A Condalab

Base de Agar para Legionella BCYE ISO Cat. 1311

Medio selectivo para el cultivo de Legionella.

Informacién practica

Aplicaciones Categorias
Recuento selectivo Legionella

Industria: Aguas de consumo

Regulaciones: ISO 11133 /1SO 11731

Principios y usos

La Base de Agar para Legionella BCYE y sus suplementos han demostrado ser 6ptimos para el cultivo de Legionella con periodos de incubaciéon mas
cortos a partir de muestras ambientales y clinicas.

Feeley et al. describieron una modificacidon del Agar F-G en el que la caseina acida hidrolizada se reemplazé por el extracto de levadura como fuente de
proteina, y el almidén se reemplazé por el carbon activado. Este medio, al que denominaron Agar CYE, se ha complementado con Buffer ACES y
a-cetoglutarato. Actualmente, en la literatura se denomina como Medio BCYE-a, y se ha demostrado que propicia una recuperacion optima de
Legionellacea en un periodo de incubacion mas corto a partir de muestras ambientales y clinicas.

El extracto de levadura proporciona vitaminas, en particular del grupo B, y otros cofactores de crecimiento. L-cisteina proporciona la fuente nutricional
requerida. El carbdn activado es un agente protector que neutraliza y absorbe los metabolitos toxicos producidos por el crecimiento bacteriano.
Descompone el peréxido de hidrégeno, un producto metabdlico téxico, y también puede absorber CO2 y modificar la tension superficial.

La ISO 11731 recomienda el siguiente procedimiento para el aislamiento de Legionella y su recuento en muestras de agua. Las muestras se concentran
mediante filtraciéon por membrana, se diluyen o se inoculan directamente en placa dependiendo del origen y las caracteristicas de la muestra.
Fracciones independientes de la muestra diluida deberian someterse a tratamientos con calor o acido en caso de preveer una alta concentracion de
Legionella y otras bacterias. Estas muestras se transfieren a las placas con el medio de cultivo selectivo elegido para Legionella.

Formula en g/L

Carbén activado 2 Agar bacteriologico 13
Extracto de levadura 10
Preparacién

Suspender 12,5 gramos del medio en 450 ml de agua destilada. Calentar hasta que hierva y hasta que el medio esté completamente disuelto. Distribuir
en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar a 4813 °C y agregar asépticamente 5 viales de Suplemento
para el Crecimiento de Legionella BCYE (Cat. 6022), previamente reconstituidos en 10 ml de agua destilada, estéril y tibia. Para obtener agar GVPC,
agregar también 1 vial de Suplemento para el Crecimiento de Legionella GVPC (Cat. 6025), previamente reconstituido con 5 ml de agua destilada estéril
o desionizada hasta el 80% del volumen del vial (ver preparacion de Cat. 6025), o 1 vial de Suplemento Selectivo MWY para Legionella (Cat. 6067),
previamente reconstituido en un 80% del volumen total de agua destilada o desionizada, para obtener agar MWY. Mezclar bien y distribuir en
recipientes adecuados.

Instrucciones de uso

Para el cultivo de legionella segun la ISO 11731:

Si la muestra contiene una alta concentracion de Legionella y una baja concentracién de microorganismos interferentes:

- Inocular directamente 0,1-0,5 ml de la muestra distribuyéndola uniformemente sobre una placa de Agar BCYE (Cat. 1311 + Cat. 6022) y sobre una
placa BCYE+AB.

Si la muestra contiene una baja concentracion de Legionella y una baja concentracion de microorganismos inteferentes:
- Filtrar por membrana la muestra inicial.

- Colocar el filtro de membrana sobre la placa BCYE.

- Repetir el proceso para el agar GVPC (Cat. 1311 + Cat. 6025) y/o agar MWY (Cat. 1311 + Cat. 6067).

Si la muestra contiene una alta concentracion de microorganismos interferentes:
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- Se inoculara directamente, concentrada o diluida.

- Dividir cada tipo de muestra en tres porciones. Una de ellas se utilizara sin tratar, la segunda se somete a un tratamiento térmico y la tercera a un
tratamiento acido.

- Inocular 0,1-0,5 ml sobre placas de agar GVPV y agar MWY.

Si la muestra contiene una cantidad extremadamente alta de microorganismos interferentes:
- Se inoculara directamente y diluida.

- Cada muestra se somete a un tratamiento combinado térmico y acido.

- Inocular 0,1-0,5 ml sobre placas de agar GVPC y agar MWY.

- Dejar reposar las placas sembradas hasta que el in6culo se haya absorbido e incubar a 3612 °C durante 7-10 dias.
- Confirmar las colonias presuntivas de Legionella en agar BCYE y agar BCYE-cys.

Control de calidad

Solubilidad Apariencia Color del medio deshidratado Color del medio preparado Final pH (25°C)
Sin restos Polvo fino Negro Negro 6,9+0,2

Test microbioldgico

De acuerado a la ISO 11133:

Condiciones de incubacién: (3612 °C / 2-5 dias).

Condiciones de inoculacion: Productividad cuantitativa (100£20. Min. 50 CFU).
Medio de referencia: Lote de BCYE ya validado.

Microrganismos Especificacion Reaccion caracteristica

Iég%o;e”a pneumophila ATCC Buen crecimiento >70%

Colonias de color blanco-gris-azul-purpura con el borde completo y apariencia
caracteristica de vidrio esmerilado.

Almacenamiento

Temp. Min.:2 °C
Temp. Max.:25 °C
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