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MICROORGANISMES
Legionella spp.

Legionella pneumophila

Legionella pneumophila du sérogroupe 1

APPLICABILITE

Cette méthode emploie une technologie de biologie moléculaire, appelée ddPCR (droplet digital polymerase chain reaction), qui
permet de détecter et de quantifier de fagon absolue 'ADN des bactéries viables et non viables du genre Legionella qui peuvent
étre retrouvées dans différents environnements liquides (p. ex. : eau des tours de refroidissement, humidificateurs, douches) et
les sols.

Le principe du ddPCR consiste a fractionner I'échantillon d’extrait d’ADN en 20 000 gouttelettes, dans lesquelles 'amplification par
PCR de la molécule d'intérét aura lieu de fagon indépendante. Le ddPCR comporte plusieurs avantages, notamment celui de
permettre la quantification absolue, de détecter TADN de Legionella dans des échantillons ou il y a prépondérance d'une flore
hétérotrophe et de réduire I'impact des inhibiteurs pouvant étre présents dans certains échantillons.

Domaine : La limite quantitative inférieure correspond a la valeur minimale rapportée (VMR) respective de chacun des
systémes.

LIMITATIONS ET INTERFERENCES

La sensibilité de cette méthode varie selon :

o La présence de particules solides ou de sédiments dans les échantillons liquides qui peut rendre difficile la filtration du
volume total d'eau. Un volume moins élevé serait alors filtré, et cela aurait un impact direct sur la limite de détection qui
serait alors plus élevée.

o Laprésence d'inhibiteurs qui empécheraient 'amplification de I'’ADN pourrait produire un résultat faux négatif. Le controle
interne d’amplification permet de contréler la production de résultats faux négatifs.

o Les manipulations lors des méthodes de biologie moléculaire doivent se faire de fagon a éviter les contaminations par
les amplicons produits.
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PRELEVEMENT

1) Systéme d’échantillonnage

Matériel Matrice

Echantillons d’eau ; eau chaude, spa, piscine,
procédé, etc.
Contenant de prélévement stérile Echantillons solides : sol, compost, etc.

Contenant de prélévement avec thiosulfate de sodium - format 1L

Remarque : L’envoi de témoin n'est pas nécessaire.

2) Conditions de prélevement recommandées 4) Entreposage
Débit : S.O. S.0.
Temps d’échantillonnage : S.0.
Volume d’échantillonnage : 1 litre d’eau ou 250 g de sol

3) Durée de conservation testée et validée 5) Détails
Le transport au laboratoire doit se faire dans les plus brefs Se référer a la consigne d’échantillonnage |-MAT-037,
délais. Il est préférable de laisser refroidir les échantillons a la disponible sur le site web de I'lRSST.

température de la piéce et de les protéger du gel et des
températures extrémes. Conserver entre 6 °C et 20 °C durant
le transport. Les blocs réfrigérants sont nécessaires seulement
I'été. Veuillez noter que le respect d’'un délai maximal de 48H
entre le prélevement et la réception des échantillons au
laboratoire permet la mise en culture des échantillons, si
nécessaire.
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REACTIFS

Thiosulfate de sodium

» Tampon PBS 1X stérile

> Eau ultrapure, désionisée, de qualité biologie moléculaire
(Eau PCR)

» Tampon Tris-EDTA (TE), pH 7,6, grade biologie moléculaire

> ADN contréle positif de Legionella pneumophila sérogr. 1

» Trousses d'extraction

o Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo)
o Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymo)

> Supermix (Biorad # cat : 1863023, 1863024, 1863025)

> Tampon contréle pour ddPCR (Biorad # cat : 1863052)'

> Huile pour la génération de gouttelettes (Biorad # cat :
1863005)!

> Huile pour le QX200 Droplet Reader (Biorad # cat :
1863004)"

> Amorces JRP & JFP, PT69 & PT70, P65 & P66 (IDT)

» Sondes LegLC, LpneuFL, Sg1-PB (IDT)

> Controle interne d’amplification : Amorces-Sonde HEX (IDT
# cat: 10031228) et ADN HEX (IDT # cat : 10031285)"

> Chlorure de magnésium (MgCl2)

> Ethanol 70%

> DNA Away

LOGICIELS

» QX Manager 1.2 Standard Edition

APPAREILLAGE

Congélateur (£-20°C)

Réfrigérateur (£4°C)

Enceinte de sécurité biologique

Enceinte PCR (2 unités)

Microcentrifugeuse 6 tubes

Centrifugeuse de table pour tubes 2 mL
Centrifugeuse pour tubes 50 mL et plaque PCR
Systéme de filtration sous vide et entonnoirs

Mini et Maxi-vortex

Balance

T100 Thermal Cycler (ou équivalent)

PX1 PCR Plate Sealer (Biorad # cat : 17005226)"
QX200 Droplet Generator (Biorad # cat : 17005227)'
QX200 Droplet Reader (Biorad # cat : 17005228)"

MATERIEL

» Plaque 96 puits pour ddPCR (Biorad # cat : 12001925)
> Joints d’étanchéité en caoutchouc «Gaskets» (Biorad
# cat : 1863009, 1864007)

Cartouches (Biorad # cat : 1864008, 1864007)"
Porte-cartouche (Biorad #cat : 1863051)"

Films métalliques (Biorad # cat : 1814040)"

Filtres @ membrane Millipores en ester de cellulose
0,45um

Grattoirs de plastique

Petits pétris

Pinces stériles

Pipettes sérologiques

Micropipettes et Embouts

Batons stériles

Récipient pour pesée

Tubes 1,5 mL, 2 mL et 50 mL

Gants

VVVYVYVYVVVYVYYVYVYYY

YV V VYV

VVVVYVVVYYVYYVY

1. Cette méthode utilise le systéme de ddPCR de la compagnie Bio-Rad. Les numéros de catalogue fournis sont a titre indicatif

seulement et sont susceptibles d’étre modifiés par le manufacturier.

Commentaire : Tous les consommables et réactifs utilisés doivent étre stériles et/ou sans ADN ainsi que sans DNAse et
RNAse.
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PREPARATION DE L’ANALYSE

Traitement des échantillons

e Concentration par filtration : eau de consommation (ex. : douche, buvettes)
o Concentration par centrifugation : eau de procédé (ex. : réservoir, bain thérapeutique, bassin)
et sols

Etape 2 | Extraction d’ADN

Etape 1

Etape 1

Matrice Traitement

Filtrer le volume d'échantillon désiré, sans assécher le filtre Millipores.
A T'aide d’'une pince stérile, déposer le filtre dans un petit pétri vide.
Déposer 1 mL d’eau PCR sur le filtre.

Gratter fermement toute la surface pour faire décoller les bactéries.
Aspirer le liquide et le transférer dans un tube de 2 mL.

Redéposer 1 mL d’eau PCR sur le filtre, gratter de nouveau, aspirer et ajouter au volume
précédemment récolté dans le tube de 2 mL.

Centrifuger les tubes pendant 5 minutes a 17 000G et conserver les culots.

Eau de consommation
(ex. : douches, buvettes)

Centrifuger 50 mL de I'échantillon a 7000G pendant 15 minutes.

Retirer le surnageant, laisser environ 2 mL afin de resuspendre le culot.
Transférer la suspension dans un tube de 2 mL.

Centrifuger les tubes pendant 5 minutes a 17 000G et conserver les culots.

Eau de procédé
(ex. : réservoir, bassin)

A 'aide d’un baton stérile, bien homogénéiser la terre.

Prélever environ 5 g de I'échantillon, en évitant les roches et les gros morceaux.
Déposer dans un tube de 50 mL contenant 30 mL d’eau PCR.

Agiter au maxi-vortex pendant 15 minutes a 2200 RPM.

Laisser sédimenter pendant 10-15 minutes.

Centrifuger 7 mL de surnageant (4 x 1,75 mL) pendant 10 minutes a 17 000G.
Retirer les surnageants, combiner les culots dans un seul tube de 2 mL.
Centrifuger le tube pendant 5 minutes & 17 000G et conserver le culot.

Solide
(ex. : sol, compost)

Etape 2
Trousse d'extraction d’ADN
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Quick-DNA Fecal/Soil Microbe
(Zymo) Miniprep (Zymo)
Eau de consommation v
Eau de procédé v
Sols v

Lorsque imprimé, ce document est non controlé. SVP vous référer au document disponible sur support informatique
No. Révision : 1.0 - Date de diffusion: 2022-8-11



&

Méthode de laboratoire MA-410 - Détection moléculaire et quantification absolue des
bactéries du genre Legionella par ddPCR

Page 5 sur 11

CONDITIONS ANALYTIQUES

Technique analytique :

Amplification par ddPCR

Systémes | Cible | Séquences
Legionella spp.: JFP/JRP- LegLC
AMorces JFP-modif 5- GGA GGG TTGA TAG GTT AAG AGC-3'
JRP-modif 5- CCA ACA GCTA GTT GAC ATC GT-3'
ADNr 16S
Sonde LegLC 5'-/56-FAM/TAC TGA CAC/ZEN/TGA GGC ACG AAA GCG T/ 3IABKFQ/-3'
Legionella pneumophila: PT69/PT70- LpneuFL
Amorces PT69 5-GCATTG GTG CCGATT TGG -3
PT70 5-GCT TTG CCA TCA AAT CTT TCT GAA-3
mip
Sonde LpneuFL 5"-/56-FAM/CCA CTC ATA/ZEN/GCG TCT TGC ATG CCT TTA/3IABKFQ/-3'
Legionella pneumophila sérogroupe 1: P66/P65- LegSg1
Amorces P66 5'-CAA ACA CCC CAACCGTAATCA-3
P65 5'- CAA AGG GCG TTA CAG TCA AAC C-3
Sonde SG1.PB wem 5-/56-FAMITCC TGG GAT/ZEN/TGG GTT GGG TTA TTT TAA CTC
CT/3IABKFQ/-3'

Commentaire : Veuillez noter que le nombre de copies des génes ciblés par les systemes de détection n’est pas le méme au sein
du génome de Legionella spp. Le géne codant pour 'ARNr 16S est généralement présent en trois copies alors que les génes mip
et wzm sont en simple copie.

MasterMix Con_cgr]tratlon Concg izt Cely Volume par réaction (jL)
initiale finale
Eau 1,75
Super Mix 2X 1X 12,5
A 1
Congentre 20X Amorces+Sonde 20X 1X 125
Systéme Légio
Concentré 20X ' Amorces+Sonde
Controle interne HEX 20X X 125
Controle interne ADN HEX 1/200 0,25
MgCl2 25 mmol 1 mmol 1
Volume de MasterMix a distribuer 18
Extrait d’ADN (échantillons)
OU contrdle positif 7
OU contrdle négatif (eau)
Volume total 25

T Pour connaitre la recette du concentré 20X, référez-vous a I'annexe 1.
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Générer les gouttelettes en suivant les instructions du manufacturier.

Sceller la plaque a I'aide du PX1 PCR Plate Sealer en suivant les instructions du manufacturier.

Programmes d’amplification PCR

Legionella spp Legionella pneumophila Legionella pneumophila
serogroupe 1
LegLC LpneuFL LegSg1
95 °C - 10 min 95 °C - 10 min 95 °C - 10 min
94°C-30s 94°C-30s 94°C-30s
51°C-60s 40 x 58,56°C-60s 40x | 58,5°C-60s 40X
72°C-30s 72°C-30s 72°C-30s
98 °C - 10 min 98 °C - 10 min 98 °C - 10 min
12°C- 12°C - 12°C-

Ramping de 2 °C/sec a tous les cycles

Commentaire : Dans un programme de ddPCR, le ramping de I'appareil, soit la vitesse de chauffe et de refroidissement, est
importante pour ne pas faire éclater les billes. Elle ne doit pas étre plus rapide que 2°C/sec.

Suite a 'amplification, la plaque est lue par I'appareil QX200 Droplet Reader.

Interprétation des résultats

Criteres d’acceptabilité

Echantillon > 10 000 billes totales
Si = 5000 billes positives > Diluer et reprendre I'analyse

Contrdle de filtration Négatif <VMR

Positif >VMR
Contréle d’extraction d’ADN Négatif <VMR

Positif >VMR
Contrdle de plaque Négatif <VMR

Positif >VMR

Contrdle interne d’amplification

Si échantillon négatif, doit étre positif

Lorsque imprimé, ce document est non controlé. SVP vous référer au document disponible sur support informatique
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CALCULS ET EXPRESSION DES RESULTATS

Concentration de copies d’ADN de Legionella dans un échantillon d’eau de consommation :

¢XVXFD_ Ve 1000mL
Vabn Vs 1L

Ou:
C = Concentration de copies d’ADN de Legionella dans I'échantillon d’eau, en copies/L
c = Concentration de copies d’ADN de Legionella dans la réaction d’amplification, en copies/pL
V = Volume de la réaction d’amplification, en uL
FD =  Facteur de dilution de 'extrait ’ADN (F=1 en 'absence de dilution)
Vaon = Volume d'extrait d’ADN ajouté a la réaction d’amplification, en pL
Ve = Volume d'élution, en uL
Vi = Volume d'échantillon filtré, en mL

Concentration de copies d’ADN de Legionella dans un échantillon d'eau de procédé :

c XV XFD 1000 mL
= —— X Ve X ———
Vabn Ve
Ou:

C = Concentration de copies d’ADN de Legionella dans I'échantillon d'eau, en copies/L
c = Concentration de copies d’ADN de Legionella dans la réaction d’amplification, en copies/pL
V = Volume de la réaction d'amplification, en uL
FD =  Facteur de dilution de 'extrait d'’ADN (F=1 en I'absence de dilution)
Vaon = Volume d’extrait I’ADN ajouté & la réaction d’amplification, en pL
Ve = Volume d'élution, en pL
Ve = Volume d'échantillon centrifugé, en mL

Concentration de copies d’ADN de Legionella dans un échantillon de sol :

¢ XV xFD A
C= (—xvé >+P

VADN c
Ou:
C = Concentration de copies d’ADN de Legionella dans I'échantillon de sol, en copies/g
c = Concentration de copies d'ADN de Legionella dans la réaction d’amplification, en copies/uL
V = Volume de la réaction d'amplification, en uL
FD =  Facteur de dilution de 'extrait ’ADN (F=1 en I'absence de dilution)
Vaon = Volume d’extrait ’ADN ajouté & la réaction d’amplification, en pL
Ve = Volume d'élution, en pL
Vi = Volume total dans lequel I'échantillon a été resuspendu, en mL
Ve = Volume d’échantillon centrifugé, en mL
P = Poids de I'échantillon analysé, en g
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VALIDATION

Remarque : les valeurs relatives a la validation de la méthode font référence a I'étape d’amplification d’ADN exclusivement et
correspondent a des parametres d’analyse précis.

Limite de détection (LD) et Limite de quantification (LQ)

PAR REACTION g
D’AMPLIFICATION EAU DE CONSOMMATION EAU DE PROCEDE SoLs
SYSTEMES LD LQ LD LQ LD LQ LD LQ
(COPIES/uL) | (cOPIES/uL) | (copies/L) | (copies/L) | (copies/L) | (copies/L) | (COPIES/G) | (COPIES/G)

Legionella spp.
JFPIJRP- LegLC 0,75 25 93 310 1900 6300 80 270
Legionella pneumophila
PT69-PT70- LpneuFL 0,47 1,5 58 190 1100 3900 49 170
Legionella pneumophila Sg1
P66/P65- LegSg 0,64 2,1 79 270 1600 5400 68 230

Commentaire concernant les limites calculées

- Eau de consommation: volume d'échantillon filtré de 1 litre avec un éluat final de 100 pl.

- Eau de procédé : volume d’échantillon centrifugé de 50 mL avec un éluat final de 100 pl.

- Sols : 5 grammes d’échantillon resuspendu dans un volume total de 30 mL d’eau, dont 7 mL sont centrifugés et utilisés
pour I'extraction avec un éluat final de 100 pl.

Fideélite
Remarque : Les 3 systéemes de détection utilisés dans cette méthode ont été validés a l'aide de plus de 430 souches
bactériennes. La liste des souches utilisées pour la validation est disponible en matériel supplémentaire.

Systéeme JFP/JRP: LegLC Positif Négatif
Legionella spp 336 0
Autres genres 0 96
Systeme PT69-PT70: LpneuFL Positif Négatif
Legionella pneumophila 229 0
Legionella spp (autre que L. pneumophila) 0 67
Autres genres 0 97
Systéme P66/P65 : LegSg1 Positif Négatif
Legionella pneumophila (Sg1) 52 0
Legionella pneumophila (non Sg1) 0 217
Legionella spp (autre que L. pneumophila) 0 67
Autres genres 0 96
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Précision
SYSTEMES REPLICABILITE (%) REPETABILITE (%)
Legionella spp.
JFPIJRP- LegLC 7.0 14
Legionella pneumophila 40 11
PT69-PT70- LpneuFL ’
Legionella pneumophila Sg1 53 1
P66/P65- LegSg1 ’

Note : Ces valeurs sont les plus élevées parmi celles obtenues pour quatre concentrations testées.

Justesse

SYSTEMES JUSTESSE

Legionella spp.

JFP/JRP- LegLC

Legionella pneumophila
PT69-PT70- LpneuFL
Legionella pneumophila Sg1
P66/P65- LegSg1

0,5log

Note : Puisque les analyses utilisent la technique de PCR impliquant des réactions dites exponentielles, la justesse a été déterminée en
calculant la moyenne des écarts logarithmiques entre la valeur théorique attendue d’un standard moléculaire ATCC 33152DQ et celle obtenue.

Récupération
S.O..

Incertitude analytique

Remarque : Ces données représentent la performance de la méthode au moment de sa publication. Pour les valeurs d'incertitude
analytique a jour, consulter le site Web de I'lRSST.

L'incertitude de mesure analytique (CVa) de la méthode est déterminée a partir de résultats individuels obtenus sur des
échantillons soumis & 'ensemble de la procédure analytique. Celle-ci ne tient pas compte d’un seuil de probabilité (95 %, par
exemple) ni de la contribution de I'incertitude associée a I'échantillonnage.

SYSTEMES CVa(%)

Legionella spp.

JFP/JRP- LegLC

Legionella pneumophila
PT69-PT70- LpneuFL
Legionella pneumophila Sg1
P66/P65- LegSg1

11

10

9,6

Pour information supplémentaire sur la détermination des incertitudes, référez-vous au Document Explicatif pour éléments de
validation de méthodes, I-G-041, de la Direction des laboratoires de I'lRSST.
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bactéries du genre Legionella par ddPCR

ANNEXE 1

Concentré 20X amorces et sonde

Concentration Concentration finale | Volume (pL)
initiale (uM) (4M)

Amorce F 250 18 36

Amorce R 250 18 36

Sonde 250 5 10

TE - - 418

Volume total 500
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