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LEGIONELLA SELECTIVE AGAR AB

Piastre pronte all’'uso

1 - DESTINAZIONE D’USO
Per 'isolamento ed il conteggio di Legionella spp. nelle acque (ISO 11731).

2 — COMPOSIZIONE - FORMULA TIPICA *

Carbone attivo 20g
Estratto di lievito 10,09
Agar 13,09
Tampone ACES /Potassio idrossido 12,8 g
Pirofosfato ferrico 250,0 mg
L-Cisteina HCI 400,0 mg
Acido alfa-chetoglutarico 1,09
Cefazolina 9,0 mg
Pimaricina (natamicina) 70,0 mg
Polimixina B 80.000 UI
Acqua purificata 1000 mL

* |l terreno pud essere compensato e/o corretto per adeguare le sue prestazioni alle specifiche

3 - DESCRIZIONE E PRINCIPIO DEL METODO

Le legionelle sono gammaproteobatteri mesofili, mobili, asaccarolitici, aerobi obbligati, nutazionalmente esigenti, Gram-negativi,
asporigeni." Tutte specie di Legionella (con rare eccezioni) condividono la dipendenza da L-cisteina per la crescita, che & inoltre stimolata
dalla presenza di composti del ferro." Le legionelle crescono su diversi tipi di terreni artificiali complessi, tuttavia, il terreno che ha dimostrato
le migliori prestazioni & stato il Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) agar, contenente pirofosfato ferrico, a-chetoglutarato ed L-cisteina.?
La scelta del metodo utilizzato per il conteggio di Legionella spp. nelle acque & legata a diversi fattori, quali I'origine e le caratteristiche del
campione, lo scopo dell'indagine, il livello di sensibilita richiesta, le cariche di Legionella e di contaminanti attese; una matrice decisionale
per la scelta del metodo appropriato & descritta da ISO 11731.4

Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) agar & stato sviluppato da Feeley et al.’ e poi ulteriormente modificato da Pasculle et al. ¢ con
I'aggiunta del tampone ACES e da Edelstein’, con I'introduzione di a-chetoglutarato. Wadowsky e Yee® hanno ideato una versione selettiva
del BCYE, includendo nella formulazione glicina, vancomicina e polimixina (terreno GVP). Infine, nel 1984 Dennis et al.® hanno proposto
l'introduzione della cicloeximide rendendo il terreno ancora piu selettivo per Legionella, ottenendo il terreno GVPC.

Legionella Selective Agar AB € uno dei terreni di coltura raccomandati dalla norma ISO 11731 per I'enumerazione di Legionella su
campioni d'acqua e consiste nel terreno BCYE addizionato con una miscela di antimicrobici.

L'estratto di lievito € una fonte di azoto, carbonio e vitamine per la crescita microbica. Il carbone attivo rimuove il perossido di idrogeno

e altri prodotti tossici. Il tampone ACES é utilizzato per stabilizzare il pH, I'a-chetoglutarato e il pirofosfato ferrico stimolano la crescita

di Legionella. La L-cisteina & un aminoacido essenziale ed un'importante fonte di energia per Legionella spp. La polimixina B € un
inibitore dei batteri Gram-negativi, la cefazolina & attiva contro i batteri Gram-positivi e alcuni Gram-negativi e la pimaricina (natamicina)

e utilizzata come agente antifungino.

4 — CARATTERISTICHE FISICHE

Aspetto del terreno in piastra nero, opaco
pH finale a 20-25°C 6,8+0,2
5 - MATERIALE FORNITO - CONFEZIONI
Prodotto Tipo REF Confezioni
Legionella Selective Agar AB Piastre pronte all’'uso 549947 2 x 10 piastre g 90 mm

confezionamento primario: 2 sacchetti di cellophane
confezionamento secondario: scatola di cartone

6 - MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI
Anse, tamponi, pipette sterili da microbiologia, termostato e strumentazione di laboratorio, reattivi per il trattamento dei campioni, terreni di
coltura accessori e reagenti per I'identificazione completa delle colonie.

7 - CAMPIONI

Il terreno & destinato al conteggio di Legionella in diverse tipologie di acque: potabili, naturali, industriali, reflue ed in campioni correlati
all'acqua (ad esempio biofilm, sedimenti, ecc.).* Consultare la norma ISO 11731 per i metodi di campionamento e le procedure di trattamento
dei campioni. Applicare le norme di buona prassi di laboratorio per la raccolta, il trasporto e la conservazione dei campioni.

8 - PROCEDURA DELL’ANALISI

Portare le piastre a temperatura ambiente e lasciare asciugare la superficie del terreno.

Schematicamente, le diverse possibilita di trattamento e inoculazione dei campioni con il terreno BCYE-AB sono riassunte di seguito.

1. Per campioni con un elevato numero di Legionelle ed un basso numero di contaminanti: semina diretta del campione su una piastra di
terreno non selettivo BCYE con L-cisteina® e su una piastra di terreno selettivo BCYE-AB*.

2. Per campioni con un basso numero di Legionelle ed un basso numero di contaminanti: filtrazione su membrana e posizionamento del
filtro non trattato su piastra di terreno non selettivo BCYE con L-cisteina”, posizionamento del/i filtro/i trattato/i con acidi su una o piu
piastre di terreno selettivo o altamente selettivo (BCYE-AB* o BCYE-GVPC** o BCYE-MWY***); lavare la membrana non trattata e
trattata con acidi o con calore e seminare da 0,1 a 0,5 mL su piastra di terreno non selettivo e su piastre di uno o piu terreni selettivi ed
altamente selettivi (BCYE-AB* o BCYE-GVPC** 0 BCYE-MWY™***).

Lasciare assorbire bene I'inoculo, quindi incubare le piastre capovolte in atmosfera umida a 36 + 2°C per 7-10 giorni

Gli elementi procedurali sopra riportati sono del tutto schematici. Per i dettagli sulle tecniche di conteggio della Legionella nell'acqua, fare

riferimento allo standard ISO 11731° o ad altre linee guida applicabili.
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PIASTRE PRONTE ALL'USO: » 549945 LEGIONELLA AGAR (BCYE); *549947 LEGIONELLA AB SELECTIVE AGAR,; **549995 or 499995 LEGIONELLA SELECTIVE AGAR-GVPC ***
549948 LEGIONELLA SELECTIVE AGAR MWY-ISO

Conferma delle colonie

Un primo criterio per differenziare le colonie di Legionella € la loro incapacita di crescere, con rare eccezioni (L.oakridgensis, L. jordanis e
L. nagasakiensis, L.spiritensis), 2*'2 su terreno privo di L-cisteina. In presenza di un'unica tipologia morfologica di colonie sospette sulle
piastre del terreno di prima semina, selezionare 3 colonie e trapiantarle su piastre di Legionella Agar w/o Cysteine (REF 549943) e su
piastre di Legionella Agar (BCYE) (REF 549945) completo di cisteina. Nel caso vi fossero sul terreno di prima semina piu di una tipologia
di colonie, trapiantare sui due terreni citati almeno 1 colonia per ciascuna tipologia osservata.* Assicurarsi di non asportare il terreno di
coltura insieme alla colonia e seminare prima il terreno privo di cisteina e poi il terreno con cisteina. Incubare le piastre inoculate a 36 £ 2°C
per 2-5 giorni.*

9 - LETTURA ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Esame delle piastre

Dopo I'incubazione, osservare la crescita batterica, registrare ciascuna specifica caratteristica morfologica e cromatica delle colonie.

Le colonie di Legionella spp. appaiono sulle piastre dopo 2 giorni di incubazione. E molto raro che le colonie appaiano dopo 5 giorni di
incubazione. Alcuni ceppi possono richiedere fino a 10 giorni di incubazione prima che compaia la crescita, tuttavia questo & un evento
estremamente raro. E quindi ragionevole ispezionare le piastre nei giorni da 2 a 5 e poi di nuovo al giorno 10.* Nelle prime 24-36 ore di
incubazione I'osservazione della piastra al microscopio con luce incidente che illumina la superficie dell'agar ad angolo acuto puo aiutare
nel riconoscimento delle colonie di Legionella e dei contaminanti.

Le colonie di Legionella, in linea di massima, appaiono bianco-grigio, rotonde con bordi interi, lucenti, bombate di diametro da 1 a 4 mm.
Generalmente e soprattutto nei primi 2 giorni di incubazione il bordo mostra una iridescenza rosa o blu-verde mentre il centro & grigio
opalescente con un aspetto simile al vetro smerigliato. Osservate sotto lampada UV (366 nm), alcune specie (L. anisa, L. bozemanii, L.
cherrii, L. dumoffii, L. gormanii, L. gratiana, L. parisiensis, L. steigerwaltii and L. tucsonensis) mostrano una autofluorescenza blu-bianca,
altre (L. erythra and L. rubrilucens) una autofluorescenza rosso vivo. Le colonie di L. pneumophila appaiono di colore verde opaco spesso
sfumato di giallo. Il colore della fluorescenza pud aiutare a differenziare le colonie in campioni contenenti diverse specie di Legionella.
Con il prolungamento del tempo di incubazione, le colonie diventano piu larghe, il centro assume un colore bianco crema e perdono gran
parte della loro iridescenza. Una caratteristica comune alle colonie di Legionella € la difficolta a prelevarle con I'ansa dalla superficie
dell’agar.

Per i dettagli del conteggio di Legionella spp. nelle acque consultare la norma ISO 11731.4

Conferma delle colonie

Dopo l'incubazione, considerare come Legionella spp. le colonie che, trapiantate sui due terreni sopra indicati, sviluppano crescita sul
terreno con cisteina e non sviluppano crescita sul terreno senza cisteina.

L'identificazione presuntiva deve essere completata mediante colorazione di Gram, effettuata su colonie prelevate dal terreno contenente
cisteina: le cellule di Legionella appaiono come bastoncini Gram-negativi con colorazione scarsa o debole, che possono essere filamentosi
nelle colture pit vecchie.*

10 - CONTROLLO QUALITA DELL’UTILIZZATORE

Ciascun lotto del prodotto qui descritto & rilasciato alla vendita dopo I'esecuzione del controllo qualita che ne verifica la conformita alle
specifiche. E comunque facolta dell’'utilizzatore eseguire un proprio controllo di qualita con modalita in accordo alle normative vigenti in
materia, alle regole dell’accreditamento ed in funzione della propria esperienza di Laboratorio. Qui di seguito sono riportati alcuni ceppi utili
per il controllo di qualita.

INCUBAZIONE
CEPPI DI CONTROLLO T/ t/ ATM SPECIFICHE
L. pneumophila ATCC 33152 35-37°C/44-48H /A crescita, colonie grigio/bianco-bluastre
L. anisa ATCC 35292 35-37 °C/3-5days /A crescita, colonie grigio/bianco-bluastre
E. coli ATCC 25922 35-37°C/3days/A parziale inibizione
E. faecalis ATCC 319433 35-37°C /3 days/A totalmente inibito

A: incubazione in aerobiosi; ATCC & un marchio registrato di American Type Culture Collection

11 - CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI

Prima del rilascio alla vendita, un campione rappresentativo di tutti i lotti di terreno in piastra Legionella Selective Agar AB ¢ testato per la
produttivita e la selettivita, comparando i risultati con il terreno non selettivo BCYE (Reference Batch-RB).

La produttivita del Test Batch-TB € valutata con metodo quantitativo con i seguenti ceppi target: L. pneumophila ATCC 33152, L. anisa
ATCC 35292. |l lotto di prova ed il lotto di riferimento vengono inoculati con appropriate diluizioni decimali in soluzione acquosa delle
sospensioni delle colonie e incubati a 35-37° C per 44-48 ore (L. pneumophila) e 3-5 giorni (L. anisa). Le colonie vengono enumerate su
entrambi i lotti e viene calcolato il rapporto di produttivita (Pr = CFU+rg / CFUgg). Se Pr e 20,5 i risultati sono considerati accettabili e conformi
alle specifiche.

Per valutare la selettivita del terreno vengono seminate con metodo Miles Misra modificato appropriate diluizioni di una sospensione con
densita pari a McFarland 0,5 dei seguenti ceppi non-target: E. faecalis ATCC 19433, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853.
Dopo incubazione a 35-37°C per 3 giorni in aerobiosi la crescita di P. aeruginosa ed E. coli risulta parzialmente inibita mentre E. faecalis &
totalmente inibito.

12 - LIMITI DEL METODO

= Alcune Legionelle non possono essere coltivate sui normali terreni di coltura e sono state definite Legionella-like amoebal pathogens
(LLAPs), perché crescono in alcune specie di ameba.®

Le colonie di Legionella coltivate su filtri a membrana bianca possono avere un aspetto diverso da quelle che si sviluppano su un filtro
con fondo nero o scuro.

Non incubare il terreno con concentrazioni di CO, superiori al 2,5% poiché la crescita di L. pneumophila pud essere inibita.®

La glicina contenuta nel terreno puo inibire alcuni ceppi non pneumofili.?

Non tutti i campioni positivi per Legionella possono essere individuati con un unico metodo di coltura. Una combinazione di terreni non
selettivi e selettivi & fortemente raccomandata. '21°
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= Le piastre con crescita caratteristica e con colonie presumibilmente identificate come Legionella, devono essere sottoposte a test di
conferma con tecniche biochimiche, immunologiche, molecolari o di spettrometria di massa. Se pertinente, eseguire test di sensibilita agli
antibiotici.

13 - PRECAUZIONI ED AVVERTENZE

Il prodotto qui descritto € destinato ai controlli microbiologici, & per uso professionale e deve essere usato in laboratorio da operatori
adeguatamente addestrati, con metodi approvati di asepsi e di sicurezza nei confronti degli agenti patogeni.

Il prodotto qui descritto non & classificato come pericoloso ai sensi della legislazione vigente.

Trattare tutti i campioni come potenzialmente infettivi.

Quando si manipolano le colture di Legionella, & importante evitare la formazione di aerosol. Pulire e disinfettare accuratamente tutte le
aree di lavoro.

L'ambiente di laboratorio deve essere controllato in modo da evitare contaminazioni con il terreno e con gli agenti microbici.

La singola piastra del prodotto qui descritto € monouso.

Le piastre pronte all’'uso non sono da considerare un “prodotto sterile” non essendo soggette a sterilizzazione terminale ma un prodotto
a biocontaminazione controllata, nei limiti di specifiche definite ed indicate sul documento di Controllo Qualita del prodotto.

Sterilizzare le piastre dopo I'uso e prima della loro eliminazione. Smaltire le piastre non utilizzate e le piastre seminate con i campioni o
con i ceppi di controllo in accordo alla legislazione vigente in materia.

| Certificati d’Analisi e la Scheda di Sicurezza del prodotto sono disponibili sul sito www.biolifeitaliana.it.

Le informazioni contenute in questo documento sono state definite al meglio delle nostre conoscenze e capacita e rappresentano una
linea guida al corretto impiego del prodotto, ma senza impegno o responsabilita. L'utilizzatore finale deve in ogni caso, rispettare le leggi,
i regolamenti e le procedure standard locali per 'esame dei campioni raccolti dai diversi distretti organici umani ed animali, dei campioni
ambientali e dei prodotti destinati al consumo umano o animale. Questo vale anche in relazione a eventuali diritti di terzi. Le nostre
informazioni non esonerano I'utilizzatore finale dalla sua responsabilita di controllare I'idoneita dei nostri prodotti allo scopo previsto.

14 - CONSERVAZIONE E VALIDITA

Dopo il ricevimento, conservare nella confezione originale a 2-8°C al riparo dalla luce diretta. In queste condizioni il prodotto € valido fino
alla data di scadenza indicata in etichetta. Dopo I'apertura del sacchetto di plastica, le piastre possono essere usate entro 7 giorni, se
conservate in ambiente pulito a 2-8°C. Non utilizzare le piastre se il sacchetto di plastica &€ danneggiato, non utilizzare le piastre rotte. Non
utilizzare le piastre oltre la data di scadenza. Non utilizzare le piastre se vi sono segni evidenti di deterioramento (es.: contaminazione,
eccessiva umidita, eccessiva disidratazione, rotture dell’agar, colore alterato).
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