
Optionnel — Fiche contenu 8-7: Contrôle de qualité des méthodes de biologie moléculaire
	But
	Les tests de diagnostic moléculaires sont en général des tests semi quantitatifs. La détection d’acide nucléique dépend de trois variables :

· l’obtention d’échantillons appropriés ;
· le moment de recueil de l’échantillon ;
· un processus analytique efficace et opportun.

	Gestion de l’échantillon
	Les échantillons devraient être recueillis uniquement avec un équipement à usage unique validé. Par exemple, les tubes Vacutainer® avec un anticoagulant sont requis pour la détection des virus dans le plasma. Les anticoagulants les plus utilisés sont l’acide éthylène diamine tétra acétique (EDTA), l’héparine et le citrate de sodium/dextrose. Le recueil d’échantillon de sang sur EDTA est recommandé, l’héparine inhibant la réaction en chaîne de la polymérase (PCR) et l’infectivité du VIH-1.

	Transport de l’échantillon
	Le transport et les conditions de stockage dépendent du type d’échantillon, de l’analyte (ADN ou ARN) et du microorganisme à tester.

Par exemple, l’ARN est plus fragile que l’ADN ; par conséquent les conditions de température correcte doivent être maintenues pendant le stockage et le transport de l’échantillon pour minimiser la dégradation de l’acide nucléique. Des instructions détaillées devraient être données au personnel dans les centres de prélèvement, instructions telles que les volumes corrects d’échantillon secondaire, les protocoles de manipulation de l’échantillon et la durée pendant laquelle l’échantillon peut être conservé avant qu’il ne soit analysé.

	Eviter toute contamination
	La contamination entre échantillons et produits de PCR (amplicons) antérieurs est une source potentielle de résultats de PCR non valides. La séparation des espaces de travail est alors très importante. Un circuit unidirectionnel devrait être utilisé pour réduire les risques de contamination. Pendant leur journée de travail, les techniciens ne devraient pas revenir dans les zones de préparation de réactifs ou d’échantillons après avoir travaillé dans une zone d’amplification. Un code de couleur pour l’équipement, les réactifs, les blouses et les consommables peut aider à maintenir un circuit unidirectionnel en désignant une couleur spécifique pour chaque zone. 

	Contrôles
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	Les laboratoires pratiquant la biologie moléculaire devraient analyser des contrôles de qualité positif et négatif en routine pour s’assurer de la performance de leurs méthodes. Les contrôles concernent tout le processus y compris l’extraction. Le nombre exact de contrôles requis pour la PCR dépend du nombre d’échantillons dans chaque série. Les contrôles positifs sont analysés pour vérifier que la méthode est capable d’amplifier l’acide nucléique provenant de l’organisme étudié. Les contrôles négatifs devraient être analysés pour vérifier qu’aucun acide nucléique contaminant n’a été introduit dans le mix ou dans les échantillons pendant les manipulations.

Un contrôle négatif devrait être lancé après les derniers échantillons.

L’électrophorèse sur gel est la méthode la plus communément utilisée pour détecter les produits d’amplification.

Chaque électrophorèse sur gel devrait contenir un contrôle positif et un contrôle négatif.
Le contrôle positif devrait consister en un fragment d’ADN de taille connue (de préférence de même taille que l’amplicon ciblé).
Le contrôle négatif consiste seulement en un tampon mélangé au diluant. Les contrôles positifs et négatifs de la PCR peuvent être utilisés comme les contrôles positifs et négatifs de l’électrophorèse sur gel.

Un marqueur de taille (mélange de fragments d’ADN de tailles connues) devrait également être utilisé sur chaque gel pour donner une échelle de la taille des fragments d’ADN observés dans les échantillons et les contrôles. La taille du produit attendu devrait se trouver dans l’intervalle couvert par le standard. L’extrapolation au delà de l’intervalle du standard ne devrait pas être faite.

	Défaillances du contrôle
	Si des défaillances du contrôle positif sont observées, tous les échantillons associés à ce contrôle devraient être considérés comme non valides et les échantillons négatifs comme potentiellement faux négatifs. Si les contrôles négatifs de la PCR fournissent des produits d’amplification, tous les échantillons associés à ces contrôles défaillants devraient aussi être considérés comme non valides et les échantillons positifs comme potentiellement faux positifs. La source de contamination devrait être identifiée et corrigée. Si elle ne peut pas être identifiée d’autres types de contrôles négatifs devraient être employés aux différentes étapes de la méthode pour déterminer là où la contamination s’est faite.

	Real Time PCR
	[image: image2.emf]La real time PCR (ou PCR en temps réel) est une modification de la PCR traditionnelle. Dans la real time PCR, l’amplification et la détection des produits se font simultanément. La real time PCR requiert l’utilisation de primers (oligonucléotides) similaires à ceux utilisés pour la PCR traditionnelle. Cependant, la real time PCR utilise une sonde d’oligonucléotides marquée soit par un marqueur fluorescent soit par une détection chimique fluorescente (telles que TaqMan, SYBR Green) et un thermocycleur capable de mesurer la fluorescence. Des contrôles positifs et négatifs doivent être pratiqués, ainsi que des contrôles détectant la présence d’inhibiteurs naturels dans les tissus, le sang et autres liquides.

	A/H3
	La bonne sensibilité et spécificité, le faible risque de contamination et la rapidité de la real time PCR offrent une alternative attractive par rapport aux cultures ou immuno-dosages utilisés pour le diagnostic de nombreuses maladies infectieuses.
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Le digramme donne un exemple du diagnostic de la grippe A/H3 par real time PCR. Les laboratoires devraient toujours utiliser des contrôles de qualité positifs et négatifs en routine pour démontrer la bonne performance du test pendant les phases d’extraction d’ADN/ARN et d’amplification. Dans cet exemple, l’échantillon analysé est positif pour le sous type H3 du virus A de la grippe et négatif pour les sous types H5 et H1. Les ribonucléoprotéines constituent un contrôle positif.

	A/H5
	Le diagramme présente un exemple du diagnostic de la grippe A/H5 avec la real time PCR. Dans cet exemple l’échantillon analysé est positif pour le sous type H5 du virus A et négatif pour les sous type H3 et H1. Les ribonucléoprotéines constituent un contrôle positif[image: image4.jpg]


.

	Négatif
	Le diagramme montre un exemple de résultat négatif. Dans cet exemple le résultat de la real time PCR est correct : les RNP sont positives, c’est le contrôle positif. L’échantillon analysé est négatif pour la grippe A.[image: image5.emf]

	
	A la différence, des autres domaines d’analyse du laboratoire pour lesquels des kits de diagnostic ou des systèmes d’analyses incluant des échantillons de contrôle de qualité sont souvent disponibles, les kits de diagnostic pour la real time PCR ne sont disponibles que pour peu d’analyses ; La majorité des test de real time PCR ont été développés sur place par les laboratoires. Un des éléments les plus critiques dans la PCR est la sélection des primers (oligonucléotides). Ce processus est très important pour que l’expérience soit réussie. Sans un set de primers fonctionnel et optimisé, il n’y aura soit pas de produit de PCR (faux négatif), soit une amplification non spécifique (faux positif).
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