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Polymerase Chain Reaction:

Een waardevolle ontwikkeling!
00K voor de AH-specialist...
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Huidige methode:

- vastgestelde hoeveelheid lucht over een
voedingsbodem leiden

* aanwezige micro-organismen worden ingevangen
» voedingsbodems worden geincubeerd
 de ontstane kolonies worden gedetermineerd

» hoeveelheid KVE wordt bepaald

» Kritiek: uitkomst is uiterst variabel ! = S
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Nieuwe methode:

1. Air Sampling

lucht wordt via een membraam aangezogen



KAdLSBEEHK

2. Isolatie van DNA uit membraam
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Daor verhitting (94 °C) wordt het
DNA ontwonden en de
walerstofbruggen in DNA verbraken.

Primers worden loegevoegd. T

Primer bindt aan complemeantair

i e 3. Detectie en identificatie
Te vermenigvuldigen DNA fragment m _ b ] V _ Re a I ti m e P O I y m e ra S e
S Chain Reaction (PCR)

Bij 72 "C wordt met behulp

van DNA polymerase het
fragment vanaf de primer
dubbelstrangs gemaakl.

De cyclus wordt

herhaald en elke

ronde verdubbelt de

hoeveelheid DNA.

AGTAACTGTGCGCATCTTGACGGT ATTCCGGATAACGCTTGCCACCTA

TCGGTACACGATATTCTTCAC ACTCTCGTATGACCAGCTTC
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Instrument en analyse

earwf e Dinin P Gmanthcmon

Data File: Data 10-Mar-03 125%.0pd

Sefact analyss modk Bk Baee Line Subiracted :J

Threshald Cyele P oroasr il Saibiraec bed
BwolraCyles  Poiusaine Rewatedonem

~ Ligar Dofired

 Aufo Calouated Slwlcrx--dl.ldlel‘kkﬂwh]
@ Lsar Defired

Sarver for W-mils Allelic Anabysis |

Trreshold | | derilifier |
L
€1
12.]

|zslzls[ele]s

=
L=

PR Bane Line: SUE bched BRL

130 22 24 2% 20 00 77 M 05 TAA0-AT-844040)
Coyle




KAdLSBEEHK

Ay,

Standaard referentlelljn
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Real-time PCR geschikt alternatief
voor de Kweekplaatmethode

Ervaringen met de Legionella real-time
« QPCR (Kiwa, Waterlab Noord, VROM)
o« Nieuwe NEN norm
o« RVA en ISO17025 (Legionella DNA Detectie)
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Pathogene micro-organismen in lucht
Groep 1; schadelijkheid +/_ (matig)

o Micrococcen - Staphylococcen

Groep 2; schadelijkheid + (behoorlijk)

o Aspergillus (A. fumigatus en A. flavus) — Alternaria — Mucor —
Rhizopus Penicillium — Cladosporium — Fusarium -
Aureobasidium pullulans — Chaetomium — Stachybotrys —

Bacillus — Candida - Rhodotorula

Groep 3; schadelijkheid ++ (groot)

o Enterobacteriaceae - Staphylococcus aureus — Thermofiele —
actinomyceten — Micromonospora — Microbispora — Legionella -
Aspergillus fumigatus - Aspergillus Niger - Aspergillus flavus
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> Snelle DNA methode voor het identificeren van
meerdere micro-organismen per luchtmonster

> Detectie mogelijk per groep:
» Alle bacterien
o Alle gisten

o Alle schimmels

> Detectie mogelijk per soort:
o bv. Aspergillus soorten

> Detectie mogelijk per geslacht:
o bv. Aspergillus fumigatus
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Staphylococcus aureus: CT-waarde: 20,69 1,1*104 KVE/pL
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Cladosporium
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Cladosporium species: CT-waarde: 37,32 97 KVE/mL
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|ldentificatie en referenties

« ATCC stammen van bacterien,
gisten en schimmels

o« DNA van de micro-organismen
beschikbaar

o Specifieke QPCR beschikbaar

o Fotomateriaal beschikbaar
(van reinplaten)




Metingen

> Traditioneel:
20 tot 500 liter lucht aanzuigen

aanzuigduur is 1 tot 10
minuten

gebruik airsampler met plaat of
strip

analyse tijd 2 tot 6 dagen

beoordeling zowel kwalitatief
als kwantitatief door
gekwalificeerde analist

detectiegrens afhankelijk van
groei van biologisch agens op
groeimedium
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> Real-time PCR:

20 tot 100 liter lucht aanzuigen

aanzuigduur is 10 min. tot 8
uur

gebruik pompje met
disposable filter

analyse tijd 4 uur

beoordeling zowel kwalitatief
als kwantitatief

detectiegrens laag (5 op de
10° cellen)

hoge specificiteit (soort
specifieke primers)
goede reproduceerbaarheid



KdLSBETEIK

iy

\Wat betekent deze waardevolle
ontwikkeling in de praktijk?

> Kleine hoeveelheden micro-organismen in
luchtmonsters kunnen aangetoond worden

> Snellere analyse

> Zeer specifieke identificatie van pathogene of
allergene micro-organismen

> Accurate meting van micro-organismen in lucht

> 1 DNA monster kan op verschillende micro-
organismen worden getest

> Evaluatie en validatie van de real-time QPCR in de
praktijk noodzakelijk
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Discussie en / of vragen

- Toepassingsmogelijkheden in de
Arbeidshygienische prakitijk

- Voordeel/nadeel kweekplaat — DNA

- Dode sporen, allergie en aanwezigheid DNA
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