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'pILQLWLRQ�GH�OD�3&5

PCR= polymérase chain reaction.
Technique de biologie moléculaire 
permettant d’amplifier spécifiquement 
un fragment d’ADN.

�



0DWpULHOV�HW�pTXLSHPHQWV

• LightCycleur
Appareil de PCR 
en temps réel

• MagNa Pure: 
automate extraction
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���5HFKHUFKH�GHV OpJLRQHOOHV SDU�3&5
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'pILQLWLRQ�GHV�OpJLRQHOOHV

• Bacilles à gram –
• Présentes dans les eaux douces et

les sols humides
• 50 espèces dont 20 isolées chez l’ homme
• 64 sérogroupes
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'pILQLWLRQ�GHV OpJLRQHOOHV

• Associées à des biofilms 
– -1% des légionelles se situent dans l’ eau des réseaux
– 99% se situent dans les biofilms où sont localisés 

également les amibes
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3URFHVVXV�DQDO\WLTXH����pWDSHV
�1RUPH�;3�7�������

– 5pFHSWLRQ�G¶XQ�pFKDQWLOORQ�GH���OLWUH

– �qUH�pWDSH��FRQFHQWUDWLRQ�GH�O ¶pFKDQWLOORQ�SDU
ILOWUDWLRQ�����PO�j���OLWUH

– �qPH�pWDSH��O\VH��H[WUDFWLRQ�HW�SXULILFDWLRQ�GH�
O ¶$'1�WRWDO

– �qPH�pWDSH��3&5

/HJLRQHOOD�6SS����������������������������/� SQHXPRSKLOD
���6� �JqQH PLS�
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,QWHUSUpWDWLRQ�GHV�UpVXOWDWV����

1RPEUH�GH�8*�SDU�
SXLWV�3&5� 5pVXOWDW� &RQFOXVLRQ�

�� �����8*�O�GH�/HJLRQHOOD� /HJLRQHOOD�QRQ�GpWHFWpH�

(QWUH���j���� �����8*�O�GH�/HJLRQHOOD� 3UpVHQFH�GH�/HJLRQHOOD�
QRQ�TXDQWLILDEOH�

!���� 1�� 1[���8*�O�GH�/HJLRQHOOD� 3UpVHQFH�GH�/HJLRQHOOD�
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• Dans les ECS:
Possibilité de corréler les résultats PCR et les résultats 
de la culture

• Dans les TAR:
Difficile de corréler les résultats PCR et les résultats de 
la culture
Les résultats sont souvent plus élevés en PCR 

'DQV�OHV�GHX[�FDV��XQ�UpVXOWDW�QpJDWLI�HQ�8*�HVW�
SUpGLFWLI�G¶XQ�UpVXOWDW�QpJDWLI�HQ�FXOWXUH

,QWHUSUpWDWLRQ�GHV�UpVXOWDWV����
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1RUPHV�HW�DFFUpGLWDWLRQ
• Il existe 2 normes:

– Norme AFNOR: NF T90-431 (méthode par culture)
• Réglementaire

– Norme AFNOR PCR: XP T90-471 (avril 2006)
• YDOLGDWLRQ�GH�OD�PpWKRGH�3&5�SDU�GHV�HVVDLV�
LQWHU�ODERUDWRLUHV

• Pas de seuil réglementaire

• AMPLIGENE accrédité COFRAC pour la méthode PCR 
depuis novembre 2005
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$YDQWDJHV�GH�OD�WHFKQLTXH�3&5
• Rapidité: le délai de rendu des résultats est <24h
• Sensibilité: 

– Limite de détection :100UG/L
– Détection des bactéries viables cultivables, non 

cultivables et les bactéries hébergées dans les 
protozoaires et les amibes.

• Spécificité: pas d’ interférence avec la flore associée
• Résultats fiables et reproductibles
• Dosage en même temps des /HJLRQHOOD et /HJLRQHOOD�

SQHXPRSKLOD
• Méthode normalisée (XP T90-471)
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3RXUTXRL�HW�TXDQG�XWLOLVHU�OD�3&5"
• Gérer les crises en cas de dépassement du seuil 

réglementaire:
– Indiquer l’ efficacité d’ un traitement choc
– Indiquer la survenue d’ un problème lors d’ un traitement

• $QDO\VH�3&5���K
• Suivre une installation « à risque »: contrôler la 

prolifération des légionelles pour éviter le 
dépassement du seuil réglementaire

• $QDO\VH�3&5�KHEGRPDGDLUH
• Anticiper les résultats de la norme réglementaire 

• $QDO\VH�3&5�PHQVXHOOH
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���5HFKHUFKH�GHV�DPLEHV�SDU�3&5
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'pILQLWLRQ�DPLEH����
�

• Protozoaire de taille variant entre 3µm et 10µm vivant en 
eaux douces ou salées capable de se déplacer 
(pseudopodes, flagelles).



'pILQLWLRQ�DPLEH����
2 types d’ amibes:

– Libres: évoluent de manière autonome dans 
l’ environnement

– Parasitaires: se développent peu dans 
l’ environnement, sont constamment à la 
recherche d’ un hôte pour leur survie
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,QWpUrW�GH�UHFKHUFKHU�OHV�DPLEHV����
• Pathogénicité

– Espèce: 1DHJOHULD�IRZOHUL responsable de la meningo-
encéphalite amibienne primitive (MEAP) mortelle à 
100%

– Genre $FDQWKDPRHED responsable encéphalite 
amibienne granulomateuse (EAG)

• Association possible entre amibes pathogènes 
($FDQWKDPRHED� 1DHJOHULD� et bactéries pathogènes (/�
SQHXPRSKLOD)
Amibe = vecteur de OpJLRQHOOD
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,QWpUrW�GH�UHFKHUFKHU�OHV�DPLEHV����
- 1 amibe peut contenir des centaines 
de milliers de légionelles

- Genre véhiculant les légionelles:
1DHJOHULD��+DUWPDQHOOD��$FDQWKDPRHED
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,QWpUrW�GH�UHFKHUFKHU�OHV�DPLEHV����
- Amibe confère des propriétés aux légionelles:

Dans les amibes:
– résistance à des conditions d’ environnement 

défavorables: acidité, température, biocides, 
désinfectants…

– Capacité de proliférer dans les vacuoles des amibes
Les légionelles sont protégés du milieu environnant
Après lyse des amibes:
– Augmente leur virulence vis à vis des cellules de 

mammifères
1 amibe peut libérer jusqu’ à 10 000 OHJLRQHOOD en l’ espace 

de 36 heures
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3URFHVVXV�DQDO\WLTXH
• �qUH�pWDSH��FRQFHQWUDWLRQ�G¶XQ�pFKDQWLOORQ�GH���OLWUH�
SDU�ILOWUDWLRQ�

• �qPH�pWDSH��H[WUDFWLRQ�HW�SXULILFDWLRQ�GH�O¶$'1�WRWDO

• �qPH�pWDSH�3&5��DPSOLILFDWLRQ�GH�VpTXHQFHV�
VSpFLILTXHV
– Genres: 1DHJOHULD� +DUWPDQHOOD� :LOODHUWLD�
YDKONDPSILD

– Genre: $FDQWKDPRHED
– Espèce: 1DHJOHULD�IRZOHUL
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$YDQWDJHV�GH�OD�3&5�DPLEHV
• Technique moins lourde que la méthode par culture

• Pas besoin d’ un environnement confiné (laboratoire P3)

• Rapidité de l’ analyse: résultats en 24h par PCR

• Permet le criblage rapide des amibes les plus fréquemment 
rencontrés dans l’ environnement



&RQFOXVLRQ�3&5
La PCR est le meilleur outil analytique:
• Pour mesurer la totalité de légionelles présentes

dans l’ échantillon,
• pour suivre la prolifération des légionelles et des 

amibes dans les installations à risque,
• pour donner les éléments pertinents pour un 

traitement efficace,
• et ceci afin d’ assurer une meilleure gestion du 

risque sanitaire. 



3. Autre application de la PCR: 
recherche des virus

(Q�SURGXFWLRQ�RX�HQ�GpYHORSSHPHQW�GDQV�QRWUH�
ODERUDWRLUH

• Enterovirus
• Rotavirus
• Norovirus
• Adenovirus
• Hépatite A
• Calicivirus
• …
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