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BIO EXPERTISE

Especificacion
Suplemento estéril selectivo que permite el aislamiento de Legionella en muestras de aguas.

Presentacion

10 Viales liofilizados Encajado Caducidad Almacenamiento
Vial 1 caja con 10 viales de vidrio de 23x60 mm, con 49 meses 2-25°C
con:9+0.1¢g tapon de plastico. Etiquetados.

Composiciéon
Composicion (g/vial)

Glicina (libre de amonio)...........cccccccvveeeenn. 1.5000
VanNCoOMICING......uueeeeeeeieeeeeeeecee e e 0.0005
Polimixina B sulfato
Cicloheximida..........ccceeeeeeeeeeeeiiiieicciiirnens

Reconstituir con la adicion de :

Agua destilada estéril............cccceiiiennns 10 ml

Descripcion/Técnica

Descripcion:

El descubrimiento del agente causal de la enfermedad del legionario ha permitido un gran progreso en los estudios en torno a ella. Los
nuevos medios para el cultivo y la enumeracion de Legionella spp se han desarrollado en los ultimos afios. El suplemento de GVPC se
afade a la base de crecimiento para obtener un crecimiento selectivo de este microorganismo. La selectividad se alcanza dosificando
Vancomicina que es activa contra las bacterias gram-positivas, Polimixina B que actua contra las gram-negativas, Cicloheximida o
Natamicina que son fungicidas que inhiben bien a las levaduras.

Técnica:

Recoger, diluir y preparar muestras y volimenes segun sea necesario de acuerdo a las especificaciones, directivas, reglamentos
oficiales estandar y / o resultados esperados.

Disolver el 1 vial de suplemento inhibidor GVPC con 10 ml del agua destilada estéril. Agitar , hasta su total disolucién y afiadir a 500 ml
de A. BASE BCYE Legionella, mantenida a 47-50 °C y previamente suplementada con 1 vial del Suplemento de Crecimiento para
Legionella BCYE. Mezclar suavemente y verter en placas de Petri.

Las placas inoculadas (directamente o bien MF) se dejan reposar hasta que han absorbido el indculo y entonces se incuban, invertidas
a 36 + 2°C hasta 2,3,5-10 dias. Para asegurar que la atmdsfera esté suficientemente humeda es recomendable poner un recipiente con
agua en la estufa y rellenarla, si es preciso, cada vez que se examinen las placas. La incubacion en una atmdsfera de aire con un 2,5%
(v/v) de CO, puede ser muy beneficiosa para el crecimiento de algunas legionelas, pero no es critico.

Las placas se examinan con una lupa adecuada, al menos en tres ocasiones a intervalos de 2,3,5 dias durante el periodo de incubacién
(10 dias), ya que las legionelas son e crecimiento lento y pueden quedar enmascaradas por el crecimiento de otros microorganismos.
Anotar el nimero presente de cada tipo de colonia reconocida.

Las colonias de Legionella frecuentemente son de color blanco-grisaceo-azulado-purpura, pero pueden ser marrones, rojas oscuras,
verde-claro e incluso rosadas. Son mucosas, con el borde entero y presentan un aspecto caracteristico de granito de cuarzo. Bajo la luz
ultravioleta las colonias de algunas especies presentan una auto-fluorescencia blanca brillante, pero otras son rojas y Legionella
pneumophila se presenta como verde oscura con tintes amarillentos. En cualquier caso las colonias presuntivas deberan ser
confirmadas por métodos culturales, bioquimicos, seroldgicos y geneticos.
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Control de Calidad

Control Fisico/Quimico

Color : Beige claro pH: a 25°C
Control de Fertilidad

Rehidratar 1 vial como se indica en COMPOSITION; agitar y disolver completamente.

Aradir 1 vial a 500 ml de medio base. NO CALENTAR una vez suplementado.
Metodologia analitica acorde con ISO 11133:2014/A1:2018; A2:2020.

Aerobiosis. Incubacion a 36 + 2 °C. Lectura 2-5 dias para L. pneumophila, 5-10 dias para L. anisa, y 3 dias para selectividad.
Control microbiolégico segun norma ISO 11133:2014/A1:2018.

Microorganismo Desarrollo
L. anisa ATCC® 35292, WDCM 00106 (by MF) Bueno (= 70%) colonias gris-azul
Legionella anisa ATCC® 35292, WDCM 00106 Bueno (= 70%) colonias gris-azul
L. pneumophila ATCC® 33152, WDCM 00107 (by MF) Bueno (= 70%) colonias gris-azul
Legionella pneumophila ATCC® 33152, WDCM 00107 Bueno (= 70%) colonias gris-azul
Escherichia coli ATCC® 25922, WDCM 00013 Inhibicién (Parcial a completa)
Enterococcus faecalis ATCC® 19433, WDCM 00009 Inhibido

the reference medium is GVPC validated.

Control de Esterilidad

Afadir 5 mL de muestra a 100 mL de TSB y a 100 mL de Tioglicolato.
Incubacién 48 h a 30-35°C y 48 h a 20-25 °C: SIN CRECIMIENTO
Verificacion a 7 dias tras incubacion en las mismas condiciones.
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