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L'occurrence de nombreuses épidémies au cours de I'année 2003, notamment dans le Pas-de-Calais, a montré la nécessité d’avoir une méthode complé-
mentaire de la méthode microbiologique (NFT 90-431 de sept 2003), pouvant donner des résultats beaucoup plus rapidement.

Sur la base de ses six années d’expérience en biologie moléculaire dans le domaine des OGM (Organismes Génétiquement Modifiés) et ses trente cing
ans d’existence dans le domaine de I'Environnement, SGS Multilab a développé et validé une technique rapide de détection et de quantification des
Legionella spp. et L. pneumophila par PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel.

— Quel est le principe de cette méthode par
PCR en temps réel ?

Cette méthode repose sur la détection d’ADN aprés amplification : la PCR
(Polymerase Chain Reaction) permet de copier un trés grand nombre de fois
une séquence d’ADN présente en trés faible quantité dans le génome des
bactéries d’'un échantilon d'eau. La détection fait appel a des amorces
(petites séquences d’ADN) spécifiques du genre Legionella et de 'espéce
L.pneumophila. La quantification fait appel a une sonde ADN marquée par
des fluorochromes, qui s’hybride elle aussi, de maniére spécifique aux sé-
quences d'ADN cible. Les fluorochromes présents sur la sonde émettent une
fluorescence dont lintensité est proportionnelle au nombre de copies de la
séquence d’ADN cible obtenue par amplification. Il est ainsi possible de définir
en temps réel la quantité exacte d'unité génomes présente dans I'échantillon
de départ, une Unité Génome par litre (UG/L) étant considérée comme équi-
valente a une bactérie par litre. Il n'y a pas a ce jour de corrélation directe
entre les UG/L et les UFC/L (Unité Formant Colonie) de la méthode officielle.

— Pourquoi et quand mettre en ceuvre la
détection des Legionella par PCR ?

Du fait de sa rapidité et de sa sensibilité, le dosage des légionelles par PCR
en temps réel est une méthode alternative pour vous permettre de gérer les
crises (efficacité d’un traitement choc sur un site contaming, par exemple) et
pour suivre de fagon plus précise une installation.

— Quelle valeur d’un point de vue réglementaire ?

Cette méthode par PCR est complémentaire de la méthode normalisée NFT
90-431 qui est, de nos jours, la seule méthode reconnue sur laquelle s’appuie
la réglementation frangaise mais dont le principal inconvénient est le délai
incompressible de rendu des résultats : en effet, le temps nécessaire pour la
culture in vitro des bactéries Legionella et la confirmation de I'espéce L. Pneu-
mophila, s'il y a présence de colonies sur les boites de Pétri, est d’au moins 14
jours. Cette méthode par PCR, qui devrait &tre normalisée avant la fin de I'an-
née 2005, a donc a ce jour comme objectif de fournir une information rapide,
fiable et précise.

Quelle valeur ajoutée par rapport a la
méthode microbiologique ?

La PCR détecte la présence de quelques copies du génome de la bacté-
rie, méme si les bactéries sont non cultivables ou « cachées » dans des
protozoaires ou des amibes, alors que la méthode normalisée ne dose
que les Iégionelles revivifiables. C’'est une méthode rapide (2 jours contre
14 jours), sensible (5 UG/L contre 250 ou 500 UFC/L), plus fiable, plus
reproductible, non sujette aux interférences dues a la flore parasite et qui
fournit en méme temps le dosage de Legionella spp. et de

L. pneumophila.

Comment étre sir de votre partenaire? _

SGS Multilab est accrédité COFRAC sur le programme 100-2 dans le
domaine des analyses d’eau, notamment sur l'analyse des Legionella
spp. et Legionella pneumophila. 1| est également agréé par le Ministére
de I'Environnement pour les analyses d’eaux et de sédiments ainsi que
par le Ministere de la Santé pour le contrble sanitaire des eaux de
consommation humaine et de baignade. Notre connaissance poussée de
la PCR et des Legionella est pour vous une garantie de la fiabilité de nos
résultats.
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