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Objectif

La méthode moléculaire par macroarray a pour but de venir en appui de |
effet, elle consiste en la détection de la présence spécifique du genre Legic
pneumophila a partir d’'un méme systéme. La détection d’'un témoin en méme
faux positifs. La technique est basée sur I'amplification, I’hybridation et la réve
de Legionella spp et/ou Legionella pneumophila en une demi-journée, permettan
émises apres mesures aspécifiques.

Description du systeme

Controle L’ outil

positi de détection est constitué d'une

membrane de nylon d’environ 1lcm? sur
| Contrdle  |aquelle  différentes  séquences  d’ADN

négatif  (sondes) sont fixées, respectivement Positif L. spp.
et L. pneum.

o®

|

Controle caractéristique du genre Legionella, de
interne I'espéce L. pneumophila, d'un contréle
interne et de contrdle positifs et négatifs.
Protocole
‘ . Filtration (0,45um) de 1L d'eau suivie d'une extraction de
i Extraction d"ADN 'ADN bactérien retenu sur le filtre (permettant une
ADN génomigque bactérien @' préconcentration)
‘ R
Produits PCR-Biotine :;E Amplification / Marquage * Amp“flcathn speCIquue de I'ADN: ge'nes dnaJ ( Leg!one”a
X pneumophila) et gene codant pour 'ADNr 16S (Legionella
. £ spp.) en méme temps qu’un contrdle interne d’amplification.
Hybridation sur s {91*‘*
membrane pré-spottée -k W
+ . Hybridation sur membranes sur lesquelles des sondes ont été
Révélation ‘t/\-g;&? Hybridation / Révélation préalablement accrochées. Les amplifias complémentaires
colorimétrique ] des sondes, se fixent spécifiquement sur ces dernieres. Les
G .. produits amplifiés peuvent ainsi étre détectés de facon
isualisation e Ve N q .
&S colorimétrique a l'aide d’'un complexe enzymatique.

Analyse du Macroarray

Pour chaque analyse, une gamme étalon est réalisée par I'amplification, le marquage et la révélation par
macroarray de solution étalon d’ADN de L. pneumophila: 0,005 pg, 0,05 pg, 0,5 pg, 5 pg et 50 pg;
respondant a 13,5 UG.I, 135 UG.I, 1350 UG.I, 13500 UG.I1, 135000 UG.I1 (UG = Unité Génome).
0is genes cibles sont ainsi étalonnés.

ensités obtenues pour chaque échantillon sont analysées par rapport aux valeurs des courbes étalons.
suivant récapitule les situations possibles et les interprétations effectuées
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+ : Signaux dans la gamme ; + : Signaux < gamme ; - : Pas de signal d : dilution

aires de TAR disposent d’un outil permettant de doser de maniére rapide
ion d’une TAR en Legionella spp. et L. pneumophila entre 13,5UG I et
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