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La PCR digitale 

Etape 1: préparation du Mix
 Composants d’une PCR



PCR digitale : 

Etape 2 :compartimentation

 Augmentation de sensibilité  en évitant les PCR en dilution limite d’ADN=> 

 L’idée est de compartimenter le mix 

 Micro puits ou gouttelettes lipidiques

 Chaque compartiment contient Mélange réactionnel + ADN

 Nombre restreint de molécules d’interêt par compartiment (0 à 2 ou 3)



PCR digitale 

Etape 3 : Amplification
Dans chaque compartiment



PCR digitale :  moyen de détection de 

la séquence amplifiée 

 Soit par intercalant de l’ADN double brin

 EvaGreen = SybrGreen



PCR digitale :  moyen de détection de 

la séquence amplifiée 

 Soit par intercalant de l’ADN double brin

 Soit par utilisation sonde d’hydrolyse



PCR digitale :  moyen de détection 

 Soit par intercalant de l’ADN double brin

 Soit par utilisation de sonde spécifique

 Muliplexage

Allèle Muté

Allèle Normal 



PCR Digitale : résultat

 Détection en point final au plateau de la PCR

 Compartiment positif ou non         =>  PCR Numérique



PCR quantitative par sonde d’hydrolyse

Solution d’ADN 
Mix
Amorces
Sondes 

Amplification
par PCR

Emission de 
fluorescence

Lecture de 

fluorescence

Analyse globale

ADN muté 

minoritaire

ADN Normal 

Majoritaire

Faible émission proche du 

bruit de fond

Emission détectable



Principe de la PCR digitale

Solution d’ADN 
Mix
Amorces

Sondes 

Compartimentation Amplification

Détection de la  fluorescence 

compartiment par compartiment



PCR Digitale : contexte

 Besoin de sensibilité de détection de mutation  : 

 Séquençage Sanger > 10%-15%

 Séquençage NGS 2-5% dépend de la profondeur de lecture

 Détection des mutations minoritaires 

 Quantification absolue (sans gamme de standards => utilisation de la loi de 

Poisson)



Les équipements 



Life Technologies™
QuantStudio 3D®

Stilla Technologies ™
Naica System®

Bio-Rad™
Qx200®

Raindance ™
Rain Drop®

Compartiments 

solides
Compartiments 

liquides



Les équipements : comparatif

fournisseur

Life 
Technologies™

QuantStudio

3D®

Stilla
Technologies™
Naica System®

Raindance™
RainDrop®

Bio Rad™
QX200®

Nombre de 
compartiments 
exploitables / 
échantillon

20 000 30 000 10 000 000 20 000

Nombre
d’échantillons 
maximum par 

série

24 12 8 96

Nombre de 
canaux de 
détection

2 3 2 2



Workflow  Qx200 (Bio-Rad)

Compartimentation 

génération de 

gouttelettes

Amplification DétectionMix + ADN



Diagnostic Prénatal Non Invasif

 Présence d’ADN fœtal libre circulant dans le sang maternel

 Représente l’ensemble du génome fœtal

 Représente environ 0,5% à 12% de l’ADN circulant total 

 ADN de petite taille <150 pb

 Pas physiquement séparable de l’ADN circulant maternel

 Recherche de mutation chez le  fœtus par simple prise de sang chez la femme 
enceinte.

=>Intérêt : limiter les risques de complications



DPNI 

Extraction ADN 

circulant
- Maternel (90-95%)
- Fœtal (5-10%)

Extraction 

ADN 

cellulaire 

Maternel

• Tube de sang maternel

• Tube de sang paternel

Extraction 

ADN Paternel



 Analyse de 13 plasmas de femmes enceintes de 12-27 SA

 Concentration moyenne ADN fœtal circulant :

 7,8 ± 5,9 pg/µL 

 ou 2,3 ± 1,8 copies d’ADN /µL

 ou 9,4 ± 7,9 % ADN circulant total

Quantification ADN fœtal



Exemple système de détection de mutation 

impliquée dans une Rasopathie
 Patient né en 1975

 Séquençage en 2011

 Mutation :SOS 1 : c.1300G>C retrouvée cause de la maladie

 Rasopathie : Maladie Monogénique dominante (ex :syndrome de Noonan)

 Clinique +/- marquée 

 Dysmorphie 

 Retard mental +/-

 Anomalie cardiaque +/-

 Assez fréquente



Rasopathie et  Diagnostic Prénatal 

Non Invasif

 En 2019 : grossesse en cours

 Porteur de la mutation :  le papa

 Maman homozygote « normal »

 Quel est le statut du fœtus?



DPNI – Rasopathie

ADN fœtal (gène SOS1 : c.1300G>C)

ADN plasmatique libre 

circulant

Quantification de la 

fraction d’ADN fœtal 

circulant

Recherche de la 

mutation paternelle

En cas d’absence de 

mutation

mère

fœtus



Rasopathie : gène SOS1 : c.1300G>C

construction du système d’analyse

 Schéma sondes



F

H

C

G

Sonde spécifique de l’allèle 

muté marquée en FAM

Sonde spécifique de l’allèle 

Normal marquée en Hex



Interprétation
Exemple système de détection de mutation 
impliquée dans une Rasopathie SOS 1 : c.1300G>C

Technique valide si > 8000 gouttelettes détectées

Gouttelettes positives 

(allèle muté)

Gouttelettes positives  

(allèle normal)
Patient porteur de la mutation à 

l’état hétérozygote

Gouttelettes 

Négatives

Gouttelettes 

doublement 

positives 

N = 558 N = 46

N = 573



Mise au point du système PCR(1)

 Système PCR = 

 Validation initiale : Détermination de la spécificité

 Blanc – H2O

 Témoin négatif  - porteur de deux allèles normaux

 Témoin positif - porteur de la mutation



Validation de la spécificité 
Exemple du système validé

Blanc  (H2O)
→ uniquement gouttelettes négatives

Témoin négatif 
→ uniquement gouttelettes 

négatives et Normales)

Témoin Positif : ADN muté hétérozygote 

→ gouttelettes négatives, 

Normales, mutées et doublement marquées



Exemple système non validé

Blanc  (H2O)
→ Présence de gouttelettes Mutées

témoin négatif  : Patient Normal
→ Présence de gouttellettes Mutées

Manque de spécificité



• Détermination de la limite de linéarité

Dilutions successives d’ADN muté dans un ADN normal

• Détermination du bruit de fond et limite de détection

Analyse 10 témoins normaux : détermination du taux de faux positifs.

Mise au point du système (2)



Echec de mise au point:  lié à l’environnement 

génique des systèmes

répétition d’un nucléotide qui empêche design correct

polymorphisme fréquent trop proche



Analyse sur plasma
SOS1 c.1300G>C 
Fraction Fœtal =10%

Valeur Interprétable pour le système
Foetus porteur de la mutation
=> Concordant avec le résultat Diagnostic Prénatal Invasif

Proportion de muté / Normal = 6% > limite de quantification

Muté

N=16

Normal

N=279

Muté + 

Normal

N=1



Maladies monogéniques récessives ex : Drépanocytose

 Les parents ont la même mutation 

 Allèle Normal : A

 Allèle Muté : S

fœtus fœtus fœtus

Mère

Hétérozygote A/S

Père

Hétérozygote A/S

Homozygote normal 

Fœtus non atteint
Hétérozygote

Fœtus non atteint

Homozygote muté

Fœtus atteint

10%



Maladies monogéniques récessives ex : Drépanocytose

Détermination différence significative en quantité entre allèle muté et allèle Normal 

=> Analyses statistiques plus poussées +++

fœtus fœtus fœtus

Mère

Hétérozygote A/S

Père

Hétérozygote A/S

10%

8,1 molécules normales

8 molécules mutées

8,05 molécules normales

8,05 molécules mutées
8 molécules normales

8,1 molécules mutées



Applications PCR digitale au laboratoire

 DPNI de maladie monogénique : recherche de mutation ponctuelle

 Maladie dominante (exemple rasopathie)

 Maladie récessive (exemple drépanocytose)

 Quantification du nombre de copies d’un gène

 Application au diagnostic de l’amyotrophie spinale proximale (SMA) 

 Etude de la maladie résiduelle dans les leucémies (mutation ponctuelle, transcrits de 

fusion)

 Applications en développement

 RT-PCR quantitative : confirmation de RNA Seq

 Chimérisme



Conclusion

 C’est une technique facile à appréhender et facile à interpréter

 Rapide (résultats de 96 échantillons possible en une journée)

 Sensible

 Quantification absolue (plus besoin de gamme ce qui permet 
d’économiser de l’échantillon )

 Adaptable à de faibles quantités de matériel (DPNI)

 Les limites sont souvent liées aux difficultés de conception des systèmes 
PCR.

 Technique qui reste chère
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