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Introduction : Une des missions primordiales du CNR
est la surveillance des bordetelloses. Cette surveillance
se fait a l‘aide des bactériologistes hospitaliers du
réseau Renacoq (44 laboratoires) et du College de
Bacériologie et Virologie et Hygiene de France. La PCR
en temps réel comme outil de diagnostic direct de la
coqueluche est utilisée par la plus part de ces
laboratoires. Un des moyens pour sassurer de la
qualité des données est d’organiser régulierement des
contrdles qualités (CQ). Notre CNR a proposé un tel CQ
en 2010.

Méthode : Le CNR a préparé une série de 6 tubes contenant ou non de 'ADN de différentes espéces de Bordetella (CQ1 a

Objet de I’étude : Comparer et évaluer la sensibilité de la technique de PCR temps réel
(PCRtr) utilisée par les laboratoires hospitaliers (réseau Renacoq et/ou CBVH) et privés
(LAM) pour la détection du matériel génétique de bordetella. Pour cela des contrbles
qualités ont été préparés par le CNR pour les 33 laboratoires intéressés de participer a
cette collaboration. Les participants ont rempli un questionnaire afin que nous puissions
répertorier les méthodes d’extraction, le ou les génes ciblés, les méthodes
d’amplification et de détection ainsi que les équipements. Lorganisation de ce CQ avait
aussi pour but de faire un point sur I'utilisation des kits commerciaux et le suivi des
recommandations du groupe « Pertussis PCR consensus group » (Riffelmann et al JCM
2005 Vol 43, N°10, p4925-4929).

CQ6). Apres validation

interne, les échantillons ont été distribués pour étre ensuite envoyés aux 33 laboratoires

participants. Chaque laboratoire a fait la PCR temps réel dans les conditions habituelles

et envoyé les résultats au CNR.
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d’amplification )
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TABLEAU 1 : Récapitulatif des méthodes et réactifs les plus utilisés par les participants du CQ /- celui dArgene
Total Ve Fournisseur des
A ) . Nbde Thermocycleur en temps . o Vol.  Utilisation Témoin  Témoin Référence des amorces
Méthode d’extracti Nb de cycl Type de sondi Kit Amplificati
pa(mnzg::)nts éthode d'extraction_ % cible_% réel_% e cycles_% ype de sonde it Amplification réactionnel d'UNG  extraction  positif a':::‘;?:t et sondes utilisées
Réponses 29 33 31 30 30 30 30 30 29 30 30 30
QiAmp DNA mini it (Qiagen)_28% 2_48%  LC1/2/480 (Roche)_32% 40 cycles 57%  TaaMan_73% LCDNA master (Roche)_23%  25ul_60% Non_73% Oui_76% Oui_100% Eurogentec_20% R'“:g;‘:"s"o: al
EasyMag aomae (Biomérieux)_14%  1.42%  Smart Cycler l_26% 45 cycles_40%  Hybridation_17%  Univ. PCR Master mix (AB)_17% 20wl 27% Oui_26% Non_24% Sigma_17% {\
) : ABI prism |
EZLuuomse DNA-Tissue (Qiagen)_10%  3_9% 35cycles 3% sybergreen_7%  Bordetella R-gene, (Argene)_13% Argene_13%

7000/7500/7900_16%

MagNAPure LC suomae (RoChe)_10% Rotor Gene 6000_10%

Beacon_3%

el lus de la mo eﬁ\
Premix ex Taq de chez Takara_10% . laboratoires utilisent les
Biotech_10%

amorces et sondes

TABLEAU 2 : Résultats attendus du CQ

recommandées par le
groupe consensus
pertussis PCR

ADN  Résultat/Concl di

ca1 - Négatif /Absence d'ADN de Bordetella
cQ2 Bp 15481 positif/Détection d'ADN de Bordetella ( et i utilisation de ptxS1 : détection d’ADN de B.pertussis
TABLEAU 3-1 : Utilisation d’1 cible (1S481)
ca1 ca2 ca3 caa cas cas
caa - Négatif / Absence d'ADN de Bordetella)
‘320 Résultat Ct Résultat Ct Ré Ct Résultat Ct Résultat Ct Reésultat  Ct
code
cas Bp 15481 positif / Détection d'ADN de Bordetella ( et si utilisation de ptxS1: détection d'ADN de B. pertussis) 2 A - B 20 A A - B 25 B 19
3 B - B ? B B - B ? B ?
a6 Bho 'S481 positif / Détection d'ADN de Bordetella (et si utilisation de ptxS1 =: négatif et recA = positif:détection de 7 A - B 21 ¢ 37 ¢ 4 B 27 B 21
B-holmesi) 1 c 34 B 14 B B - B 2 B 15
12 A - B 20 A A - B 25 B 20
14 A - B 24 A A - B 29 B 2
TABLEAU 3-0 : Moyenne des Ct obtenus 15 A - B 21 A A - 8 28 8 21
Résultats 18 A - B 32 A A - B 38 B 32
€Q2(1s481) CO3 (s1001) CQS5 (1sa81)  CQS (isa81) ducq - A e 5 @ f A e s - s n
Concentration d’ADN 100 pg/wl 1pg/u 100 fg/ul 100 pg/ul 23 A - B 31 A A - B 35 B 32
5 29 A - B 18 A A - B 25 B 19
Gl 22 = & 2 Code A = résultat et conclusion correctes, . n 8 . . a . - 8 .
¢ s il — - — — Code B = résultat correct mais conclusion
incorrecte ou incomplete, 31 A - B 21 A A - B 27 B 21
Ct moyen 21 25 27 2 Code C = résultat incorrect B B - 5w D B - 3 5 3 T
% de laboratoires avec g3, 65% 70% 53%
le Ct moyen +/- 2
Ecart Ct 14332 19236 212338 15232 —= -
Les valeurs de Ct sont assez homogénes sauf pour les TABLEAU 3-2 : Utilisation de 2 cibles (|S481 et |51001)
laboratoires n° 18 et 23 qui ont des valeurs de Ct plus
élevées que I'ensemble des participants. A I'opposé, cal cQ2 ca3 cas cas cas
les laboratoires n° 9 e 11 ont des valeurs de Ct plus 5 - ) - -
Fiblesiiquel Ilensemblal des i particinants il Ge N aui labocoge  RéSUltat Ct Résultat  Ct  dccior (0 Résultat Ct Résuftat Ct Résuftat Ct La majorité des
explique les écarts des valeurs de Ct observés. 4 A - A 20 A 25 A - A 27 A 2 laboratoires utilisant 1 ou 2
5 B - B 17/35 A 19 B2 - A 23 A 17 cibles a donné les résultats
6 A - B 21 A 24 A - B 27 B 21 corrects mais la conclusion
T . 9 B - B 16 A 19 B - B 21 B 16 utilisée pour 15841 (en
TABLEAU 3-3 : Utilisation de 3 cibles (15481, 1S1001 et 10 A . s » . . A - & 2 s s général ddieien dk
ptxS1) 13 A . B 2 A 2 A - B ? B ? ‘ Bordetella pertussis) n'est
ca Q2 ca3 caa cas cas 16 B - A 22 A 36 B2 - A 28 A 23 |:':as cotrecte. En' Ae‘ffet
17 A - A 19 A 25 A - A 25 A 20 I'IS481 n'est pas spécifique
labo Résultat Ct Résultat Ct Résultat Ct Résultat Ct Résultat Ct Résultat Ct 20 B - B 21 A 25 B - B 26 B 22 de B. pertussis et peut étre
code 21 A - A 2 A5 A - A 29 A 2 détectée dans d'autres
1 A - A 19 A 2 A - A 2 A 19 22 B - B ? A ? B - B ? B ? especes comme Bodetella
24 A - B 25 A 26 A - B 30 B 26 holmesii.
8 A - A 21 A 25 A - A 26 A 22
25 A - c 17/80 A 24 A - B 25 B 18
28 A - A 20 A 282 A - A 25 A 19 26 A - B 22 A 25 A - B 30 B 26
Les trois laboratoires ont donné les 27 A - B 20 & 25 o= B 25 & 22
résultats et les conclusions correctes et par 32 A - B 25 A 30 A - B 29 B 25

élimination B. holmesii dans le CQ6 mais
sans identification réelle. En effet seule
I'utilisation de la PCR H-recA, spécifique de
I'espéce B. holmesii, permet de conclure a
I'identification de cette espéce
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Résultats/Conclusion : Les 33 laboratoires participants ont rendu leurs résultats
et la plupart ont obtenu un résultat tres satisfaisant ou satisfaisant. Néanmoins
ce CQ a permis de souligner la nécessité d’'une homogénéisation dans le rendu
des résultats. En effet, la majorité des laboratoires qui utilisent I'lS481 comme
cible, conclut a la détection d’ADN de Bordetella pertussis lorsque la PRCtr est
positive. Or il a été montré que I'1S481 peut aussi étre détectée dans d’autres
espéces comme Bordetella holmesii. Uorganisation de ce CQ aura permis de
sensibiliser les laboratoires sur I'importance du rendu de conclusion aux
cliniciens.



