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CONTEXTE DE N

L'ETUDE biocapteur sensibilité conditions spécificité

du dela

Calibration ™, Evaluation “._  Optimisation ™, Evaluation ™,
\ \)\ Optimisation A\ N\

dela Bilan

Genre Vibrio :
Bactéries Gram —

Emergence ou réémergence

Pathogenes de ’'Homme et des organismes marins

Ubiquitaires dans les environnements aquatiques

MORTALITE DES HUITRES SUR LE LITTORAL FRANCAIS

Mortalité des huitres sur les cotes francaises

Nécessité de suivre I’évolution des Vibrio
directement dans I'environnement

TAUX DE MORTALITE 2010 SUR LES HUITRES JUVENILES
(EN % DE LA PRODUCTION NORMALE)

62,5% NORMANDIE
BRETAGNE —| 65,;3% £1.000
NORD 25.000
BRETAGNE 70,3%
SuD 20.000

PAYS DE — | 67%
LA LOIRE 10.000

POITOU 73%
CHARENTES 27.500

aAssuNan
D'ARCACHON 9.000

84%
10.000
J XX% ___TAUX DE MORTALITE (%) MEDITERRANEE

XX. XXX —PRODUCTION NORMALE (EN TONNES)
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CONTEXTE DE \ Calibration \ Evaluation “._  Optimisation \ Evaluation ™
. du N dela N des N dela N Bilan
?
LETUDE biocapteur - sensibilité - conditions specificite -

Méthodes d’analyse disponibles

Culture PCR / gPCR Biocapteur
@/  Simple * Sensible, spécifique | ¢ Peu colteuse @
 Peu coliteuse  Rapide 7. .. * Rapide

s, == Sdla . .
& — * Sensible, spécifique

» Détection en temps

* Faux positifs réel
(cellules mortes
* Longue détectées) |
@ - Probléme des * Faux négatifs ) :c’;?;‘;atts'zggpe“ de
bactéries VNC* (inhibition o j
ponibles)

TagPolymérase)

- Outil d’analyse choisi : biocapteur a ADN (cible : acides nucléiques)

* VNC : Viables Non Cultivables 3



CONTEXTE DE ~ Calibration ™, Evaluation “._  Optimisation ™, Evaluation ™,
e du N dela N des N de la N Bilan
LETUDE biocapteur sensibilité conditions specificite

Biocapteur a ADN : format d’hybridation
« piégeage »

Fonctionnement en absence de cible Fonctionnement en présence de cible

)= 630 nm
TMB /_\
R | e
O /

vV vV

Absorbance Absorbance

4— Signal max 1

Signal off

p Concentration » Concentration 4

en cible (phf) en cible (uhI)



Contexte de \\ CALIBRATION DU Eva(;l.éall;ion \\ Optir:;‘i;;ation \\ Evacllléalgon N - N\
Iétude BIOCAPTEUR o = P
sensibilité conditions spécificité
Réalisation de courbes de calibration
Variation de la concentration en Controle Positif (PC)
Genre Vibrio spp. Clade Splendidus parmi le genre Vibrio
2,500 1,400
1,200 *

2,000 g
£ ¢ 1,000
c § c
Q1,500 S 0,800
© 3 ’ +
S g
8 1,000 3 £ 0,600
S 5 0,400 3
< 0500 @ <

’ 0,200 ¢

&
0,000 ¢ L4 0,000 * ¢
0 0,02 004 0,06 0,08 0,1 0,12 0 0,02 004 0,06 008 01 0,12
Concentration PC dans le mix (uM) Concentration PC dans le mix (LM)

‘ Résultats avec couple de sondes Vibrio spp. 5




Contexte de Ca||l::lr3t|0n EVALUATION D,E Optlrg‘lassatlon Evacizalgon Bilan
I'etude biocapteur LA SENSIBILITE conditions spécificite

[ ] V 4

Réalisation des tests de sensibilité

Conditions expérimentales : ARN extraits de souches pures

Gamme de concentration :

1400 5a0,1 ng/uL

1,200
€ 1,000
<
[=]
o
© 0,800
T
]
= 0,600 crps . g .
S Pas de différence significative
2 0400 entre les différentes
< . ,

concentrations testées
0,200
0,000
SIGNAL MAX 0,1 0,5 1 2,5 5

Concentration en ARN (ng/pL)

‘ Augmentation des concentrations testées



Contexte de Ca "t:irj tion EVALUATION D,E Opti?'iessation Evacizalgion Bilan
rétude biocapteur LA SENSIBILITE et spécificité

Absorbance a 630 nm

[ ] V 4

Réalisation des tests de sensibilité
Conditions expérimentales : ARN extraits de souches pures
1,600 Gamme de concentration :

1,400

1,200

1,000 1,400 y=-0,0291x + 1,3518
0,500 1,200 2 R?=0,9881

0,600 1,000

0,400 0,800

0,200 P 0,600

0,000

38 a 5 ng/uL

S
c
(=3
o
(=]
©
S
S 0400
SIGNAL MAX 37,98 8
Concentration en ARN (ng/p.L) § 0,200
< 0000
Pour [ARN] = 38 ng/uL = Diminution o s 1m0 s 803
significative du signal : 82 % Concentration en ARN (ng/uL)

‘ PROBLEME : Augmenter la concentration diminue la sensibilité du forma’g

40



Contexte de Calibration sElLeien OPTIMISATION Evaluation |
Je: de lo DES CONDITIONS de la Bilan
blocapteur sensibilité spécificité

Test 1 : Fragmentation de la cible

1,400 Extj
Conditions expérimentales : 1.200 nctlon 370
’ %
e 1,000
. =
ARN extraits de souches pures 2 0,300
[(-]
8 0,600
&
: . 2 0,400
Concentration en ARN fixée : S
]
0,000

SIGNAL MAX  Fragmentation

fragmentation

‘ Condition optimale : ARN non fragmenté




Contexte de Calit;rjtion Evac::al’;ion OPTIMISATION Evac:zaigon Bilan
'etude biocapteur SenSIblllté DES CON DITIONS 5péc|f|c|té

Test 2 : Variation de la concentration en sonde signal

1,000

Conditions expérimentales :

0,800

Concentration sonde
capture fixée :
100 nM

0,600

0,400

Absence de cible

Absorbance a 630 nm

0,200

1 0,5 0,1
Concentration en Sonde Signal (nM)

0,000

‘ Condition optimale : [Sonde Capture] = 100 nM ; [Sonde Signal] =1 nM

9



Contexte de Calibration salleten OPTIMISATION Evaluation |
Je: de lo DES CONDITIONS dela Bilan
bloca pteur sensibilité spécificité

Test 3 : Variation de la durée d’hybridation

1,200

Conditions expérimentales : 1,000 .
Extinction ~ 30 %
. 0
ARN extraits de souches pures E 0,800 ) /°
% ‘\“c‘\o
Y 0,600 ?‘*
Concentration en ARN fixée: &
5 ng/uL § 0,400
<
0,200
0,000
SIGNAL MAX 20 minutes 10 minutes 5 minutes
‘ Condition optimale : Hybridation = 20 minutes

10



Contexte de Callbratlon Evaluation Optimisation EVALUATION DE
h de | d - - Bil
ST blncapteur sens(?lbie:ité cond{iatgi.ons LA SPECIFICITE o

Réalisation des tests de spécificité sur ARN

2,000
Conditions expérimentales :

1,600
ARN extraits de souches pures

1,200
Concentration en ARN fixée :
5 ng/uL

0,800

Absorbance a 630 nm

0,400

0,000 - Différence non significative

SIGNAL MAX Vibrio Non Vibrio

Distinction impossible entre ARN Vibrio et Non Vibrio
Vérifier la spécificité avec des ADN (mimer une PCR)
11



Contexte de Callbratlon Evaluation Optimisation EVALUATION DE
h de | d - - Bil
ST blocapteur Sens?bialité cond‘iat?uns LA SPECIFICITE -

Réalisation des tests de spécificité sur ADN

2,000 Conditions expérimentales :

1,600 ADN extraits de souches pures

1,200

Concentration en ADN fixée :
[Vibrio] = 4,7 ng/uL
[Non Vibrio] = 4,0 ng/uL

0,800

Absorbance a 630 nm

0,400

0,000 - Différence non significative

SIGNAL MAX Vibrio Non Vibrio

Distinction impossible entre ADN Vibrio et Non Vibrio

Tests de spécificité a poursuivre
12



. Calibration Evaluation Optimisation ~, Evaluation
Contexte de
Iétude du dela des de la BILAN
biocapteur sensibilite conditions specificité

* Problemes rencontrés : stabilité du marquage a la DIG
spécificité des sondes ADN

e Tests validés : optimisation des conditions, calibration

 Tests a poursuivre : sensibilité et spécificité

* Bilan personnel <

13
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