'/ Condalab

Base de Agar Legionella + ACES + Alpha Ketoglutarico +
Pirofosfato Férrico ISO

Medio selectivo para el cultivo de Legionella.

Cat. 1557

Informacion practica

Aplicaciones Categorias
Confirmacion Legionella

Industria: Aguas de consumo / Clinica

Regulaciones: ISO 11731

Principios y usos

La Base de Agar Legionella + ACES + Alpha Ketoglutarico + Pirofosfato Férrico se basa en la Base de Agar para Legionella BCYE (Cat. 1311). Este
medio completo no contiene cisteina con el fin de realizar la confirmacion de Legionella. Ell medio con cisteina se utiliza para el enriquecimiento. El
medio y sus suplementos han demostrado ser 6ptimos para el cultivo de Legionella con periodos de incubacion mas cortos a partir de muestras
ambientales y clinicas.

El extracto de levadura proporciona vitaminas, en particular del grupo B, y otros cofactores de crecimiento. El pirofosfato férrico y el alfa-cetoglutarato se
incorporan para satisfacer los requisitos nutricionales especificos de las especies de Legionella. La adicion del tampon ayuda a mantener el pH
adecuado para un crecimiento éptimo. El carbéon activado es un agente protector que neutraliza y absorbe los metabolitos téxicos producidos por el
crecimiento bacteriano. Descompone el peroxido de hidrégeno, un producto metabdlico toxico, y también puede recoger CO2 y modificar la tension
superficial. El agar bacterioldgico es el agente solidificante.

Morfologia de las colonias después de la incubacién a 35 °C tras 48-60 horas:

L. pneumophila: 1-2 mm de diametro (aumenta después de una nueva incubacién). Blancas, relucientes, circulares, lisas, elevadas con borde entero.
L. gormanii: 1-2 mm de diametro. Crema, mucoides, ligeramente elevadas.

Otras Legionellae: 1-2 mm de diametro (aumenta después de una nueva incubacion). Blancas, relucientes, circulares, lisas, elevadas con borde entero.

Formula en g/L

Tampo6n ACES 10 Carb6n activado 2
Alfa-cetoglutarico 1 Agar bacteriol6gico 13
Pirofosfato férrico 0,25 Extracto de levadura 10

Preparacion

Suspender 2,4 gramos de KOH en 500 ml de agua destilada. Suspender 36,25 gramos del medio en 500 ml de agua destilada. Mezclar ambos. Disolver
por calentamiento agitando con frecuencia. Hervir durante un minuto hasta su completa disoluciéon. Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar a 45-50 °C vy, si se desea, agregar asépticamente 1 ml de 1 vial de Suplemento para Legionella GVPC
(Cat. 6025), previamente reconstituido con 5 ml de agua/acetona 1:1 estéril y 4 ml de una solucién estéril de 10% L-Cisteina. Mezclar bien y distribuir en
recipientes adecuados.

Precaucion: El Suplemento para Legionella GVPC contiene cicloheximida y es muy toxico si se ingiere, inhala o entra en contacto con la piel. Usar
guantes y proteccion para los ojos y cara.

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 Base de Agar para Legionella BCYE 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.
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- Repetir el proceso para el agar GVPC y/o agar MWY.

Si la muestra contiene una alta concentracion de microorganismos interferentes:

- 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 indculo se haya absorbido e incubar a 3612 °C durante 7-10 dias.

Para la confirmacion de las colonias presuntivas de Legionella:

- Subcultivar aquellas placas que contengan un mayor numero de colonias en Agar BCYE y en Agar Legionella + ACES + Alpha Ketoglutarico +
Pirofosfato Férrico.

- Incubar ambas placas a 36+2 °C durante 2-5 dias.

- Se consideran Legionella aquellas colonias que crecen en Agar BCYE pero no en el Agar Legionella + ACES + Alpha Ketoglutarico + Pirofosfato
Férrico.

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

Microrganismos Especificacion Reaccion caracteristica
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Inhibicién total

Escherichia coli ATCC 25922 Inhibicion total

Legionella pneumophila ATCC 33153 Buen crecimiento Colonias de color blanco

Almacenamiento

Temp. Min.:2 °C
Temp. Max.:25 °C
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