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Przeznaczenie

Do uzytku profesjonalnego wylacznie w laboratoriach badajacych wodg¢ przemystowa. Do
przygotowania przez przeszkolonych technikoéw laboratoryjnych zgodnie ze standardowymi
procedurami przygotowywania pozywek laboratoryjnych.

Thermo Scientific™ Oxoid™ Legionella Agar Base to pozywka wzrostowa do pierwotne;
izolacji i hodowli Legionella pneumophila i innych gatunkéw Legionella z probek wody, do
uzytku z suplementem Legionella Growth Supplement (BCYE) (SR0251) (Edelstein BCYE
Agar).

Pozywka Legionella Agar Base wzbogacona BCYE bez L-cysteiny (BCYE w/o cysteine)
(SR0O253A) nie wspiera wzrostu Legionella i moze zosta¢ uzyta jako badanie potwierdzajace
dla przypuszczalnych kolonii Legionella pobranych z agaru BCYE.

Dalsze dodanie selektywnych suplementow GVPC (SR0252), MWY (SR0255) lub BMPA«
(SR0254) do pozywki Legionella Agar Base z BCYE (CM1203 & SR0251) wytworzy
selektywne podtoze do izolacji Legionellaceae z probek wody.

Wskazania do stosowania

Pozywki BCYE, BCYE w/o cysteine, GVPC, MWY oraz BMPAa — do oznaczania liczby i
wykrywania gatunkow Legionella w laboratoriach badajacych wode zgodnie z ISO
11731:2017, nie sg przeznaczone do uzytku klinicznego lub diagnostycznego.

Pozywka BMPA« — do oznaczania liczby i wykrywania gatunkéw Legionella w probkach
wody, srodowiskowych lub weterynaryjnych, nie jest przeznaczona do uzytku klinicznego lub
diagnostycznego.

Streszczenie i wyjasnienie zasady dzialania

Odkrycie organizmu wywolujacego chorobe legionistow zostato przeanalizowane przez
Fallona (1). Od tego czasu nastapit postep w hodowli organizméw z probek klinicznych, a
takze w oznaczaniu liczby gatunkow Legionella z probek srodowiskowych. Feeley 1 in.(2)
opisali modyfikacj¢ agaru F-G Agar (3), w ktorym kwasowa kazeina hydrolizowana zostata
zastgpiona ekstraktem drozdzowym jako zrodtem protein. Skrobia zostala zastgpiona
aktywnym weglem w stezeniu koncowym 0,2% (w/v). Pozywke tag nazwano CYE Agar (2);
zostata ona p6zniej wzbogacona buforem ACES Buffer i a-ketoglutaranem i zostata opisana
w literaturze jako pozywka BCYE-o Medium (4). Wykazano, ze pozywka BCYE-a Medium
uzyskuje optymalny odzysk Legionellaceae w krotszym czasie inkubacji niz probki
srodowiskowe (5).



Pozywka Oxoid BCYE Medium zostata oparta na formule Edelsteina (4) i zostata
przygotowana z podtoza Legionella Agar Base (CM1203), buforowanego do pH 6,6-6,9 i
suplementu Legionella Growth Supplement BCYE (SR0251). Sterylny liofilizowany
suplement zawiera a-ketoglutaran, pirofosforan zelazowy i L-cysteing HCL. Po dodaniu do
podtoza Legionella Agar Base dostarcza niezbednych czynnikéw wzrostowych.

Ta pozywka moze by¢ dalej wzbogacana jednym z nastepujacych sktadnikow:

Suplement Legionella Selective Supplement BMPAa (SR0254) do przygotowania agaru
Legionella BMPAa Selective Agar

Zawarto$¢ fiolki Na litr
Cefamandol 4,0 mg
Siarczan polimyksyny B 80,000 1U
Anisomycyna 80 mg

Pozywka BMPA-o Medium byta zalecana przez Edelsteina (4) do izolacji Legionella
pneumophila ze skazonych probek srodowiskowych.

Suplement Legionella Selective Supplement GVPC (SR0252) do przygotowania agaru
Legionella GVPC Selective Agar

Zawarto$¢ fiolki Na litr
Glicyna (wolna od amoniaku) 3040
Siarczan polimyksyny B 80,000 IU
Cykloheksymid 80 mg
Chlorowodorek wankomycyny 1,0 mg

Suplement GVPC Selective Supplement zostat oparty na formule opisanej przez Dennisa i in.
(6). Ta selektywna formuta zostata zgloszona jako najbardziej efektywna metoda in vitro do
izolacji L. pneumophila, jezeli jest uzywana w polgczeniu z kwasem lub wstepnymi
obrobkami cieplnymi. Cykloheksymid zostat zawarty, poniewaz posiada wigkszg aktywnos¢
przeciwgrzybiczg niz anisomycyna, ktora jest prawie wylacznie aktywna przeciw drozdzom.
W s$rodowiskach wodnych badanych pod katem Legionella plesnie zazwyczaj pojawiajg si¢
czesciej niz drozdze.

Suplement Legionella Selective Supplement MWY (SR0255) do przygotowania agaru
Legionella MWY Selective Agar

Zawartos¢ fiolki Na litr
Glicyna (wolna od amoniaku) 3049
Siarczan polimyksyny B 50,000 IU
Anisomycyna 80 mg
Chlorowodorek wankomycyny 1,0 mg
Blekit bromotymolowy 10 mg
Purpura bromokrezolowa 10 mg

Wadowsky and Yee (7) zmodyfikowana przez Edelsteina (MWY Medium) (8) zawiera
purpure bromokrezolowa i btgkit bromotymolowy, ktore zabarwiajg kolonie i wspomagaja

identyfikacje organizmow (9, 10).

Edelstein (8) uwazatl pozywke za najlepsza do izolacji L. pneumophila z prébek wody pitne;.
Probki srodowiskowe powinny zosta¢ wstepnie przetworzone z uzyciem buforu kwasowego




(pH 2,2) (11) lub przez obrobke cieplng (6). Powinny one zosta¢ posiane zaréwno przed, jak i
po obrdbce, aby zmaksymalizowaé odzysk.

Dodatkowo, pozywka bez L-cysteiny moze zosta¢ przygotowana z podtoza Legionella Agar
Base (CM1203) i suplementu BCYE Growth Supplement w/o cysteine (SR0253).

Legionellaceae maja bezwzgledne zapotrzebowanie na L-cysteing. Jednak po poczatkowym
wzroscie, L. oakridgensis oraz L. spiritensis mogg stabo rosng¢ w przypadku braku L-
cysteiny. Przypuszczalne kolonie Legionella spp. mozna przesiewac zarowno na podtoze
BCYE Medium z L-cysteing (CM01203) i (SR0251), jak i na podtoze BCYE Medium bez L-
cysteiny (CM01203) i (SR0253). Wszystkie ptytki sg inkubowane w temp. 36 + 2°C. Kolonie,
ktore urosty na podtozu BCYE Medium z L-cysteing, ale nie na podtozu BCYE Medium bez
L-cysteiny mozna przypuszczalnie uznac¢ za Legionella spp.

Zasada dzialania

Aktywny wegiel neutralizuje toksyny, takie jak nadtlenek wodoru, a ekstrakt z drozdzy
dostarcza witamin z grupy B wspierajacych wzrost. Bufor ACES jest dodawany celem
zapewnienia odpowiedniego pH. L-cysteina i pirofosforan zelazowy sg dodawane jako
czynniki wzrostowe, a a-ketoglutaran wspomaga wzrost. Agar jest srodkiem zestalajacym.

Typowy skltad CM1203* gramow na litr
Aktywny wegiel 2,0

Ekstrakt drozdzowy 10,5
a-ketoglutaran 0,5

Bufor ACES 10,0

Agar 13,5

pH dostosowane roztworem
2M wodorotlenku potasu 2,0 (17,6 ml)

* dostosowany do wymagan w celu spetnienia standardow badania
Wiasciwosci fizyczne

Kolor: Sypki proszek w kolorze czarnym

Kolor po przygotowaniu: czarny

pH (wzbogacone): 6,6 do 6,9 w 25°C

Klarownos$¢: nieprzejrzysta

Moc zelu: zwarta, poréwnywalna do 13,5 g/litr agaru

Srodki ostroznosci

Ten produkt shuzy do badania wody przemystowej w laboratoriach i powinien by¢ uzywany
wylgcznie przez przeszkolonych specjalistow. Obejmuje to rowniez utylizacje zuzytych i
nieuzywanych odczynnikow (nalezy zapoznac si¢ z kartami charakterystyk), a takze
jakichkolwiek skazonych materiatow zuzywalnych, zgodnie z procedurami dla wyrobow
zakaznych lub potencjalnie zakaznych. Odpowiedzialno$cig kazdego laboratorium jest
rozporzadzanie wytwarzanymi odpadami zgodnie z ich rodzajem i stopniem zagrozenia oraz



ich obrobka lub utylizacja zgodnie z aktualnymi przepisami krajowymi, rejonowymi i
lokalnymi. Instrukcje nalezy uwaznie przeczytac i stosowac si¢ do nich.

Przechowywanie

Pozywki nalezy przechowywac z dala od zrodet §wiatta, a butelki po uzyciu muszg zostac
szczelnie zamknigte.

Suchg pozywke nalezy przechowywac¢ w temp. ponizej 30°C i zuzy¢ przed uptywem daty
waznos$ci na etykiecie.

Pobieranie, obrébka i przechowywanie probek
Probki nalezy pobiera¢ i poddawac obrébee zgodnie z zalecanymi wytycznymi.
Materialy wymagane, ale nie dostarczane

(1). Sprzgt laboratoryjny zgodnie z wymaganiami.

(2). Odczynniki dodatkowe (2N) wodorotlenek potasu 1 pozywki hodowlane.

(3). Organizmy do kontroli jako$ci zgodnie z wymaganiami.

(4). Roztwor Legionella acid buffer solution (do obrobki kwasem, jezeli jest wymagana, np.
Thermo Scientific™ kod GFB01)

(5). Filtry membranowe do bezposredniego umieszczania na pozywkach hodowlanych

Przygotowanie 500 ml pozywki

Rozpusci¢ 18,25 g w 465 ml wody destylowanej, doktadnie wymieszac¢ i dostosowaé pH
dodajac 8,8 ml 2N KOH (wodorotlenku potasu). Doprowadzi¢ do wrzenia, mieszajac do
calkowitego rozpuszczenia. Sterylizowaé w autoklawie w 121°C przez 15 min. Schiodzi¢ do
45-50°C i w sposob aseptyczny doda¢ 25 ml suplementu BCYE (SR0251) rozpuszczonego
zgodnie ze wskazowkami. Dobrze wymieszac, aby rozproszy¢ wegiel przed przelaniem do
sterylnych szalek Petriego. Ta pozywka moze zosta¢ wzbogacona jednym z nastepujacych
selektywnych suplementow: SR0253 (BCYE bez cysteiny), SR0252 (GVPC), SR0254
(BMPA) lub SR0255 (MWY) — wiecej szczegdtow znajduje si¢ na stronie internetowej firmy
Thermo Fisher Scientific.

Technika
Prébki wody srodowiskowej

Peten opis sposobu kontroli znajduje si¢ w ISO 11133, a opis szczepow kontrolnych i
kryteriow dzialania znajduje si¢ w ISO 11731.

L. pneumophila to biato-szaro-niebiesko-purpurowe kolonie z rownym brzegiem, w kolorze
mlecznego szkta. Kolonie wszystkich gatunkow Legionella spp. wykazuja ten sam wyglad
ogoblny, ale mogg rdzni¢ sie pod wzgledem zabarwienia. Moga wystepowac barwy takie, jak:
brazowa, limonkowa, ciemnoczerwona i niebiesko-purpurowa. Po pierwszym wyizolowaniu
Legionella to mate pateczki gram-ujemne.

Kontrola jakosci ISO 11731
Charakterystyka wzrostu (3-5 dni inkubacji w 36 + 2°C)



Badane z dodatkiem suplementu Legionella Growth Supplement BCYE SR0251

Zaszczepienie pozywki zawiesing zawierajacg 50-120 jtk

Technika posiewu
powierzchniowego

/ WDCM 00106

Legionella pneumophila ATCC® 33152 1-5mm

Technika posiewu / WDCM 00107 szare/niebieskawobiate
powierzchniowego kolonie, brak fluorescencji
Legionella pneumophila ATCC® 33156 0,5-3mm

Metoda filtracji / WDCM 00180 szare/niebieskawobiate
membranowej kolonie, brak fluorescencji
Legionella anisa ATCC® 35292 0,5-3mm

szare/niebieskawobiale
kolonie, fluorescencja staba
lub dodatnia

Fluoribacter bozemanae
Technika posiewu
powierzchniowego

ATCC® 33217

1-5mm
szare/niebieskawobiate
kolonie, fluorescencja
dodatnia

Badane z dodatkiem suplementu Legionella Growth Supplement BCYE SR0251 i
Legionella Selective Supplement GVPC SR0252

Charakterystyka wzrostu (3-5 dni inkubacji w 36 + 2°C)
Zaszczepienie pozywki zawiesing zawierajacg 50-120 jtk

Legionella pneumophila
Technika posiewu
powierzchniowego

ATCC® 33152
/ WDCM 00107

1-5 mm
szare/niebieskawobiale
kolonie, fluorescencja
ujemna

Legionella pneumophila
Metoda filtracji

ATCC® 33156
/ WDCM 00180

0,25-3 mm
szare/niebieskawobiale

Technika posiewu
powierzchniowego

/ WDCM 00106

membranowej kolonie, fluorescencja
ujemna
Legionella anisa ATCC® 35292 0,25-3 mm

szare/niebieskawobiale
kolonie, fluorescencja staba
lub dodatnia

Fluoribacter bozemanae
Technika posiewu
powierzchniowego

ATCC® 33217

1-5mm
szare/niebieskawobiale
kolonie, fluorescencja
dodatnia

Zaszczepienie pozywki zawiesing zawierajaca 1,0-10* do 1,0-10° jtk

Enterococcus faecalis

ATCC® 19433/ WDCM
00009

Brak wzrostu

Enterococcus faecalis ATCC® 29212 / WDCM Brak wzrostu lub do 10 jtk,
00087 punkt-1 mm s$rednicy,
biate/szare kolonie
Escherichia coli ATCC® 25922 / WDCM Brak wzrostu lub 3 log
00013 wspolczynnik redukcji w
poréwnaniu z pozywka
kontrolng TSA
0,25-5 mm biale/szare
kolonie
Escherichia coli ATCC® 8739/ WDCM Brak wzrostu lub 3 log
00012 wspotczynnik redukcji w




poréwnaniu z pozywka
kontrolng TSA

0,25-5 mm biate/szare
kolonie

Zaszczepienie pozywki zawiesing zawierajacq
1,0-10° do 1,0-10° jtk

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853/ WDCM Brak wzrostu lub 2 log
00025 wspolczynnik redukceji w
poréwnaniu z pozywka
kontrolng TSA, 1-2 mm
stomkowe/szare kolonie

Inokulacja technika nakluwania
Zaszczepienie pozywki zawiesing zawierajaca 1,0-10% do 1,0-10° jtk

Apergillus brasiliensis ATCC® 9179 Brak wzrostu lub wzrost
minimalny

Uwaga:

Odpowiedzialno$cig uzytkownika jest przeprowadzenie kontroli jako$ci z uwzglednieniem
przeznaczenia pozywki oraz zgodnie z obowigzujgcymi przepisami lokalnymi (dot.
czestotliwosci, liczby szczepdw, temperatury inkubacji, itd.).

Charakterystyka

Wydajno$¢ pozywki zostala oceniona przy uzyciu 9 szczepoéw bakteryjnych i 1 szczepu
plesni (przebadano szczepy dodatkowe, nieujete w ISO 11731). Wszystkie organizmy
wykazaty charakterystyke wzrostu zgodng z kryteriami ISO 11731.

Ograniczenia

Tak jak w przypadku wszystkich pozywek, organizmy nietypowe moga wywotywac
nietypowe reakcje. Pewna liczba nietypowych szczepow moze dawac stabg reakcje lub nie
rosna¢ w ogole, szczegbdlnie w przypadku probek, w ktorych obecna jest niewielka liczba
organizmow.

Uzytkowanie filtrow roznych firm moze skutkowac roznymi stopniami odzysku, dlatego
powinny one zosta¢ przetestowane przed uzyciem.

Wykrywanie obecnosci jest metoda wstepna, dlatego do identyfikacji izolatu wymagane jest
zastosowanie metod biologicznych, serologicznych i innych. Niektore zarodnikujace
organizmy termofilne po inkubacji w 36°C sg bardzo podobne do kolonii Legionella. Te
organizmy mozna wykry¢ poprzez inkubacje ptytek rownolegle w 36°C i 55°C - organizmy
termofilne wzrastaja w wyzszej temperaturze, podczas gdy Legionella spp. nie wzrasta w
temperaturze powyzej 45°C.

Pakowanie

Kod produktu Skrot Waga (KG)

CM1203 B 0,5




| | R | 2,5

Utylizacja odpadow
Informacje na temat utylizacji odpadéw znajduja si¢ w odpowiednich Kartach
Charakterystyki produktu.
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Logo The ATCC Licensed Derivative®

Symbol ATCC Licensed Derivative®, stowny znak towarowy ATCC Licensed Derivative® i
znaki katalogowe ATCC to znaki handlowe ATCC. Firma Thermo Fisher Scientific Inc.
posiada licencje na uzytkowanie tych znakow handlowych oraz na sprzedaz produktéw
pochodzacych z hodowli ATCC®.

© 2020 Thermo Fisher Scientific Inc. Wszelkie prawa zastrzezone. Wszystkie znaki
handlowe sg wtasnoscia firmy Thermo Fisher Scientific i jej spotek zaleznych, chyba, ze
okreslono inaczej. ATCC® jest znakiem handlowym American Type Culture Collection.
Informacje te nie majg na celu zachgcania do korzystania z tych produktow w jakikolwiek
sposob, ktéry mogtby narusza¢ prawa wlasnosci intelektualnej innych osob.
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