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Introduction

La présence d’inhibiteurs associés a 'ADN extrait est un obstacle majeur a l'efficacité de la réaction d’amplification par PCR. De plus il existe une large
gamme d’inhibiteurs (héparine, hémoglobine et ses derivés,...). La détection de la présence d'inhibiteur pendant la réaction de PCR est un élement capital
pour s’assurer de la fiabilité des réesultats. Cette detection systématique permet d’éviter les résultats faussement négatifs et les sous-estimations de
quantification. De nombreuses méthodes sont utilisées pour vérifier I'absence d'inhibition, basées généralement sur la mise en évidence d’'un changement du
seuil de détection (ACp) par rapport a une réaction non inhibée, de ’'ADN cible dans un puit supplémentaire, d’ADN exogene ou d’'un gene humain.

Patients & méthodes

Etude retrospective sur le premier quadrimestre 2015. Extraction des données par le SIL (Dxlab) et le logiciel Roche LightCycler 480 software.

Dans le cadre du diagnostic moléculaire de la toxoplasmose:

puit s supplémentaires (contréle interne)

(if) Réalisoation d’'une PCR-albumine au titre de témoin d’extraction (T alb)

(i) réalisation d’'un témoin d’inhibition (T] ou T inh) constitué d’'une faible quantité d’ADN du toxoplasme (eéquivalent a 1 génome de toxoplasme/PE) en duplicat, dans deux

Nous affirmons la présence d’inhibiteurs lorsque les deux puits du T inh ont Cp est >38. Pourle T alb, en absence de seulil, I'analyse réalisee est qualitative (positif/negatif).

Résultats & discussion |dentification et caractéristiques des prelevements inhibés

Description de la cohorte
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échantillons de cette nature (Figure 1).

la présence d’inhibiteurs.
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Figure 2: Représentation des CP de TI Cohorte HA LCR Sang

T inh T alb
* . N° de travail  Nature CP1 CP2 CP
as 3 99150292170 Humeur aqueuse 42,4 42,0 23,2
99151220842 LCR négatif négatif négatif
no S . 99150191353 Sang de cordon 41,0 40,9 17,3
25 1 T 99150020610 Sang veineux 40,4 40,0 17,7
. 1 | 99150263308 Sang veineux negatif 38,1 19,7
1 | 909150270811 Sang veineux 38,2 negatif 20,2
15 | | | | | | | | | 99150292873 Sang veineux négatif négatif négatif
Cohorte Divers HA/Vitré LA LBA LCR Placenta Sang (az?:sgie) (czfgfn) 99150512007 Sang veineux 33,0 38,5 16,7
B R ) 99150541989 Sang veineux  négatif 39,3 287
ccart-type 16 >1 2, ta Lo LA s L 12 L9 99150542985 Sang veineux 40,7 38,7 17,5
Talb ;ivenne 241’?4 ;Zg 275,16 24:9 225:,87 342;,11 145;24 246,22 33i?9 251’2 99150570663 Sang veineux 38,0 39,5 19,3
f::/art-tvpe fé?? 131;,54 145?1 149;,81 2:2 g:g el)ﬁ 126?1 2:2 246?2 99150760574 Sang veineux 39,7 42,2 18,1
| - 99150832089 Sang veineux 38,5 45,0 17,4
moléculaire de la toxoplasmose. Moyenne, écart-type et coefficient de variation ont 99151041783 Sang veineux negatif 38,2 20,4
ng_ calculés pour lé cohorte et les différents types d’échantillons, pour le Tl etle T 99151052929 Sang veineux 38,2 38,1 18,6
Pour le TI, la moyenne calculée est similaire pour l'intégralité de la cohorte et pour 99150470698 LBA 35,9 36,1 négatif
les différents éc_:hantill_ons gnglysés. Eca}rt_-type etCV sor’1t faibles. 99150143160 LCR 358 36,0 négatif
Pour le Talb, il est immediatement visible que les résultats sont beaucoup plus _
hétérogénes (en fonction notamment de la cellularité des échantillons). 99150711833 Sang de cordon 34,7 34,7 negatif
99151183216 Sang veineux 34,9 33,6 négatif
as o = = & Tableau 1: Caractéristique des prélevements inhibés L’analyse des T inh

(Cp>38) a permis d’identifier 16 échantillons inhibés. Dans 14/16 cas, le T alb est
retrouvé avec un CP relativement bas, n’évoquant pas d’inhibition de cette PCR. En
effet la valeur des CP de T alb est dans la moyenne des CP obtenus pour les

La recherche des échantillons ou T alb est néegatif permet d’identifier 4 échantillons
52 supplémentaires, pour lesquels les valeurs des CP de T inh ne sont pas en faveur de

Cordon

Inhibé 16 1 1 13
; total 1089 10 32 920
f % 1,5 10,0 3,1 1,4
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10 d’'inhibiteurs eétait detecté par T inh.

Figure 3: Représentation des CP de T alb. Du fait de I'hétérogénéité des sang du cordon, Fhumeur aqueuse et dans une moindre mesure le LCR.

valeurs, les échantillons ont été ordonnés en fonction de leur nature.
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7,7

_ Tableau 2: Fréquence des prélevements inhibés en fonction de la nature des
15 ‘ échantillons. L’'étude a permis de d’identifier 16 échantillons dans lesquels la présence

5 La fréquence des inhibiteurs peut donc étre estimés a 1,5%, ce qui est relativement faible. Toutefois
0 X— XK I'étude suggere que cette fréquence est variable en fonction de la nature des échantillons. Ainsi,
& Divers MHA/Vitrs XLBA XLCR @Placen méme si les effectifs sont faibles, les données suggerent une fréquence plus importante pour le

Conclusions

En conclusion, ce travail confirme qu’un inhibiteur peut inhiber specifiqguement une PCR et n’avoir que peu ou pas d’effet sur une autre
PCR. Nous avons egalement réalisé cette observation dans le cadre du diagnhostic moléculaire de la pneumocystose.

Ainsi, avec la PCR-albumine dans le cadre du diagnostic moléculaire de routine, nous montrons que la réalisation d’'une PCR ciblant un
gene humain n’est pas un bon témoin d’inhibition pour la recherche moléculaire d’'un microorganisme.
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