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Especificacion
Medio sélido usado para la deteccion, aislamiento y enumeracion de Legionella en aguas de acuerdo a las normas ISO 11731:1998 y
11731-2:2004.

Presentacion

120 Placas Encajado Caducidad Almacenamiento
90 mm 1 caja con 12 paquetes de 10 placas, envueltas por 3 meses 2-14°C
con: 24 =2 ml bolsa de celofan.

Composicion

Composicion (g/l):

Carbén activado..........ccocvvvrvrvieirieieeeeeeeen,
Extracto levadura... .
ACES BUFfEr ..o .
KOH. ...ttt 2.800
Alfa-ketoglutarato...........ccccceeevvvieeeeiinenenn. 1,000
(OF 1) (11 T T 0,400
Pirofosfato ferrico..............evevveeeeiiiieeininnns 0,250
(€] 111 = TR
Vancomycina
Polimixina B..........cceveeeeeen..

Descripcién/Técnica

Descripcién:

La actual formulacién de este medio se ha hecho de acuerdo a las normas ISO 11731 11731-2, pero el agar BCYE esta basado en una
modificacién de medios descritos anteriormente. En 1979, Freeley y colaboradores describieron el Agar de Carbén y Extracto de
Levadura (CYE Agar) como una modificacién de Agar F-G. Habian reemplazado el almidén del medio F-G por carbén activo y habian
substituido el hidrolizado de caseina por extracto de levadura, consiguiendo una mejor recuperacion de Legionella pmneumophila.
Pasculle, en 1980 inform6 que el agar CYE podia mejorarse tamponandolo con tampén ACES y un afio después, Edelstein aumentaba
la sensibilidad del medio afiadiendo a-cetoglutarato.

El Agar BCYE consiste en un Medio Basal suplementado por unos factores de crecimiento imprescindibles para las legionelas y la
selectividad se consigue suplementando el medio con inhibidores para suprimir la microbiota indeseable acompafiante. El extracto de
levadura proporciona los nutrientes basicos, ya que el medio no tiene ninglin aztcar fermentable. La L-Cysteina, el pirofosfato férrico y
el a-glutarato se incorporan porque son factores de crecimiento indispensables para las legionelas. El carbdn activo descompone el
peroxido de hidrégeno, un producto metabdlico téxico, puede también bloquear el CO, y modifica la tensién superficial. La adicién del

tampon ACES ayuda a mantener el pH adecuado para un crecimiento 6ptimo. La selectividad se alcanza dosificando vancomicina que
es activa contra las bacterias Gram positivas, polimixina B que actda contra las Gram negativas y cicloheximida o natanamicina que son
fungicidas que inhiben bien a las levaduras.

Técnica :

Para la obtencién de colonias aisladas a partir de las distintas muestras remitase a cualquier metodologia normalizada, p. ej. ISO 11731
y 11731-2.

Las placas inoculadas se dejan reposar hasta que han absorbido el indculo y entonces se incuban, invertidas a 36 + 1°C hasta 10 dias.
Para asegurar que la atmdsfera esté suficientemente himeda 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 2-4 dias durante el periodo de incubacion,
ya que las legionelas son e crecimiento lento y pueden quedar enmascaradas por el crecimiento de otros microorganismos. Anotar el
namero 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, serol6gicos y geneticos.
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Control de Calidad
Control Fisico/Quimico
Color: negro pH: 6,9 £ 0,2 a 25°C

Control de Fertilidad
Siembra en Espiral con 10-100* UFC para Productividad o con 1000-10000 UFC para Selectividad
Aerobiosis. Incubacion a 36°C, lectura a los 4 dias.

Microorganismo Desarrollo
Legionella pneumophila ATCC 33152 Bueno
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Inhibido

Control de Esterilidad
Incubacion 48 horas a 30-35°C y 48 horas a 20-25°C: SIN CRECIMIENTO
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