
Recommandations pour l’usage du standard international OMS et le calcul du facteur 
de conversion (laboratoire CNR Limoges) 

 

1° Validation de l’absence d’impact de la congélation après remise en suspension sur les 

résultats du WHO  

Le standard est délivré sous forme lyophilisée, avec une valeur en copies/mL après remise en 

suspension en eau distillée stérile de 5. 10
E
6 copies/mL.  

La nécessité d’obtenir coefficient valable sur une gamme de valeurs de charges virales impose de 

tester plusieurs dilutions dans la matrice pour laquelle on veut déterminer le coefficient, de 5.10
E
5 à 

5.10
E
3, toutes supérieures au seuil de sensibilité des techniques pour éviter les résultats inexploitables. 

Ces dilutions sont ensuite testées séparément six fois et la moyenne géométrique est calculée. Pour ce 

faire il est nécessaire de travailler sur plusieurs jours. Nous avons donc contrôlé la stabilité du standard 

en eau distillée après congélation-décongélation (ce qui n’avait pas été validé lors du calcul de la 

valeur absolue du standard).  

Les résultats ci dessous autorisent une congélation et donc un travail sur trois jours consécutifs.  

Le faible impact du traitement préanalytique permet à chacun de travailler selon ses modalités : 

 

En conséquence le protocole et le calcul  suivant sont  recommandés :  

Dilutions

valeur théorique Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 4 Essai 5 Essai 6 Essai7

5.10^5 1467790 1932750 2046890 1699070 1702920 2292260 1710650

5.10^4 1637100 1614800 1845300 2152900 2085700 1882700 1380400

5.10^3 pas d' IC 1930000 2439000 2803000 1766000 2127000 2191000

5.10^2 60 267 120 125 349 153 59

moy 1864203,75 6,27049338 log moy 1982800 Moy CV 0,187782
ET 303332,04 372334,892 ET

CV 0,162714 GMT 1843403,97

essai validé logGMT 6,26562052 log moy 6,29727891

GMT 1951684,74

logGMT 6,29040967

6,27 vs 6,29 : pas de différence significative (0,02 log)

Reconstitution du WHO dans 1 mL d'eau distillée donnant une concentration de 5.10^6 cop/mL. 

Matrice de dilution : sang total.

résultats exprimés en copies/mL

WHO congeléWho non congelé

Faibles dilutions laissées 

de côté

Extemporanément: reconstitution du WHO + dilution + extraction le jour même

Dilutions en sang total conservées à 4°C pendant 24h avant extraction.

Dilutions conservées à -80°C pendant 8 jours avant extraction.

Absence ou peu d'impact du traitement préanalytique : chacun peut conserver sa phase préanalytique 

tt préanalytique Extemporané

ment

Extemporané

ment

Extemporané

ment 24hà +4°C 24hà +4°C 24hà +4°C

1 semaine à -

80°C

1 semaine à -

80°C

1 semaine à -

80°C extemporané extemporané extemporané

Code tt 

préanalytique 1 1 1 2 2 2 3 3 3 4 4 4

moyenne 

géométrique des 

dilutions log 

copies/mL 6,05 6,30 6,26 5,90 6,00 6,33 6,22 6,19 6,13 6,12 6,13 6,16

GMT logs par 

prétraitement

Ecart max 

0,2 log

moyenne 

géométrique des 

dilutions cpies/mL 1,13E+06 2,00E+06 1,82E+06 7,98E+05 9,92E+05 2,14E+06 1,67E+06 1,55E+06 1,35E+06 1,31E+06 1,34E+06 1,44E+06

6,21 6,01 6,18 6,13

WHO non congelé WHO congelé-80°C



 

 

Ce protocole est disponible en ligne sur le site du CNR CMV. Il a été diffusé à tous les membres 

du groupe PCR CMV. L’ensemble des résultats sera colligé par le CNR pour analyse. Le 

prochain Panel de contrôle de qualité diffusé en septembre 2012 par le QCMD en collaboration 

avec le laboratoire CNR  sera donc rendu en UI/mL  

 

Dilution 1 2 3 1 2 3 4

Valeur 

théorique 

attendue en 

copies/mL

5.10^5 5.10^4 5.10^3

moyennes 

géométriques 

des valeurs 

pour chaque 

essai (gomme 

l'effet de 

gamme)

moyenne 

géométrique 

des essais       

donne la 

valeur du 

WHO dans 

cette matrice 

avec cette 

technique

coefficient de 

corrélation 

a=WHO/GM

T 

Résultat en 

copies       

essai 1 0 0 0 #NOMBRE! #NOMBRE! #NOMBRE!

Résultat en 

copies      

essai 2 0 0 0 #NOMBRE!

Résultat en 

copies      

essai 3 0 0 0 #NOMBRE!

Valeur 

théorique du 

WHO

Résultat en 

copies      

essai 4 0 0 0 #NOMBRE! 5000000,000

Résultat en 

copies      

essai 5 0 0 0 #NOMBRE!

Résultat en 

copies      

essai 6 0 0 0 #NOMBRE!

calcul de la valeur du WHO pour chaque dilution

Proposition de calcul du coefficient d'après les recommandations du NISBC. Valable pour un couple "Extraction-PCR"

Utilisant la moyenne géométrique des dilutions, puis celle des moyennes par essai ce qui tient compte des variations liées à la concentration d'ADN, surtout importantes pour les PCRs maison. 

Les valeurs proches de 10E2 ont été éliminées car trop proches du seuil des dif férentes techniques (Pour une technique très linéaire et avec un CV faible à 10E2 elles pourraient en théorie être réincorporées.) 

Pour la réalisation des essais il est possible mais non recommandé de congeler le WHO après remise en suspension en eau distillée, et avant dilution, dès lors que le délai de congélation est court et que la gamme se limite à des valeurs de charge virale moyennes ou élevées

Avant de valider les résultats pour le calcul du coef ficient il est nécessaire de vérifier que le coef ficient de variation pour les valeurs de gamme utilisées est conforme au coef ficient de variation attendu pour votre technique. 

Le calcul du sang est considéré comme valable pour la moelle et sera appliqué par défaut pour toute matrice riche en cellules (tissus) pour laquelle il n'est pas possible de faire des dilutions

Pour les liquides amniotiques, le plasma ou le LCR il est recommandé de refaire les manipulations car le coef ficient sera probablement dif férent. 

Proposition de calcul du coefficient d'après les recommandations du NISBC. Valable pour un couple "Extraction-PCR"

Utilisant la moyenne géométrique des dilutions, puis celle des moyennes par essai ce qui tient compte des variations liées à la concentration d'ADN, surtout importantes pour les PCRs maison. 

Les valeurs proches de 10E2 ont été éliminées car trop proches du seuil des dif férentes techniques (Pour une technique très linéaire et avec un CV faible à 10E2 elles pourraient en théorie être réincorporées.) 

Pour la réalisation des essais il est possible mais non recommandé de congeler le WHO après remise en suspension en eau distillée, et avant dilution, dès lors que le délai de congélation est court et que la gamme se limite à des valeurs de charge virale moyennes ou élevées

Avant de valider les résultats pour le calcul du coef ficient il est nécessaire de vérifier que le coef ficient de variation pour les valeurs de gamme utilisées est conforme au coef ficient de variation attendu pour votre technique. 

Le calcul du sang est considéré comme valable pour la moelle et sera appliqué par défaut pour toute matrice riche en cellules (tissus) pour laquelle il n'est pas possible de faire des dilutions

Pour les liquides amniotiques, le plasma ou le LCR il est recommandé de refaire les manipulations car le coef ficient sera probablement dif férent. 


