'/ Condalab

Inspired by knowledge

Microbiologia Predictiva: métodos
convencionales y gPCR para el analisis de

Legionella spp




’; Inspired by knowledge

Nuestra historia. Trayectoria.

Dedicados a innovar.

Nuestra manera de ser nos impulsa a mejorar cada
dia a desarrollar nuevos retos, a evolucionar. Una
esencia que se refleja en una trayectoria dinamica e
innovadora, constantes desde nuestro nacimiento en

1960.
@ @ o @
Nacimiento de la Medios Biologia Marcas Crecimiento Biologia Nueva imagen

marca preparados Molecular distribuidas internacional celular e instalaciones
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Para quién lo hacemos. Nuestro publico.

Los productos Condalab estan dirigidos a:
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Analisis
clinicos.

Hospitales, clinicas
veterinarias, laboratorios de

analisis clinico y alimentario.

Controles
de calidad.

Industria alimentaria y de
bebidas, cerveceras,
Industria farmacéutica e
industria cosmética.

<)

Jusay

Procesos
productivos.

Fermentaciones, fabricacion
de vacunas, probioticos,
fabricantes de medio
preparado.

</

Investigacion
1+D.

Laboratorios y centros de
investigacion,
universidades...
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Nuestras Instalaciones.

Espacio Condalab.

Con sede en Madrid, nuestra
empresa privada cuenta con un
total de 4.500 metros cuadrados

de planta, asi como un equipo ; : 4 500m 2
humano de 65 profesionales ‘ S : " ' .

altamente cualificados. ok I S Tl de planta
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Microbiologia Predictiva: métodos convencionales y gPCR

para el analisis de Legionella spp

. La bacteria y la enfermedad
. Método I1SO 11731:2017

. Métodos alternativos

. Per spectlva general

. Q&A

ok~ wWNBE

XIX workshop

METODOS RAPIDOS Y AUTOMATIZACION

EN MICROBIOLOGIA ALIMENTARIA
—memorial DYCFung—
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Legionella spp. en analisis de aguas
LA BACTERIA'Y LA ENFERMEDAD
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Legionella spp.

* Aerobio, bacteria G(-)

* Predominante en entornos acuaticos

* Rango de crecimiento 20 — 55°C

» > 60 especies confirmadas, 70 serotipos distintos

» Familia Legionellaceae, Unico género Legionella
Legionella, Fluriobacter & Tatlockia

« Biofilms
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Legionelosis

+ ¢ Enfermedad del legionario o fiebre de Pontiac?
« ¢ Cbmo discernir con otros tipos de neumonia?
Pruebas microbioldgicas

* L. pneumophila > 90% casos en EEUU, serotipo 1
30 especies se reportan como patogénicas

« Transmision via aerosoles

» Grupo de riesgo: hombres mayores de 50

« UE-ECDC: incremento de 23% en todos los casos

4 paises responsables por 71% de los casos notificados

» Brotes nosocomiales y prevencion

Infecciones en hospitales 14-40%
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Brotes
en
Europa

Figure 2. Distribution of Legionnaires’ disease cases by month, EU/EEA, 2014-2018
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Source: Country reports from Austria, Belgium, Bulgaria, the Czech Republic, Cyprus, Denmark, Estonia, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Iceland, Ireland, Italy, Latvia, Lithuania, Luxembourg, Malta, the Netherlands, Norway, Poland,
Portugal, Romania, Slovakia, Slovenia, Spain, Sweden and the United Kingdom.

ECDC. Legionnaires’ disease. In: ECDC. Annual epidemiological report for 2018. Stockholm: ECDC; 2020.
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2001 2012 2013 2014 2016 2017
Murcia (Spain) Harnes Pas-de-Calais (France) Edinburgh (UK) Wastein (Germany) Vila Franca de Xira Bremen (Germany) Lisbon (Portugal)
449 confirmed cases 86 confirmed cases 56 confirmed cases 160 confirmed cases (Portugal) 45 confirmed cases 56 confirmed cases
6 patients died 18 fatalities 4 fatalities 2 fatalities 334 confirmed cases 3 fatalities 6 fatalities

(1.3 km radius) (10 km radius) 10 fatalities (3 km radius)
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Legionella spp. en analisis de aguas
METODO ISO 11731:2017
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ISO 11731:2017 Calidad del agua — Recuento de Legionella

1.

1 [lLegionella |  Directamente en agar BCYE y agar BCYE + AB
[]flora

2.

I [ ]Legionella !
[] flora

« 1) PT opcional — FM: agar BCYE/ agar GVPC/ agar MWY
« 2) PT = FM + elucién: agar BCYE + agar BCYE+AB/agar GVPC/agar MWY

« Sin concentrar, concentrada y diluida
* Pre-tratamiento por submuestra: acido, térmico y sin tratar
« Agar GVPC/agar MWY

3.
117 [] Flora

* Pre-tratamiento combinado: térmico y acido
4. « Sin concentrar y diluida
11T ] Flora . Agar GVPC/agar MWY

* Incubacion: 36+ 2°C — 7-10 dias
 Confirmacion: agar BCYE y agar BCYE-cys — 2-5 dias
 Resultados: Crecimiento positivo en agar BCYE y negativo en agar BCYE-cys

Procedimiento

comun
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ISO 11731:2017 Resultados — Lectura de la placa

Crecimiento en BCYE con microorganismos Colonias de Legionella pneumophila y otras
no pertenecientes a Legionella spp. bacterias en agar BCYE
Buchrieser, C., Hilbi, H., Legionella: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology. New York: Springer; 2013. Outbreak News Today. Legionnaire disease outbreak in Hopkins. CDC. 2016

Colonias de Legionella después de 3 dias (a) y 7 dias (b) 12

Buchrieser, C., Hilbi, H., Legionella: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology. New York: Springer; 2013.
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1ISO 11731:2017 Cuellos de botella

Tiempo y trabajo de lab

Muestra a resultados > 15 dias

 Inspeccion de la placa (290, 3, 5t y (ltimo dia)

Variabilidad

» Muestra origen y caracteristicas
« Concentracion y/o diluciéon
e Pre-tratamientos (acido o térmico)

* Multiples medios (preparacion “compleja”)

Inclusividad

Confirmacion obligatoria
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Legionella spp. en analisis de aguas
METODOS ALTERNATIVOS
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gPCR y sondas

Reaccidén en cadena de la polimerasa (RCP) /.
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BIOTECON Diagnostics

Controles Internos
« ISO 12869:2012 PCR para la deteccidon y cuantificacion de Legionella
spp. y/o L. pneumophila
» Requisitos generales y definiciones:
o Control Interno de Proceso (IPC) -> proteccion frente a falsos
negativos
o Control positivo

o Control negativo

Controles Adlicionales
« Para garantizar la idoneidad y la fiabilidad de los resultados:
« Control UNG (Uracil — N - Glicosilasa) para eliminar restos de
amplificaciones anteriores

» Reactivo D que evita la amplificacion del DNA libre

¥ — n " octivation /-\

® BIOTECON Diagnostics

PRINCIPLE

1. Reagent D Treatment
i
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gPCR — Workflow

Incubacién
2-5 dias

Pre-tratamientos Confirmacion

Recoleccion de la mu Aislamiento selectivo
estra Resultados
Incubacién Tiempo a resultados:
7-10 dias 14/20 dias
10’
Filtracin GPCR Setup Método de referencia
VS
qPCR \
o - @ @ 4

Recoleccion de la

Extraccion DNA
muestra

Resultados

40’

170
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BIOTECON Diagnostics

DNA Extraction Kit

S 400 08 foodproof® StarPrep Two Kit Best Specificity
A 500 02 Reagent D (for live/dead differentiation) 100% Inclusivity
A 500 18 Rinse Buffer (for filtered samples) s 43 species/119 strains

successfully tested
s Full inclusivity for

. . g . . Legionell.
i Legionella Quantification LyoKit GreuEEaghnas
icroproct® Logionels Quaniiication LyoKit 100% Exclusivity
p—- R 602 45 microproof® Legionella Quantification LyoKit o 45 ipcion Tetted
Quick Referance Proce

= Microorganisms of the same
environmental habitat

Storage at 2 °Cto 8 °C
96 Reactions with a final volume of 25 pl

Sensitivity
Instrument Gumpatih“iw s Limit of Quantification:
10 genomic units
= 5'Nuclease / Ta":||""'|||Emﬂ:1 = Limit of Detection:
cycler, e.g. LightCycler 3 genomic units

480, LC 96 AriaMx,
Mx3005F, ABI 7500 Fast,
PikoReal 24, CFX96
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Legionella spp. en analisis de aguas
PERSPECTIVA GENERAL
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Pros
ISO 11731 gPCR
« Método de referencia  Alta sensibilidad y especificidad
« Alta fiabilidad de resultados « Resultados rapidos _
;Muestra asociada a un
« Confirmacion obligatoria »  Protocolo simple caso clinico o brote
« Protocolo de rutina (staff y equipo) + “Viability PCR" i No
Cultivo siguiendo I1SO
aPCR 11731:2017
Moreira, P. Incidencia de la implantacion del cribado \/ \/
molecular o inmunoldgico para investigar patdgenos
| . . . _ Pos. Neg.
alimentarios y ambientales. Casos practicos. Laboratorio
de Sadde Publica de Galicia, Lugo. MRAMA: 2019 7~ N\ i
Cultivo Reporte
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Estrategia combinada — Lo mejor de ambos mundos

gPCR > nivel de
notificaciéon

Repetir muestra
para PCRy cultivo

Moreira, P. Incidencia de la implantacion del cribado
molecular o inmunoldgico para investigar patégenos
alimentarios y ambientales. Casos practicos. Laboratorio

de Saude Publica de Galicia, Lugo. MRAMA: 2019

PCR -, Culture - PCR +, Culture - PCR -, Culture +

PCR +, Culture +

Ninguna accion Mas analisis Seguimiento de las directrices
adicional requeridos establecidas para el nivel detectado por

cultivo

Muestreo adicional para establecer el origen de la sefal
Comprobar la validez del resultado del cultivo - momento del muestreo, neutralizacién del
biocida, tiempo de transito, flora acompafante, QC de los medios, habilidad del personal, etc.
Verificar la viabilidad mediante qPCR modificado con agentes intercalantes

J
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Estrategia combinada — Resumen de resultados de RT_PCR en el periodo 2008-2018
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alimentarios y ambientales. Casos practicos. Laboratorio de Saude Publica de Galicia, Lugo. MRAMA: 2019
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Productos disponibles ;
t lab |
= ,A;fonda e ) =
Cat. 1311 Base de Agar para Legionella BCYE . L D 5
C"""z ::::_ caT (6067 :wvws B wow

Cat. 1557 Base de Agar Legionella + ACES +
Alpha Ketoglutarico + Pirofosfato Férrico ISO

Cat. 828 Agar Legionella BCYE + AB ISO
Cat. 944 Agar Legionella CYE ISO
Cat. 978 Agar Legionella CYE sin Cisteina ISO

Cat. 985 Legionella Agar (CYE / GVPC) ISO

Condalab ..

hl
CAT. (6022 ) 1 x 10 VIALS B st 2010707

New launc

Cat. 6022 Suplemento para Legionella BCYE ISO
Cat. 6025 Suplemento para Legionella GVPC ISO

Cat. 6067 Suplemento Selectivo MWY para Legionella

es in 2021!
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iMuchas gracias por su asistencial

Por favor contactanos através de micro@condalab.com

para cualquier duda o cuestion
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