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La PCR a temps real

La tecnologia de la PCR suposa una revolucié en les analisis
microbiologiques que ofereix:

Temps Curt Llarg
Especificitat Alta Baixa
Sensibilitat Alta Baixa

Cost Baix Alt
Reproductibilidad Alta Alta
Objectivitat Si No
Automatic Si No




La PCR

La PCR és una tecnica de Biologia molecular que ens permet
obtenir grans quantitats d’un fragment de ADN, utiltizan una ADN
polimerasa. Aquest enzim és ADN-dependent, de forma que no
comenca a copiar si previamente no hi ha un encebador

Procediment:

Desnaturalizar (obrir) el DNA (>94 2C)

Unir 'encebador a la seva cadena complemetaria (50 a 60 2C)
La DNA polimerasa copia el DNA de la diana

Tot aguest procés es repeteix N cicles



Cultiu i PCR: amplificacido exponencial
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Desenvolupament de Legiofast®:

o Estudi de la diana genetica
o Disseny primers
o Condicions de PCR
o Especificitat dels primers:
Inclusivitat: TOTS els serogrups de L. pneumophila

Exclusivitat: Altres microorganismes

o Limit d’amplificacié de la PCR a temps real
o Control intern (protegeix de resultats falsos negatius)
o Extraccio DNA

o Validacid del méetode: ISO 11731:1998
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* Aurell,H., Farge,P., Meugnier,H., Gouy,M., Forey,F., Lina,G., Vandenesch,F., Etienne,J. and Jarraud,S. (2005) Clinical
and environmental isolates of Legionella pneumophila serogroup 1 cannot be distinguished by sequence analysis of
two surface protein genes and three housekeeping genes. Appl. Environ. Microbiol. 71 (1), 282-289

* Joly et al. (2006) Quantitative Real-Time Legionella PCR for Environmental Water Samples: Data Interpretation. Appl.
Environ Microbiol. 72 (4). 2801-2808




Diana genetica: Gen dotA
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Diana genetica de Microbial: Patent EP05110953.6
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LpnSG13 TTGATGCAGGAGATACNACNGCTTCACTA( CCAGTTTGTACTTGAAGAAATTGAGACCCC
LpnSG1l4 TTGATGCAGGAGATACNACNGCTTCACTA( CCAGTTTGTACTTGAAGAAATTGAGACCCC]
LpnSG15 TTGATGCAGGAGATACNACNGCTTCACTA( >CAGTTTGTACTTGAAGAAATTGAGACCCC
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LpnSGO1 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTT TAAGAACTAAATTAAGACGTTATT TGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG02 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTITAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSGO3 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTTITAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG04 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTT TAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSGO05 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTITAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSGO06 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTTITAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSGO7 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTT TAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG08 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTTITAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSGO09 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTT TAAGAACTAAATTAAGACGTTATT TGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG10 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTITAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG11 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTITAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG12 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTT TAAGAACTAAATTAAGACGTTATT TGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG13 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTTITAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG14 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTT TAAGAACTAAATTAAGACGTTATTTGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
LpnSG15 TCTATTTCGTGCAGTAATGGAACATTGCAAGTATAATCAGTCCCGCGCTGCAATCATGCTGGGAATTAGTCGTGGAACTT TAAGAACTAAATTAAGACGTTATT TGACGACARATATGTGGGCACCCGTG
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Limit d’amplificacio de Legiofast®

110004 - -

100004 - -

Fluoresoence (dR)

Limit d’amplificacio: 1 copia/reaccié




Linealitat i eficiencia
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Validacio del metode

Sembra BCYE agar
i

1ISO 11731:1998

»

Sembra GVPC agar Sembra BCYE agar-Cys
Incubacio fins a 10 dies a 362C Incubacio de 2 dies a 362C
1 h- 3 hores Inferior a 2 hores

[EIqOIdIIAT

: Legiofast

i ENVIRON

i Extraccio
LegioFast - —
g Q x\ / DNA




Resum

Legiofast %

ENVIRON

300

PHIYOIIIN
ny A

PCR Base Line Subtracted RFU

200
100

-1 -100
a 5 10 15 @ 2% 3 3/ 40 45 S0 55 60 65

Resultats en menys de 4 hores

Limit d’amplificacié 1 copia/reaccid

Inclusié d’un control intern que ens permet la deteccid de falsos negatius
100% d’inclusivitat (detecta els 15 serogroups L. pneumophila) i d’exclusivitat
100% d’eficiencia de la tecnica

En fase de validacié enfront Ia ISO 11731 en mostres d’aigues de dutxes, torres
de refrigeracid i conductes de distribucié d’aigua.
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