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SENTIS
UNI . . . , .
NOUVELLE-AQUITAINE BioPathologie\Pathologie moléculaire

Ce mode opératoire décrit :
- la partie technique : conditions a mettre en ceuvre pour réaliser une réaction de Reverse Transcription - PCR en
temps réel en une étape (RT-qPCR 1 STEP) sur des extraits d’ARN viraux

- la partie médicale : interprétation des résultats et circuit du compte-rendu

Ce mode opératoire s’applique a la réalisation des tests COVID-19 a partir d’ARN viraux extraits avec le kit QlAamp®

Viral RNA Mini.

Personnel technique et médical du département de BioPathologie.

- PAM-PROC-0016 : Gestion du travail technique dans le SIL Ariane en Pathologie Moléculaire
- PAM-FITC-0009 : Réception, Préparation et stockage des réactifs de PCR, amorces et sondes
- PAM-MOP-0094 : Extraction ARN QlAamp Viral RNA Mini kit — Qiagen

- PAM-FQ-0271 : Série extraction ARN QlAamp Viral RNA Mini kit — Qiagen

- PAM-FQ-0272: Feuille de travail RT-PCR COVID-19

- PAM-MOP-0014 : Réaction de PCR

- PAM-MOP-0089 : Utilisation du QuantStudio 5

- PAM-MOP-0090 : Analyse des résultats de RT-PCR

- PAM-FQ-0004 : Plan de plaque 96 puits

5.1 Matériel

Matériel ‘ Fournisseur ‘ Référence Stockage
Boite de cones ART 1000 Dutscher 038029 Piece réserve Et3.d
Boite de cones ART 200 Dutscher 038019 Piece réserve Et3.d
Boite de cones ART 20 Dutscher 038009 Piece réserve Et3.c
Bofite de cones ART 10 Dutscher 038001 Piece réserve Et2.d
Gants latex ou vinyle Magasin / Piéce réserve Et2.b
Pipettes P1000/200/20/10 Gilson / Labo Pré-PCR / Poste ARN du LaboG
Bac a glace ARN Poste ARN du LaboG
Barettes incolores 0,2 ml avec bouchons Piéce réserve Et4.c stérilisés par I'aide labo dans des sachets
individuels Dutscher 45405 puis stocké en piéce propre. PL14

L’impression de ce document est de votre responsabilité, il n’est plus valable s’il fait I'objet d’une révision
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10299204
10411785

Optical Adhesive Covers (Tagman) fisher scientific Piéce réserve Et3.b

96 Well Optical Reaction plate

fisher scientific Piéce réserve Et3.b

5.2 Equipement

N° biomed Equipement ‘ Marque N° de série Localisation
GENC00115 | Centrifugeuse LABNET Spectrafuge 16M B904371 Pré-PCR mix
GENC00113 | Vortex IKA Ms1 05.007472 Pré-PCR mix
GENT0014 | Vortex IKA type VF2 602941 Pré-PCR mix

. o . ) 45-569-84-49 . -
GENTO0016 Congélateur -20°C (CG015) | GROSSERON Congélateur Premium (998893205) Pré-PCR chimie

. o . 82-120-79-16 . .
GENTO0017 Congélateur -20°C (CG016) | GROSSERON Congélateur Comfort (998866702) Pré-PCR chimie
GENC00116 | Congélateur -20°C (CG0O06) | GROSSERON Congélateur Comfort NoFrost 277448741 Pré-PCR chimie

. o . 21-944-74-05 . .
GENC00112 | Congélateur -20°C (CG0O07) | GROSSERON congélateur Comfort (998753600) Pré-PCR mix

. o . . 77-252-68-21 . .
GENTO0013 Congélateur -20°C (CG008) | GROSSERON Congélateur Premium (091717500 Pré-PCR mix
GENTO00137 | Congélateur -20°C GROSSERON 48.737.449.6 GENTO00137 SALLE FRIGO - Labo G -

GP2723 (CG002) ARN/Recherche
CRB008 Congélateur -80°C (n°1) GROSSERON Forma 923 n°1 21563-3812 Tumorotheque
GENT0019 | Cabine 3 UV ERLAB Captair Biocap DNA DNA 1240909 Pré-PCR chimie (reconditionnement
des amorces et sondes / aliquotage)
GENTO00163 | QuantStudio 5 APPLIED Qs5 272521922 Salle PCR
BIOSYSTEMS

5.3 Réactifs

STOCKAGE
Mode d’emploi

m

Référence
STOCK REACTIFS EN COURS

TAQPATH 1-STEP RT-QPCR . . U . Salle Pré-PCR chimie : Salle Pré-PCR mix :
MM (Master mix 4X) Life technologies | A15299 Préta l'emploi CGO16-tiroir D CG008-tiroir 3
TAQMAN 2019NCOV ASSAY . . - . Salle Pré-PCR chimie : Salle Pré-PCR mix :
KITV1 (Amorces) Life technologies | A47532 Prét al'emploi CGO15-tiroir A CGO08-tiroir 1
TAQMAN 2019NCOV

. . U . Labo G: Labo G :
CONTI?OL KIT.\./1 Life technologies A47533 Prét a 'emploi CGO02-tiroir E CGO0-tiroir E
(contrdle positif)

. . U . Salle Pré-PCR chimie : Salle Pré-PCR mix (aliquots) :
H20 RNase Free Life technologies AM9939 Prét a 'emploi étagere PL12d CGO07-tiroir 1

A Le port de gants est obligatoire tout au long de la manipulation.

La réaction de RT-qPCR doit étre réalisée a partir de :

- 5uL d’ARN viral extrait a partir du Kit QlAamp® Viral RNA Mini

- 5ul du blanc d’extraction (témoin négatif d’extraction)

- 5ul d’H20 (témoin négatif de RT-PCR)

- 1ul de témoin positif (2019-nCoV Control v1)

6.1 Préparation de la série

Témoin positif :

Utiliser 1uL de contréle positif 2019-nCoV v1 pour chaque réaction de RT-qPCR (3 réactions de RT-gPCR/plaque :

ORF1lab/ RNaseP, S Protein/ RNaseP, N Protein/RNaseP)
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Le contréle positif 2019-nCoV Control Kit v1 (Cat. No. A47533) est un contréle positif synthétique qui contient des
séquences cibles pour chacun des couples amorces/sondes inclus dans kit « 2019-nCoV Assay Kit vl » (Cat. No.

A47532).

Témoin blanc extraction :

Dans chaque expérience de RT-qPCR, tester un témoin négatif ayant suivi la totalité du processus d’extraction avec

le kit QlAamp® Viral RNA Mini.

Témoin négatif H,0:

Dans chaque expérience, un témoin négatif est réalisé. Il s’agit d’'un témoin eau qui suit la totalité du processus pour

les 3 réactions de RT-qPCR.

Contrdle positif interne :

Pour chaque réaction, chaque essai 2019-nCoV est réalisé en duplex avec la recherche du transcrit RNase P.

Préliminaires :

» Préparer la feuille de travail (PAM-FQ-0272: Feuille de travail RT-gPCR COVID-19)

> Sortir les ARN du congélateur (patients + témoin positif) et les décongeler dans un bac de glace en salle de

dépdt d’ADN/ARN.

6.2 Réalisation du mélange réactionnel (piece pré-PCR)

Mix amorces/sondes Conicnei:i;rlztion T° stockage
2019-nCoV (ORF1ab) (Tube 1) *FAM 20X -20°C
2019-nCoV (S Protein) (Tube 2) *FAM 20X -20°C
2019-nCoV (N Protein) (Tube 3) *FAM 20X -20°C
RNase P Assay (Tube 4) *VIC 20X -20°C

A PROTEGER LES MIX AMORCES/SONDES ET LE MASTER-MIX DE LA LUMIERE.

1. Décongeler les réactifs :
- Master Mix 4X . L R
- 2019-nCov assay -> Tube 1, 2, 3 Décongeler a I'abri de la lumiére
RNase P Assay

- Eau RNase free

2. Lesvortexer et centrifuger brievement une fois décongelés.
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3. Déterminer le nombre de réactions requises :
En plus des échantillons, inclure pour chaque plague TagMan :
- une réaction 2019-nCoV Control v1 (témoin positif) par test 2019-nCoV
- un contrdle sans matrice (NTC = témoin négatif H,0) par test 2019-nCoV
- passer les blancs d’extractions de chaque série d’extraction d’ARN viral
- un ou deux mélange(s) réactionnel(s) en exceés pour l'erreur de pipetage
¢ Si le nombre d'échantillons (n) incluant les controles est compris entre 1 et 14, alorsN=n+1

¢ Si le nombre d'échantillons (n) incluant les controles est supérieur ou égal a 15, alorsN=n + 2

4. Préparer les 3 mix de RT-qPCR suivants dans des tubes RNase-free de 1,5 ou 2mL (adapter les volumes en
fonction du nombre de tubes requis) :
- mix1=2019-nCoV (ORFlab) (Tube 1) *FAM + RNase P Assay (Tube 4) *VIC
- mix 2 =2019-nCoV (S Protein) (Tube 2) *FAM + RNase P Assay (Tube 4) *VIC
- mix 3 =2019-nCoV (N Protein) (Tube 3) *FAM + RNase P Assay (Tube 4) *VIC

pour 1 tube
TagPath™ 1-Step RT-qPCR Master Mix (4X) 6,25
2019-nCoV assay (20X) (tube 1, 2 ou 3) 1,25
RNase P Assay (20X) 1,25
H20 11,25
TOTAL 20,00

5. Vortexer puis centrifuger brievement les 3 mix, puis les stocker sur glace.
6. Placer une plaque MicroAmp ™ (0,2 ml) sur bloc froid
7. Distribuer 20uL de chaque mix dans la plaque selon la répartition suivante :

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

MIX1 MIX2 MIX3
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La configuration des plaques peut varier en fonction du nombre d'échantillons (maximum 30 patients/blancs

d’extraction + 2 témoins +/-)

6.3 Dépot des ARN et témoins dans le milieu réactionnel (laboratoire général / salle dép6t ADN)

A Décongeler les ARN viraux et le témoin positif sur glace et les maintenir sur glace lors de leur manipulation.

1. Mélanger doucement les ARN viraux ainsi que le témoin 2019-nCoV Control v1 par tapotement puis centrifuger
brievement. Aprés la centrifugation, placer les tubes d’ARN sur glace.

2. Distribuer dans des barrettes de 8 puits placées sur bloc froid :
- 16uL d’ARN viral/patients et blanc d’extraction
- 3,2uL de témoin 2019-nCoV Control v1 + 12.8L d’eau RNase-free pour le controle positif

- 16uL d’eau RNase-free pour le controle NTC

Exemple :
Barrette 1
3,2uL de Control+ NTC : 16uL ARNV | 16uL ARNv | 16uLARNv | 16uL ARNv | 16uL ARNv | 16uL ARNv
+ 12,8uL H20 16uL H20 Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6
Barrette 2
16pL ARNv
16pL ARNv 16pL ARNv | 16pL ARNv 16uL ARNv | 16pL ARNv Blanc 16uL ARNV | 16uL ARNv
Patient 7 Patient 8 Patient 9 Patient 10 Patient 11 extraction Patient 12 Patient 13
Sériel
Barrette 3
16uL ARNv 16uL ARNv | 16uL ARNv | 16uLARNv | 16uLARNv | 16uL ARNv | 16uL ARNv | 16pL ARNv
Patient 14 Patient 15 Patient 16 Patient 17 Patient 18 Patient 19 Patient 20 Patient 21
Barrette 4
16uL ARNv
16pL ARNv Blanc
Patient 22 extraction
Série2

La configuration des barrettes peut varier en fonction du nombre d'échantillons a tester sur la plaque.

3. A l'aide d’une pipette multicanaux, distribuer 5uL de chaque échantillon préparé précédemment en barrette

dans chacun des 3 mix répartis dans la plaque (changer de cénes avant chaque dépot) :



PAM-MOP-0095 001 :6/12
5uL
5uL Blanc
12 Patient 22 [ extraction
Série 2
11 SuL 5uL 5uL 5uL SuL 5uL 5uL 5uL
Patient 14 | Patient 15 | Patient 16 | Patient 17 | Patient 18 | Patient 19 | Patient 20 | Patient 21
S MIX3
10 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL Blanc 5uL 5uL
Patient 7 | Patient 8 | Patient 9 [Patient 10 [ Patient 11 | extraction |Patient 12 | Patient 13
Sériel
5L .
9 | dilution NTC : 5pL 5uL 5uL 5uL 5pL 5uL
T+ 5uL H20 | Patient 1 | Patient 2 | Patient 3 | Patient 4 | Patient5 | Patient 6
5uL
8 5uL Blanc
Patient 22 | extraction
Série 2
7 SuL 5uL 5uL 5uL SuL 5uL 5pL 5uL
Patient 14 | Patient 15 | Patient 16 | Patient 17 | Patient 18 | Patient 19 | Patient 20 | Patient 21
B MIX2
6 5uL 5uL 5uL 5uL SuL Blanc 5uL 5uL
Patient 7 | Patient 8 | Patient 9 [Patient 10 [ Patient 11 | extraction |Patient 12 | Patient 13
Sériel
5uL .
5 dilution NTC : 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL
T+ 5uL H20 | Patient 1 | Patient 2 | Patient 3 | Patient 4 | Patient5 | Patient 6
5uL
4 5uL Blanc
Patient 22 [ extraction
Série 2
3 5uL 5L 5uL 5uL 5uL 5uL 5pL 5uL
Patient 14 | Patient 15 | Patient 16 | Patient 17 | Patient 18 | Patient 19 | Patient 20 | Patient 21
B MIX1
2 SuL 5uL 5uL 5uL SuL Blanc 5L 5uL
Patient 7 | Patient 8 | Patient 9 [Patient 10 [ Patient 11 | extraction | Patient 12 | Patient 13
Sériel
5uL .
1 dilution NTC : 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL
T+ 5uL H20 | Patient 1 | Patient 2 | Patient 3 | Patient 4 | Patient5 | Patient 6
A B C D E F G H

4. Sceller la plaque avec un film adhésif optique.

5. Centrifuger brievement la plaque (laboratoire général).

6. Recongeler les ARN a -20°C en veillant a bien respecter leur position, ou renseigner s’ils ont été épuisés lors de la

réaction dans le SIL Ariane.

6.4 Lancement de la plaque sur le QuantStudio 5

Se référer au document : PAM-MOP-0089 Utilisation du QuantStudio 5.

1. Charger la plague dans le QuantStudio5.
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Mode Opératoire n° PAM-MOP-0095, version : 001

applied
pIosystems

by Thermo Fisher Scientific

LA

2. Ouvrir le logiciel « QuantStudio™ Design & Analysis
Software »

L ——
T

=S =]

Select an Option

Mew Experiment Open Existing Experiment

+ +
B8 ==
EEETTIE | T -

e
B ¢ oo o el ]/ Lo |

3. Cliquer sur « Open » dans l'icone « Open Existing
Experiment » : Computer ® AB SW&DATA(D:) »
dossier COVID-19

4. Sélectionner le fichier : TEMPLATE COVID-19.edt

Manage chemistry details

[ TEMPLATE COV...5¢

& QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.4.3 =R
File  Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export

Experiment Properties O; Save v
Name 4= 5
Barcode
User name
Instrument type QuantStudio™ 5 System v
Block type 96-Well 0.2-mL Block v
Experiment type Comparative Ct (AACT) v
Chemistry TagMan® Reagents v
Run mode Standard v

o= o

T e Eel

2298m | |

2 B
a0 |

Propriété de I'expérience :

5. Name : Renommer le fichier avec la date et le numéro de série ; ex : 20200101_ST-20-COVID19.RT-PCR-000X

6. Vérifier le paramétrage de I'expérience (cf parameétres image ci-dessus)

7. Cliquer sur Next
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& QuantStudic™ Design & Analysis Software v1.4.3

File Edit Analysis Tools Help
Properties Method Plate Run Results Export
Experiment Method
Volume Cover
25 L 1050°C
Hold Stage PCR Stage
Programme PCR Tagman
95;{; 95;{; o .
= . 25°C 2m|_n.
“ 50°C 15min.
ek 95°C 2min.
1.6°C/s
=t 95°C 3sec 1o cycles
00:30
foriy -3 60°C 30sec
@ 15:.00
1.6°Cls
e % Volume réactionnel : 25uL
16°C/s  g2.00
Stepl Step2 Step3 Stepl Step2
a0 [£] x
Legends: [f3] Data Collection On Data Coliection Off  [[[] Pause On Pause Off & Advanced Seflings ~ V VeriFlex

8. Vérifier le paramétrage de la méthode (cf parametres image ci-dessus).

9. Cliquer sur Next

& QuantStudio™ Design & Analysis Software v14.3 o2 ==
File  Edit  Analysis Tools Help
Properties Method Plate Run Results Export
Assign Targets and Samples la - O; Save v
Quick Setup Advaneedselup_ 10 < @& View [ofe]
>
Py . 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 12
— Targets Add [# Action v —
|T£201 | Sample 7 Sample . Sample . T#201. Sample? Sample . Sample . T#201 s;..mp\e? Sample. Sa.mp\e
A @ ! m [ [0
Name Reporter Quencher Comments Task } : .
1:2019-nC.. FAM Nene m -~ x NTG  Sample8 Sample.. Blance NTG  Sample8 Sample.. Blance NTC  Sampled Sample. . Blance
5 0
O O 0 O 0 0 O 0 0 T 0 0
&} 2:2019-nC.. FAM None - X
Sample1 Sampled Sample. sample1 sample9 Sample. sample1 Sample9 Sample...
s e s e - [«
m m
—  Samples Md | [ Acion v 1
Sample T Sample . Sample Sample2 Sample . Sample Sample2 Sample . Sample.
s @ ol
Sample Name Comments -
NTC x - Sample3 Sample . Sample Sample3 Sample . Sample Sampled Sample . Sample.
€ [
O O 0 0 0 O 0 T 0
g - 11 %
sample4 Blance.. Sample. sample4 Blance.. Sample. sample4 Blance... Sample...
- aaa v F O U
m m m
= Biological Replicate Groups Add
Sample5 Sample . Sample Sample5 Sample . Sample Sample5 Sample . Sample.
G [0 [0
Biological Group Comments
Sample6 Sample . Sample Sample Sample . Sample Sample Sample . Sample.
H
wells: [ 78 [ o 18 Empty
: ’
10. Cliquer sur I'onglet « Advanced Setup ».
. . ° . ’: ar s .
11. Cliqguer sur chaque patient « Sample N°XX» puis renommer avec lidentité patient (nom de

naissance_Numeéro SIL). Pour ajouter de nouveaux patients, cliquer sur « Add ».
12. Compléter le plan de plaque situé a droite de I'écran en cliquant-glissant sur les cases désirées puis en
cochant les sondes et nom de patient renseigné précédemment.

13. Cliquer sur Next.
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= e ]

[# Action | v O; Save
Saveas.

QQ

1 2 3 @ s 3 7 8 9 10 11 12

L
|T+201...| Sample7 Sample.. Sample.. T#20]... SampleT Sample.. Sample . T#200... Sample7 Sample.. Sample.
o of @ @ o

m 0 @O m o @ O O @t O O m

NTC  Sample8 Sample., Blance.
B

NTC  Samples Sample.. Blance.. NTC  Sample8 Sample.. Blance..
] m m ]

14. Cliquer sur Save pour enregistrer le fichier template
edt. dans le fichier destination désiré puis cliquer
sur Save.

8 save ple.. T
L
savein: )i 20200101_ST-20-COVID-0001 v 2eEE [
P e
i [
& :
Recent Items
s
|| [
I
Desktop
s
- i
B I
My Documents
! Sz
[
LY i
Computer =
[
H— File name 20200101_8T-20-COVID-0001_TEMPLATE Save I
Network  Files of type: o5t pocument Template files (<.edt) v Save selected file
[

16. Nommer le fichier template .edt de la méme fagon
que le dossier en ajouter _TEMPLATE a la fin.
17. Cliquer sur NEXT

" . S . 5 o , o
B save q
savein: )i COVID-19 v 2erBE=
. 4@ TEMPLATE COVID-19.2dt !
&
Recent Items
Deskiop
View v
I:I Refresh
My Documents | NewFolder
A
Computer
& Flename 20200101_ST-20-COVID-0001 Save
Network  Files oftype: o5t pocument Template files (*.edt) v Cancel

15. Dans le dossier COVID-19 créer un nouveau dossier.
Le nommer avec la date et numéro de la série :
20200101_ST-20-COVID19.RT-PCR-000X

' QuentStudo™ Deign & Antyss Sofae .43 jE=rn =)
Fie Bl ansis  Tooh  help

Propenies  Mathed  Plate Run Rosults  Expont

Run Control 0, Sae v

aasmn

rﬂm

Agifcaton lot Pt

Amplification Plot

I oo
b n 33
i I oo
i ] 3 3|
i s & i
i R a !
i i 3 !
. s sis N B
L N} o
[ 3
el I &Y & O
DD III DOO |
mo® IEm D33 |
f |
rODD III TA@A |
mos =A@ BDa3 |
<O o@ rI11 o@QO |
M R @ W W W @ & % @ @ % 8 & % = « [ @O3F IS §33
el [ i 5. 8 £ 8 &
2201900 (3 Froter) 4 Arvase P assay B3 20130 [N Protein) ) 2019-nCok (ORF1sb) »oog =311 030

| ¢ TN - AN
18. Cliquer sur START RUN. Sélectionner le numéro de
série du TagMan.

@ QuantStudie™ Desgn & Ansiysts Seftware 1143 —I=ra B QuantStutis™ Desgn & Ansiysts Seftware v 43 —I=ra
Fie E Ay Tok e Fie B Aoy Tok e
Propertiss  Method  Plate M Resuts  Expont Propeies  Method  Plate M Resuts  Expont
Run Control O s v Run Control O s v
- )
Ayhleson ot Fost-Fun Sum Amphfeston ot st fun
oo =] e B
Savein: i 20200101_5T-20-COVID-0001 v #rme flalx 2R >
£ Amplification Plot i
" S 5 K 5.5 IMS 5 5 o a5 5 5 Es 5 5 Bes 5 5
< I3ZIODOOD mIOIIZIOOOOD
Recentitns 13331008033 MoOI3330003853.8
BE £ N WS S R bacs & Mo Mes soWoWOs s Bl
|| T3131010000 Saringnin = eI IIIIITITID0D0D0D
ferey i3I0 03EE mIII3TI0TDEE
el Lol FC— s NN ENRDE
- 111 00O | o@D 331 DO@ !
i 333 D33 | — Wmo3 333 D33 |
i &Y BYEY I BV I - BEEEFEEEERRE
g ¢ E 111 OO0 | L oIDD 3T DOOD |
iy ii: 9989 288 233 BER |
Cani Al o] o] o [ 0 o S R R Y I
111 DOO | cIDO III OO0 |
> Save 330 ] mos zaa nnE |
! ]
o = el Lt
.L'm_—m-thm ooo PODDD IS0 DOD |
3a1 D33 | Mo 3®1 D33 |
smma 330 ooo smma 103a ooo |
BT e I33 333 DIE L Wons 333 ozs |
ek EhaEEEEE ] ek D EEEEEEE
220180600 (5 Proei) 8 Rtase P ey 3. 2015-0C0 (N Protein) 1 2018-0Cov ORF1sh) Hogg gsas DED 220100000 (S Prote 5 Fese P aseay 3. 20800V N Prots) 1 .2018-0Cov (ORF1ak) “ggg 331 OO
[a—— [ [

znem
sz

BEEc oo @6 el ]

19. Nommer le fichier .eds de la méme fagon que le

=4

fichier .edt en ajouter _RUN a la fin.
20. Cliquer sur SAVE

znem
sz

BEc T oo oo el ]

Le run se lance.

=4

Durée du RUN : 70 minutes
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7.1 Export des résultats a partir du QuantStudio (PAM-MOP-0090)

E QuantStudio™ Design & Analysis Software v14.3

= e E=s
File  Edit  Analysis Tools  Help
Properties Method Plate Run Results Export
EXpOI’t [ Auto Export Export O; Save v
File Name 20200101_ST-20-COVID.RT-PCR-0001 Content
[F] sample Setup [7] Raw Data
File Type QuantStudio v [C] amplification Data [] Multicomponent Data
[] Tech Rep Results [T Bio.Rep Results
] (=) v
Results

[C1Re agent Information

Location

WID-19\20200101_ST-20-COVID.RT-PCR-0001 Browse...
Customize Customize what is exported within each item above
[] Open exported files when complete
(for manual export only)

Options

@ Unify the above content into one file

(@) Split the above content tems into individual files

o TEMPLATE COV.. %

I
Eﬂ aﬂ @ ‘i/\i! Lo 9RAM F

4300 |

- Copier le dossier de la série contenant Template, Résultats et Run sur une clé USB
- Copier ce dossier dans : P:\Genetique\1-covid19\RESULTATS\2020\mois\date-série

Dans le fichier excel Résultats, supprimer les colonnes inutiles (conserver : Wel position, Sample Name,
Target Name, CT)

7.2 Analyse des résultats

1- Reporter les valeurs de Ct obtenues pour chaque sonde sur la feuille de travail PAM-FQ-0272

2- Vérifier la conformité des témoins :
» Témoin positif 2019-nCoV : Ct <30
» Témoins négatifs : Ct undetermined (aucune valeur)

3- Remplir le fichier excel de suivi des cas COVID-19 avec les valeurs obtenues




PAM-MOP-0095

001

:11/12

> Critéres d’interprétation d’un puit :

RNAse P VIC

Undetermined ou = 40

2019-nCoV FAM Ct<37 Positif

RNAse P VIC Any value

2019-nCoV FAM 37<Ct<40 Douteux

RNAse P VIC Any value

2019-nCoV FAM Undetermined ou = 40 Négatif

RNAse P VIC Ct< 40 &

2019-nCoV FAM Undetermined ou = 40 ]
Invalide

4- Saisir les résultats dans le SIL. Ex :

Chr. | 2019-nCoV

Y| Ct 2019-nCoV| Ct RNAse P

Cliquer ici pour ajouter un nouvel élément

Chr. 1 2019-nCoV ORFlab 32 20
Chr. 2  2019-nCoV 5 Protein | 15 15
Chr. 3 2019-nCoV M Protein 15 15

-
° Résultats d'explorations

Faire glisser une en-téte de colonne et la déposer ici pour groupsr par cettz colonne.

Interprétation 2019-nCoV

NB : avant de commencer, s’assurer que la boite de messagerie Outlook est ouverte afin de transmettre la SA

directement par mail via I'impression par Multix PDF Shaker.

Suite a la saisie des résultats par le technicien, la synthése analytique (SA) est automatiquement générée (modéle

COVID-19, bible COVID-19) et les résultats sont automatiquement cochés comme validés.

> Criteres d’interprétation globale :

2 mix positifs sur 3

Positif

1 mix positif sur 3 sur 1 prélevement

Douteux — A controler

1 mix positif sur 3 dans 2 préléevements d'un méme patient

Positif

3 mix négatifs

Négatif

Résultats invalides

Non contributif — A controler

1- Sélectionner la SA et cliquer sur « Modifier »

2- Modifier si besoin les résultats directement dans la grille d’exploration

3- Cliguer dans la zone éditeur « BM / Résultat » :

e les valeurs modifiées dans la grille d’exploration sont automatiquement mises a jour dans le texte

e remplir le champ de résultat « COVID-19 » (liste avec 4 valeurs possibles : négatif, positif, douteux — a

contrdler, non contributif — a contréler)

e remplir le champ « Date validation » (taper * + entrée pour rentrer automatiquement la date du jour)

e remplir le champ « Responsable de validation biologique »
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4- Enregistrer-fermer puis cocher « Imprimer » sur la pop-up de validation :

| - [m| X
Valider la saisie
Rédaction en cours +| Imprimer
Méthode i
= Impression brouillon
Annuler | OK

5- Cliquer sur OK : PDF Shaker s’ouvre avec une prévisualisation de la SA

I
¥ . Imprimer \
e DEPARTEMENT de BIOPATHOLOGIE
NCUVELLEAGUI SCENARIO A APPLIQUER
B st o
IR ASSISTANTES
Patient : Monsieur Test TEST Niso3-20PMo1 | ERE e | >
1 b 1111980 (40 Ana) | | =
33000 BORDEAUX s B
— L—‘\: Répert...
S GO IMPRIMANTE DE DESTINATICN
O 0 AT 0220
Predtvemant analys4 : NIBO3-1 / [
1 ] ‘\\IB?EA NE_follow-you ﬂ
Résuttats : ——
S078-nCoV ORFIaE [Ciavencoy =32 [ClRwae P =20 agatt | - Bacs... Propriétés...
2018:nCoV 3 Protoln |ct2018nCav = 10 | o RNAss P = 10 [Positit |
2019-0CoV N Protain [Ctzviancov=15  |[ClRAss P =15 Trostic ]
Résultat du test COVID-18 : NEGATIF
COPIES
Rsuitass valds dlsctroniuament s 241032020 par
» Imprimer le document | 1 fois
Wimhace runecdion e FARY v G0 VIS A MIVRE - GIOET
M uniyee | KTECR a1 0k v o 15 TAAATY 18 100/ AshEy K1 v1 1 MPSS2. Aogind Evesal, TACIATT™ 2070
"ol Cantrol W viirel. A4TESH, Apphed Ercaywbams} ot TegRatn™ 1-Stog AT-oPCR Mester Mix (ol AT6300, Appied Bioayiers), éuuizemurt
B L}|
=0 "ﬁ

et o sbemacrccr
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6- Cliquer sur s : la messagerie s’ouvre sur un nouveau mail, la SA est automatiquement insérée comme
piece jointe

7- Ajouter les destinataires : sec.biologie@bordeaux.unicancer.fr, F.Durrieu@bordeaux.unicancer.fr,

j.blanchi@bordeaux.unicancer.fr

8- Envoyer le mail

9- Terminer la demande Ariane depuis le lister demandes (bouton « Terminer »)

> Circuit du compte-rendu selon BPAT-PROC-0039 :

Le pdf de résultats Ariane est intégré dans le logiciel de biologie Hexalis. Les biologistes de 'unité de
Biologie générent ensuite un compte-rendu qui est transmis dans HM.

NB : la facturation est gérée par Hexalis, aucune cotation n’est saisie dans Ariane.
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