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Legionella onderzoek in verschillende matrixen

Cultuur media
e se T sees ] orocedure |4 5 c A 5 c A 5 c
zonder behandeling 1 A A 0 0] A
direct beplaten hitte behandeling 2 (0] 0 (6] 0 A
zuur behandeling 3 (0] (0] (0] 0] A
combinatie hitte/zuur 4 0 (0] _
zonder behandeling 5 A (0] (0]
filtratie membraam hitte behandeling 6 0] 0] 0] 0] (0]
direct op plaat zuur behandeling 7 (0] A 0] (¢]
o zonder behandeling 8 A A o] A
filtratie met was ] ]
procedure hitte behandeling 9 A A o] A
zuur behandeling 10 A A 0 A
zonder behandeling 11 O* O* O* o* A*
hitte behandeling 12 o* o* o* o* A*
beplaten na verdunnen
zuur behandeling 13 O* O* O* o* A*
combinatie hitte/zuur 14 O* o* O** R**
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O= optie, A= aanbevolen * 1 op 10 verdunning ** 1 op 10 en 1 op 100 verdunning
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Legionella detectie matrix C
Lastige aspecten analyse

* Geen concentratie techniek zoals membraam
filtratie mogelijk door sterke verontreiniging van
het monster en een extreem hoge concentratie
interfererende micro-organismen.

* Enige wettelijke kweekmethode directe beplating al
dan niet verdund (hogere detectiegrens) met
specifieke kweekplaten met antibiotica.

* Aanwezigheid van veel stoorflora, ook na
inzetmethode matrix C.
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Legionella detectie matrix C &

Uitvoering analyse inzetten

* 5 ml monster in potje met glasparels.
* Hittebehandeling: 30 minuten bij 50°C.

e Zuurbehandeling: 1 op 9 in buffer met pH van 2 gedurende
5 min+/-30 sec.

* Pipetteren 500 ul op 1x BCYE-cys, 2xBCYE+AB en 2x MWY
* Verdeel monstermateriaal op de plaat met drigalskispatel.
* Platen verpakken voor vochtig milieu.

* Incuberen bij 36°C gedurende 7-10 dagen +/- 8 uur.
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Uitvoering analyse telling

* Elke plaat beoordelen op stoorflora en aantal verdachte
legionella kolonies met behulp van fluorescentie en stereo
microscoop.

*  Bovenste foto: linker plaat verdachte legionella kolonies met stoorflora, rechter plaat
geen verdachte kolonies (plaat bevat een pseudomonas stam)
*  Onderste foto: stoorflora met 1 fluorescerende verdachte kolonie
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Legionella detectie matrix C

Uitvoering analyse telling

Typische Legionella-kolonies hebben;

* Matglazen uiterlijk

e Korrelige structuur aan de rand van de kolonie

* Kleur grijs wit met of zonder blauw/paarse soms groene
rand

* Verschillend van grootte, pneumophila zijn over het
algemeen groot, non pneumophila zijn er van groot tot
bijna niet zichtbaar op de plaat met het blote oog.

Bovenste foto: verdracht legionella pneumophila
Onderste foto: verdachte legionella non pneumophila onder stereo microscoop
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Legionella bevestiging
met behulp van PCR

PCR principe

Polymerase Chain Reaction

Een exponentiéle vermeerdering van een specifiek
DNA fragment in een cyclisch proces tot er genoeg
van is om te analyseren.

Real-time PCR

PCR waarbij in elke cyclus de hoeveelheid
fluoriserende probes gemeten wordt.
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Legionella bevestiging met behulp van PCR

PCR principe
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Legionella bevestiging met behulp van PCR

‘] i N Legionella
- aflezen PCR
g o
e — e e * Legionella
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s ““""- bevestiging

R e legionella spp
o * Legionella

= o bevestiging
e T —— pneumophila
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: : A\
Legionella pneumophila “ "

7

Serotypering d.m.v. serologische test ‘L’
\-

* Latex agglutinatie agglutination 7’ ,

Agglutinatie is het samenklonteren van
gesuspendeerde deeltjes. Negative

Deze test maken gebruik van de antigeen -
antilichaam
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https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=nl&prev=search&rurl=translate.google.nl&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Antigen&xid=17259,15700021,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201&usg=ALkJrhiBQLSYERQmgM_0WYvRJHfIcyrxcA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=nl&prev=search&rurl=translate.google.nl&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Antibody&xid=17259,15700021,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201&usg=ALkJrhi-vkq1fXuzsG3OmfM7DwY4Rcz6Xw

Legionella rapportage

M Analysecertificaat Rapportnummer : 1050624 op 28/07/2022
a r I X Opdrachigever Namens Object

Normec

Kalshbagk BV . D u m ea
D482 W Tynsaris
Normec Dumea
Projectcode: i Opmarking Normet Dumea: Industrieweg 16
Dumesa ordercods: H 8131VZ Whhe
Monsternemer: i Tel: 0570-524017
Monsterplan i Email: info@normecdumea.com
: :
 Aantoonbaarheidsgrens is
Monsteramschrijving ip 1 influent [GMB] - yrzinfuwd tp 18 influent (GMB) - yzzindvw? to 2 influent (FC) - yzzpihng Ip 28 influent (FC] - yzzplime. Ip 3 seralistank 1 - yzzst!
< 1 o . O o O kve/ I Monstemenming 13-07-2022 08:13 13-07-2022 08:14 13-07-2022 08:40 13-07-2022 0841 h 13-07-2022 08:19
Ontvangst 13-07-2022 13-07-2022 13-07-2022 13-07-2022 13-07-2022
Aanvang onderzoek 14-07-2022 12:00 14-07-2022 12200 14-07-2022 12:00 14-07-2022 12:00 14-07-2022 12:00
Einde onderzoek 26-07-2022 13:31 28-07-2022 131 28-07-2022 13:31 28-07-2022 13:31 28-07-2022 1331
Dumea monstercode 2207T13-057-010 220713-037-02U Z220713-037-03U 2207T13-037-04U 2207 13-037-05U
Bemonsiemngsmenose C.hw Ckw C.iow Cohw Chkw
Type waler Afvaiwaler Afvaiwater Afvalwater Afvahater Alvaiwater
Tempearatuur na 1 Ber (°C) 108 109 61 &1

Temperatiur constant {"C) 201

e 1 kolonie op plaat staat bij e = o = Gl ol
methode matrix C voor 10.000 -
kve/l legionella

- Beoordeling vigs. spec. Klant Woldoet nist Voldoet niet Voldoet Vioidoet Voidost
Momm = < 10.000 kveiliter

- Gefiltreerd volume (mi) 1 1 1 1 1

U Legionela species: (kve/iter) 20.000 30.000 <10000 <0000 10000
W NEN-EN-ISO 11731 * L-281-TEST)

UG Legionella typaring pheumophila serotype 2-15 preumapnila seratype 215
sigen methade (L281-TEST) *

Betrekking op monster zoals dit gen, door genamen is. In dat geval ophet Hoofdanalist Laboratorium
bect Ale i e i docr de kant en i op de geldil de resultaten. Dil certficast mag riet anders dan in zin geheel worden walerimicrobiologie
gekopieerd zonder toestemming van Normec Dumea. Dit rapport wordt ook verstuued naar in regeigeving instaribes. Op = i Grigte Bosman
. P P i :

inepassing. De
onder L gw i aan, em= eigen methode. * = gw NEN-EN-ISO 11731 ) isalatie
f Ibevest. PCR gw | matris A Sen 16; AenB. BCYE, it <100 hvel. **= aralyse niet binnen gesteide tjd ingeze, hisrdoor is het resultaat mogelijk minder betrounbaar
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Normec Dumea

Industrieweg 16 o
8131 VZ Wijhe ¢
0570-524017 :

info@normecdumea.com

Griétte Bosman
Griette.Bosman@normecgroup.com
06-15407395
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