Lock Block’

Fermer I'appareil en utilisant le commutateur situé a I'arriére de I'appareil
et debrancher le 'UPS.

VI. PRECAUTIONS SPECIALES

La présence de bulles dans les puits nuit a la lecture. Si nécessaire,
centrifuger la plaque en utilisant la centrifugeuse a plaques.

Au besoin, aprés avoir déposé la plaque sur le plateau du thermocycleur,
repasser un chiffon pour taches délicates sur le scellant afin de s’assurer qu’il
soit bien collé ou repasser a 'aide de la spatule.
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VIIL

EXPOSE DE LA PROCEDURE

L’appareil doit étre allumé en premier. Vérifier que I'écran ne soit pas qu’en veille
en le touchant (touchscreen). S’il ne s’éclaire pas immédiatement, allumer
'appareil a 'aide du commutateur situé a l'arriére de I'appareil.

Si nécessaire, démarrer I'ordinateur de traitement. Ignorer les messages durant
'ouverture (en cliquant OK), cliquer sur I'icone ‘INSTR-USER’ pour débuter une
session, inscrire | 2 '2 demande du mot de passe, puis cliquer sur
'icone ‘QuantStudio Design & Analysis Software’ pour démarrer le programme
d’analyses.

Note : Pour la coordonnatrice (ou la personne mandatée) qui a a ajouter de
nouveaux templates ou de faire des modifications aux protocoles existants,

l'utilisation du user | <t du mot de passe I cst

nécessaire.

Le logiciel d’application offre des formats: adaptés pour plusieurs types
d’analyses : établir une courbe standard, déterminer une température de
dissociation, génotyper etc. Pour les essais de détection, qui constituent la trés
grande majorité des analyses effectuées au LSPQ, le type ‘standard curve’
(courbe standard) est le type de programmation de base adéquat pour
développer un gabarit d’analyse.

Il est possible d’initier une nouvelle analyse de deux facon, soit en créant un
gabarit de novo, soit en utilisant un gabarit (template) déja créé antérieurement.
Un nouveau gabarit est habituellement créé pour une nouvelle méthode, lors de
son développement..En routine, on débute généralement une analyse en
utilisant un gabarit'déja programmé. Ces gabarits sont enregistrés sur le disque
de l'ordinateur de traitement. La liste LI-BM-008 fait la description de tous les
templates déja enregistres sur les instruments Quanstudio 3.

A. Programmation d’une plaque

- Il'est possible d’ouvrir une plaque déja préparée en appuyant sur «Openy.
Sélectionner la plaque .edt pour une plaque préparée et encore non-utilisée
ou sur une plaque .eds pour visualiser une plaque incluant des données.

- Dans l'encadré ‘New Experiment’ de I'écran de départ (‘Home screen’),
cliquer sur la fleche « v » a droite du choix ‘Create New Experiment’ suivi
de ‘Template’. Voir lillustration a la page suivante.
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S Curtitudic™ Seagn & Anchan Soltwarev1 33 ol oes
Fée Edt Anolyals  Took  Help

Select an Option

New Experiment Open Exinting Experiment
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By axfy

Yoo [a==

5 Cemsar-l o

- Sélectionner le gabarit (template) approprié dans.le répertoire 96 Well/
Biomol et cliquer ‘Open’. Pour les analyses du-secteur BM, voir la liste LI-
BM-008 au besoin.

- Veérifier/modifier les données préinscrites dans les onglets suivants :

1. «Properties» : modifier le-nom_de l'analyse et, au besoin les autres
parametres.

2. Pour les analyses du secteur BM : ajouter au début un code décrivant le
type d’analyse (EX : pour le virus de l'influenza, ajouter FLU, pour créer
FLU2016-08-29_.101206).

3. Pour les analyses du secteur IDBM : saisir le nom de l'analyse dans le
format « AAAAMMJJ-XX_Analyse ». L’indication XX correspond aux
initiales du technicien et « Analyse » correspond a I'abbréviation utilisée
pour I'analyse a effectuer (ex. carba, STEC, Mchim), tel qu’'indiqué dans
la procédure associée a cette analyse.
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4. «Method» : vérifier que les paramétres inscrits correspondent a ceux de la
méthode décrite dans le document LI-BM-008(BM) ou sur le registre de
la procédure a effectuer (IDBM), et que le volume du mélange

réactionnel corresponde a celui du protocole.

& QuantStucko™ Design & Anslyshs Software v1.3.1
rie  Edt Analysin  Toolx el

Experiment Method

Method Plate Run Reaults

(# Action v [ Save v

Vokime Cover

Hold stage

Step1 Step2

Data Coliection Of [} Pavse On

PCR stage

Stepl Step2

Pause OF  &F Advanced Settinga

Step3

V VeriFlex

Bl e GO ]

5. «Plate» : en utilisant les fonctions habituelles de Windows (‘shift’, ‘ctrl’,
sélection de colonnes ou de lignes en cliquant sur les entétes), on peut
assigner des puits aux noms d’échantillons et aux cibles recherchées,
puis y inscrire les fluorophores et quencher utilisés.

Vérifier qu’a 'onglet «Quick Setup»/«Plate Attributes» que le «Passive
reference» soit correctement assigné selon que l'analyse se fait avec

ou sans ROX.
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Properties Method Plate Aun Results Export
Assign Targets and Samples [# Action | v Oy Save ~
-uunusmp Advanced Setup < S \View |~
>
Viell Attributes 1 2 ) a
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I @
- . : :
L cam Comin
ﬂ o
orget
- x - & e
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oo g1
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e £ g s
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o @’
M6 Eo Do 80 Empty
- T = — T
ﬂ = = I_H;l o @ )

Toutefois, il est plus rapide d’utiliser un fichier Excel préprogrammé a
cet effet, qui sera alors utilisé pour importer les données requises a
cette étape. Les instructions sontles suivantes :

Ouvrir le fichier QS3template.xlsm, notamment disponible sur S/
Partage/ Biologie moléculaire/ Quantstudio/ QS3template.xlsm. Cliquer
sur la touche «Activer le contenu» afin d’activer les fonctions macros.

i. Au 1¢f onglet «Echantillons», inscrire les numéros des échantillons
a analyser selon I'emplacement final désiré sur la plaque 96 puits a
I'aide de la colonne «Position».

Déterminer quelle cible «Target» est a analyser pour chacun des
échantillons.

Note : Le nom des cibles ainsi que le «reporter» et le «quencher»
associé au fluorophore de la sonde sont décrit dans le 4° onglet
«Clef».

ii. Lorsque la liste est complétée, il est possible d'imprimer le schéma
de plaque 96 puits en cliquant sur 'onglet «Plaque 96».

ii. Finalement, aller sur 'onglet «QS3». Toutes les informations
inscrites seront automatiquement transférées sur cette page.

Note : Il est possible d’enregistrer les informations inscrites en
fichier Excel afin de pouvoir retourner les utiliser a un autre
moment.

Pour transférer les informations vers I'appareil QS3 :

Biologie moléculaire PR-BM-098
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Utilisation des appareils Quantstudio™ 3 et Quantstudio™ 5
de la compagnie Themo Fisher Scientific

Laboratoire de santé publique du Québec

Insérer une clé USB au module informatique.

Faire, enregistrer sous;

Nom du fichier : FLU20160829.txt

Type du fichier : Teste (séparateur : tabulation)(*.txt)
Enregistrer

Boite Microsoft Excel, appuyer sur OK, boite Microsoft Excel,
appuyer sur OUL.

Fermer Excel et répondre NON a la question : Voulez-vous
enregistrer les modifications apportées a « FLU20160829.txt»?
Retirer la clé du module informatique.

Pour importer la plaque préenregistrée dans le QS3 :

vV VYV

\

6. «Run» :

Introduire la clé USB avec le fichier texte enregistré
préalablement a 'ordinateur associé au QS3.

Appuyer sur File / Import Plate Setup.

Appuyer sur «Browse» et aller sélectionner le fichier désiré.
Appuyer sur OK. Un message mentionnant que le transfert a été
effectué avec succes apparait a I'écran.

Les informations sont maintenant disponibles.

IMPORTANT : PCR multiplexe

Le fichier template Excel ne permet pas d’ajouter plus d’une
cible/puits. Aprés I'importation de la plaque, cliquer sur I'onglet
«Advanced Setup». Avec la souris, sélectionner les échantillons
sur la plague 96 puits et choisir les cibles supplémentaires dans
la section «Targets». Chacune des cibles se retrouvera visible
par un carré dans chacun des puits de la plague 96 avec sa
couleur associée.

ouvrir le tiroir et insérer la plaque sur le bloc d’amplification.

Refermer le tiroir. Appuyer sur la fleche « v » a droite du ‘Start Run’. Le
logiciel cherchera le numéro de 'appareil associé a I'ordinateur (hnuméro
inscrit sur I'écran (au centre, en haut) de l'appareil. Sélectionner
I'appareil et la série d’'analyse débutera automatiqguement. La durée de
'analyse et le temps restant est inscrit sur I'écran du QuantStudio.

Biologie moléculaire
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Utilisation des appareils Quantstudio™ 3 et Quantstudio™ 5

de la comgagnie Themo Fisher Scientific Laboratoire de santé publique du Quebec

& QusntStudio™ Design & Analysis Software v1 3.1 [2=8 FE8 5|
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Properes  Method Plate Run Results Export
Run Control sTARTRUN | v [N
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7. «Results» : le logiciel nous: présente les résultats dans cet onglet sitot
'analyse complétée. Si aucun résultat n'apparait, cliquer sur le bouton
‘Analyse’. Par défaut, les résultats sont présentés sous forme de
graphique dont l'abscisse montre les cycles damplification et
l'ordonnée, la valeur de Rn en Log1o. Le Rn représente la différence
entre la fluorescence détectée a chaque cycle par rapport a la valeur
seuil (‘baseline’) détectée au début de la réaction.

Cliquer.sur l'icéne représentant un ceil (pointé par la fleche rouge), un
encadré s’ouvre dans lequel peuvent étre ajustés les parameétres de
presentation du graphique (voir image suivante). De facon générale,
les choix suivants sont a privilégier :

Plot Type : ARn vs Cycle

Graph Type : Linear

Plot Color: Sample (permet de voir les courbes avec la couleur associé
a chaque échantillon) ou Target (permet de voir les courbes avec la
couleur associées a chaque cible)

Décocher les items Threshold Auto et Auto Baseline.

L’item «Show: Threshold» doit étre actif.

Le threshold peut ensuite étre ajusté manuellement au besoin.

Biologie moléculaire PR-BM-098
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Utilisation des appareils Quantstudio™ 3 et Quantstudio™ 5

de la comgagnie Themo Fisher Scientific Laboratoire de santé publique du Quebec

Important : Il faut ajuster le threshold pour chacune des cibles
effectuées. Celui-ci sera gardé en mémoire et rapporté au rapport final.

-
B QuertRtudio™ Design & Analysis Software v 3.1 o [@] =
File  Edit  Andysis  Tools Help
Properties Method Plate Run Results Export Analyze
Results l [# Action v | O; Save v
- o — e . = 3 [ =
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= N
PlotType ARvsOycle v GraphType Linear v PlotCokr Sample v S ——————————
1
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Pour ne voir qu’une seule cible a la fois, simplement la sélectionner via
'option «Target» de.ce méme tableau.

Il peut aussi étre nécessaire d’ajuster le Baseline, surtout si il y a
beaucoup de bruit de fond dans les premiers cycles d’amplification.

Pour se faire :

a) cocher « Show Baseline »;

b) déplacer le triangle vert pour fixer le début du « Baseline » aprés la
zone d’instabilité de la fluorescence, siil y a lieu ;

c) déplacer le triangle rouge pour fixer la fin du « Baseline » environ 2 Ct
avant la courbe de la série d’analyse ayant la Ct la plus faible pour cette
cible.

d) Appuyer sur «Analyse» dans le coin supérieur droit pour la réanalyse
des courbes de la série d’analyse.

Il est possible d’ajuster le « Baseline » seulement une cible a la fois.
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dela comga(_;nie Themmo Fisher Scientific Laboratoire de santé publique du Québec

A

Q Q w 'E‘ .-‘I 0; [__=1° i ® Amplification Plot v

Sans ajustement du Baseline Amplification Plot
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de la comgagnie Themo Fisher Scientific

Laboratoire de santé publique du Québec

8. Impression du graphique et des résultats

'@ QuantStucio™ Design & Anelsis Software v131 oo (s
Fle Edit  Analysis  Tools  Help
Properties Method Plate Run Results Export m
Results l [# Action v O; Save
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» Appuyer sur le logo de limprimante afin de pouvoir imprimer le
graphique. |l est possible dimprimer seulement une partie des
échantillons en faisant une sélection des échantillons désirés en
utilisant le'schéma de la plaque 96 puits a droite de I'image ci-haut
(fleche orange).

A\

Générer un rapport de la série en appuyant sur File/Print Report. Faire

la sélection des 4 items suivants (ou en sélectionner d’autres, selon

les besoins de I'analyse):
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Quantstudio™ 3 et Quantstudio™ 5

Laboratoire de santé publique du Québec

well

[ ampliification Plot (ARn vs. Cycle) Data collected during the cycling or amplification stage. Displays baseline-corrected
normalized reporter (ARn) plotted against cycle number.

[] amplfication Plot (Rn vs. Cycle) Data collected during the cycling or amplification stage. Displays normalized reporter (Rn)
plotted against cycle number.

[] amplification Plot (Ct vs. Well)  Data collected during the cycling or amplification stage. Displays Cr plotted against well

number

[C] standard Curves The best fit line using Ct values from the standard reactions plotted against standard
quantities.

‘ |7 Resuts Table (By Well) A table of experiment results for each well, ncluding sample, target, task, quanbty, ARn

andCr.

[ QC Summary Atable of flags applied to wells in the experiment, including flag description, frequency of
occurrence, and a list of flagged wells

[] Run Protocol A text version of the thermal run protocol information

[ select all

=Tl ion Plot Lol [mn view | o
& Print Report ==
|¥| Experiment Summary Information about the experiment, including experiment name, experiment type, file name,
user name, run information, and comments.
[V| Results Summary A table of experiment results for each target, including sample, quantity (mean), quantity
(std dev), Cr (mean) and C7 (std dev)
[7 Plate Layout An illustration of the wells in the reaction plate. Displays the contents assigned to each

7Y | Cancel [ PrintPreview Print Report

[ i

s [

Appuyer ensuite sur Print Report.

Informations importantes a savoir :

A

r

Dans la section «Results summary».:

Si vous avez plus d’'un puits _avec le méme numeéro pour la méme
cible, la valeur Ct visible sera la moyenne de toutes ses valeurs.

Pour avoir la valeur du puits particuliers, consulter la section «Results
Table».

Dans la section «Plate Layout» :
Lorsqu’une PCR est effectuée en monoplexe, il est possible de voir les

valeurs Ct ainsi que l'identification des échantillons sur ce tableau en
format plaque 96-puits.

9. Sauvegarde des résultats en BM

10.

Une fois toutes les modifications effectuées, sauvegarder la série
d’analyse a I'endroit suivant :

Partage / LSPQ_PCR en temps réel / QS3 / Bentietiologigue /
BgEnDetiBIogigUsl: Chlamydia, Influenza, MERS, Norovirus et VNO. Au
besoin de nouveaux dossiers peuvent étre créés pour conserver les
données d’analyses.

Utilisation de I'interface pour le secteur BM

Biologie moléculaire
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Utilisation des appareils Quantstudio™ 3 et Quantstudio™ 5
de la compagnie Themo Fisher Scientific

Laboratoire de santé publique du Québec

a)

b)
c)

d)
e)

f)

9)
h)

Xlll. REFERENCES

Créer une série d’analyse dans le SGIL incluant les contrdles de
qualité (devant étre nommés de la bonne fagcon que dans le
SGIL) si nécessaire.

Aprés la sauvegarde de la série, appuyer sur I'onglet «Export»
du logiciel du QuantStudio.

Veérifier que le préfixe du «file name» associé a la série
corresponde a la LI-BM-008 de la colonne «code d’analyse».
Dans «file type», sélectionner le type de fichier «.txt».

Dans «location», appuyer sur «Browse» et faire le chemin
suivant: STARLIMS_GRABBER / Biologie moléculaire /
QuantStudio / préfixe (code d’analyse : CAL, CHLAM, FLU,
MERSCoV, NORO, VEEE, VNO, ou autres) /
CHLAM_20170804_133305.txt et appuyer sur. «Open».
Décocher le «Open exported files when complete»:

Appuyer sur «Export» situé en haut a droite de la page.

Le transfert des données peut prendre plusieurs minutes avant
d’étre disponible au SGIL.

QuantStudio™ Design and Analysis Software — User Guide

XIV. DOCUMENTS ASSOCIES

LI-BM-008 Méthodes d’amplification préprogrammées pour la PCR avec
détection en temps reel

Biologie moléculaire
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Institut national
de santé publique

P 4§ 4]
Québec
s Méthodes d’amplification préprogrammeées pour la PCR avec détection en temps réel
u Québec
Code d’analyse
: (onglet « Properties » Gabarit Passive reference . Temps
Procédures ISO et/ou « Template » (pour QS3/QS5) Reporter Quencher Programmation approximatif Volume
pmpH-LGV VIC NFQ-MGB
PR-BM-122 CHLAM_ pmpH-
ChlamydiaLGV N hon LGV i N°”e o2.C 2min 0h50 25 ul
. o amydia one ° v
Chlamydia (Attention : . 95°C 5s |
LGV/non-LGV Run mode : FAST) Cryptique Texas Red None ¢ 60°C 30s 45 cycles
RNaseP ABY None
PR-BM-069 gm) Flu A A 4 NFQ-MGE 50°C 30 min
(Influenza) Flu B FAM NFQ-MGB 95°C 15 min
FLUH1TH3_ H1 FAM TAMRA 95°C 15s
(FluA, FluB, (sous-ypage H1/H3) FSHACDC ROX Ha FAM TAMRA | % 55°C 30s | 45cycles 2h30 25 uL
H1, H3, H5, H7N9 et H5 FAM NFQ-MGB 72°C 30s
H1N1pdm09 géne HA) FLUH5H7_ H7NG FAM NFQ-MGB
(sous-typage H5/H7) H1N1 pdm09 FAM NFQ-MGB
PR-BM-069 50°C 30 min
(Influenza) FLU CDC_INFH7 ROX FAM TAMRA gg 8 12 2"” 2h00 25 uL
H7sas, H7CDC @ 60°C 30s | 45 cycles
Norovirus GlI FAM NFQ-MGB
Norovirus Gl ABY NFQ-MGB
Astrovirus JUN None 53°C 10 min
PR-BM-130 GE_ Sapovirus FAM NFQ-MGB 95°C 2 min
(PCR Multiplexe- (Attention : MultiplexGl None AR«;)tavm_Js JUN None 95°C 3s 45 ovel 1h05 20 uL
entériques) Run mode : FAST) g (Figcl);/;r)us FAM None @ 60°C 30s cycles
MS2 ABY None
Adenovirus JUN None
Voir la suite —
Biologie moléculaire LI-BM-008
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Méthodes d’ameliﬁcation Erégrﬂrammées pour la PCR avec détection en temps réel

Laboratoire de santé publique du Québec

Code d’analyse

Gabarit

- Passive
. (onglet « Properties ») | «Template» ou : Temps
Procédures ISO T A e (rt:fs:eg;;) Reporter Quencher Programmation approximatif Volume
d’exportation méthode p
opa YakYel None 0 .
PR-BM-126 GONO_ s omn
(Attention : Gono None porA FAM None 60°C 30s | 45 cycles 0h50 25 pL
N. gonorrhoeae Run mode : FAST)
* RNaseP ABY None
50°C 30 min
Ph';"BMC'OZIQ 95°C 15 min
(Mers-CoV) MERSCOV._ Corona ROX FAM TAMRA 94°C 15s 45 oveles 2h 00 25 L
UoE 58°C 30s y
P 40°C 30s
QS5 Seulement FLUA TR Texas Red 53°C 10min
PR-BM-132 . . . : FLUBatto550tao | Atto550tao 95°C 2min
Multiplex respi Multiplex respi ROX E Comman FAM None 93°C 3s | o 0h52 25 uL
Multiplex respiratoire RSV attoB47tao | Atto647tao 60°C 30s
PR-BM-129 P. jirovecii FAM None 95°C 2 min
(P. jiroveci PNEUMO_ Pneumo ROX 95°C 15s 2h30 30 uL
rousan ATt ona) 58°C 45s 45 cycles
IC VIC None 72°C 15s
95°C 15 min
94°C 30s
PR-MY-111 . 60°C 455 55 cycles
Pneumo_MLST Pneumocystis ROX SYBR None 72°C 30s 2h30 25 pL
Pneumocystis MLST 65°C 30s
95°C 30s | 00:10
Voir la suite —
Biologie moléculaire LI-BM-008
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Méthodes d’ameliﬁcation Erégrﬂrammées pour la PCR avec détection en temps réel

Laboratoire de santé publique du Québec

Code d’analyse «Tegatl,:tgt) o Passive Temps
Procédures ISO (onglet « Properties ») - ;’m i reference Reporter Quencher Programmation appr oxiFr)n et Volume
et/ou code d’exportation AT (pour QS3)
E Corman FAM
PR-BM-131 &RS‘% CoVN_LSPQ FAM NFQ-MGB 53°C 10 min
. ( : 95°C 2 min
Région N et/ou E VMUT_) SARS-CoV-2 None Swidab ABY 93°C 3s 0h52 20 uL
Del 69-70, FAM-N501, (Attention : EAM ng 1 EAM N 60°C 30 | 45 cycles
JUN-Y501 Run mode : FAST) TON-YZ0T SON pne S
20°C 5min
PR-BM-066 ProC FAM NFMGB 50°C 30 min
VNO_ VNO-Humain ROX 95°C 15 min 2h30 25 uL
(VNO humain) 94°C 15s 45 cveles
ENV FAM TAMRA 60°C 1min y
20°C 5min
PR-BM-039 50°C 30 min
. VNO VNO-3NC ROX FAM TAMRA 95°C 15 min 2h30 50 pL
(VNO entomologique) 94°C 155
Région 3NCR 617°C 1 min | 45 cycles
20°C 5min
PR-BM-039 50°C 30 min
95°C 15 min
(VNO entomologique) ENV VNO-ENV ROX FAM TAMRA 94°C 155 45 ovelos 2h30 50 uL
Région ENV 60°C 1 min y
Biologie moléculaire LI-BM-008
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Institut national

de santé publique

p 3 .
Quebec L) o RT-PCR en temps réel
;f]bg[)"é‘g;f de.s300c publicue Détection du SARS-CoV-2

Fait par : Date :

Lot de la trousse TagPath 1-Step Multiplex NO ROX :

Date de péremption :

Préparation du mélange réactionnel :

Nb échantillons (n+1)+

N° lot Volume total (pl)
- Date de Volume (ul) =
Reéactifs ou d_ate_de péremption | par réaction dan§ Ie_melange
fabrication reactionnel
4X TagPath 1-Step 50
Multiplex NO ROX 4
C:
Mix amorces/sondes E: 10,0
Ewt3:
501:
Volume du mélange réactionnel : 15,0
Volume de la préparation d’acides nucléiques : 5,0
Micropipettes utilisées Instrument utilisé :
Réactifs Pré-PCR O QS #1 (#8902)
O QS #2 (#9130)
0 QS #3 (#9304)
Mix Cible Rapporteur || Répresseur | Note Programme
Run mode : FAST
E E (Corman) FAM NFQ-MGB
SARS-CoV-2
x
5 &
C N (LSPQ) FAM NFQ-MGB g c 53°C 10 min
(@]
Ol =
g '8 95°C 2mi
_—- E (Corman) FAM NFQ-MGB | oS min
del69-70 ABY None 38l s
c 95°C 3s
E
N501 FAM None o 45 X
501 N501Y JUN None 60°C 30s
Biologie moléculaire RE-BM-290
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RT-PCR en temps réel: 2019-nCoV Laboratoire de santé publique du Québec

Ajustement des valeurs seuil

1) Sélectionner tous les échantillons testés par le premier mix et cliquer sur I'onglet

« Show Plot Settings

2) Sélectionner la cible choisie dans le menu déroulant de la section “Target”
(fleche en brun sur la figure) et décocher les fenétres “Threshold” et
“Autobaseline” (fleches en vert sur la figure).

3) Inscrire dans la fenétre “Threshold” (fleche en bleu dans la figure) la valeur seuil
correspondante a la cible choisie, telle qu’indiqué dans le tableau ci-joint.

4) Refaire le méme exercice avec chacune des autres cibles si nécessaire.

PiotType ARnvsOycle v  CGraphType Lintar v  Plot Coler Sample v

Save current settings as the default

: E E (Corman) 10000
7' Show Baselne Starf Welll Target A Baseline End Well B Target &
Y| Hde unselected curves C N (LSPQ) 10 000

PlotType ARnvsCycle v  GraphType Linear v Plot Color Sample v

Save current settingd as the default

E (Corman) 10000

e B R =
del69-70 10000

7 Show Threshold e
7| Show Biseine Start WeIlE Target & Baselne End Well B Target & 501

N501-FAM = 10000

N501Y-JUN 20000

Plot Type ARnvsCycle v | GraphType Linear v  Plot Coloe Sample v

Save curent settings asfthe default

Target Wik RDARP-P2]L v
v 4 y

T'uﬂltkOu,'.n @ Out:) Basehne

¢ Show Threshold e

v Show Basebne Start Well . Target . a Baselne End Well BTarget &

Biologie moléculaire RE-BM-290
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Institut national
de santé publique

p £33
Québec
.Ljibooﬂ?géf fe s piblace Préparation des mélanges d’amorces et sondes -
Recherche du SARS-CoV-2 par RT-PCR en temps réel
Fait par : Date :
Qualification par : Date :
MIX Amorces!sondes No Lot — Date de préparation pl
(TOUTES a 100 uM)
E_Sarbeco_F1 8,0
£ E_Sarbeco_R2 8,0
|ESarbeco P1 | 40
Eau DEPC : 980,0
WuhanCoV_Nf 8.0
c WuhanCoV_Nr 8,0
F 4.0
Eau DEPC : 980,0
E_Sarbeco_F1 8,0
E_Sarbeco_R2 8,0
|E_sameco P1 | 40
Ewt3 Sforw: 8,0
Srev 8,0
4.0
Eau DEPC 960,0
501f 8,0
501r 8,0
501 4.0
4.0
Eau DEPC : 976,0

Date de peremption de I'eau DEPC :

Micropipettes
utilisées

Biologie moléculaire
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