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MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

EINFUHRUNG
BCYE Agar (BCYE-Agar (BCYE = Buffered Charcoal Yeast Extract; gepufferter Holzkohle-Hefeextrakt)
dient zur Isolierung und Kultivierung der Legionella-Spezies.

LEISTUNGSPRUFUNG
1. Reprasentative Proben mit den nachstehend aufgefiihrten Kulturen inokulieren.
a. Jeder Platte 0,1 mL einer Kultur mit 30 bis 300 KBE/O, 1 mL hinzufligen und zur Inokulation
mit einem sterilen Glasverteiler ausstreichen.
b. Platten bei 35 + 2 °C aerob inkubieren.
c. Jeweils Platten einer zuvor getesteten Charge mit BCYE Agar und Trypticase-Sojaagar mit
5 % Schafblut als positive bzw. negative Wachstumskontrollen mittesten.
2. Die Platten nach 18 bis 24 h und 48 bis 72 h auf Wachstum, Pigmentierung und Fluoreszenz
untersuchen.
3. Zu erwartende Ergebnisse
CLSI-Kontrollorganismen (ATCC-Stamme)

*Legionella Wachstum nach 72 h**; Kolonien sind weiB-grau, grau bis blaugrau.
pneumophila

(33152)

*Fluoribacter Wachstum nach 72 h; Kolonien sind weiB3-grau, grau bis blaugrau, blau-
(Legionella) bozemanae  weiBe Fluoreszenz unter langwelligem UV-Licht.

(33217)

Tatlockia Wachstum nach 72 h

(Legionella) micdadei

33204

Weiterer verwendeter Stamm

Fluoribacter Wachstum; Kolonien sind weiB-grau, grau bis blaugrau Blau-weiBe
(Legionella) dumoffii Fluoreszenz nur der Kolonien unter langwelligem UV-Licht.

ATCC 33279

* Empfohlener Stamm des Mikroorganismus fur Qualitatssicherung durch den Anwender.
** Der CLSI-Standard M22-A3 beschreibt zudem ,gelb-griine Fluoreszenz unter langwelligem UV-Licht.” Tatsachlich fluoresziert diese Spezies nicht."

Dem CLSI-Subkomitee wurde diese Diskrepanz mitgeteilt.
HINWEIS: GemaB CLSI M22-A3 wird ausdricklich empfohlen, dass der Anwender
Qualitatskontrolltests fur Medien durchfihrt, die keinem Kontrolltest unterliegen und fur
anspruchsvolle Organismen wie beispielsweise Legionella sp. verwendet werden.

ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE

1. Die Agarplatten, wie unter ,Haltbarkeit des Produkts” beschrieben, begutachten.

2. Die reprasentativen Platten auf sichtbare Beschadigungen prufen, durch die ihre Verwendung
beeintrachtigt werden kénnte.

3. Den pH-Wert mit dem Potentiometer bei Raumtemperatur darauf Uberprifen, ob ein Bereich
von 6,9 + 0,2 eingehalten wird.

4. Die Festigkeit der Agarplatten wahrend der Inokulation beachten.

5. Unbeimpfte reprasentative Platten 72 h bei 35 x 2 °C inkubieren und auf mikrobielle
Kontamination untersuchen.

PRODUKTINFORMATIONEN

VERWENDUNGSZWECK

Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) Agar (BCYE Agar) dient zur primaren Isolierung und
Kultivierung von Legionella pneumophila und anderen Legionella-Spezies aus Umgebungsproben
und klinischen Proben.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

BCYE Agar basiert auf Edelsteins Modifizierung der zuvor beschriebenen Medien. 1979 beschrieben
Feely et al. Holzkohle-Hefeextrakt-Agar (Charcoal Yeast Extract; CYE) als Modifikation eines
bestehenden Mediums, F-G-Agar." Sie ersetzten die Starke in F-G-Agar durch Aktivkohle und
Hefeextrakt durch Caseinhydrolysat, was zu einer besseren Isolierung von L. pneumophila fihrte.
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1980 berichtete Pasculle, dass CYE-Agar durch Pufferung des Mediums mit dem ACES-Puffer
verbessert werden konnte.’ Ein Jahr spater konnte Edelstein die Empfindlichkeit des Mediums zur den
Zusatz von alpha-Ketoglutarat (BCYE Agar) noch weiter verbessern.*

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

BCYE Agar ist ein angereichertes Medium zur Isolierung und Kultivierung der Legionella-Spezies.
Hefeextrakt liefert das zur Wachstumsférderung wichtige Protein und andere Nahrstoffe. L-Cystein,
eine essenzielle Aminosaure, und l6sliches Eisenpyrophosphat, ein Eisenzusatz, sind zur Erftllung
bestimmter ernahrungsspezifischer Bedurfnisse der Legionella-Spezies integriert. Alpha-Ketoglutarat
wird zur Wachstumsstimulierung hinzugefligt. Aktivkohle wandelt Wasserstoffperoxid, ein
Stoffwechselprodukt, das fur die Legionella-Spezies toxisch ist, um und kann zudem Kohlendioxid
binden und die Oberflachenspannung verandern. ACES-Puffer wird zum Erhalt des korrekten pH-
Wertes fur ein optimales Wachstum zugesetzt.

REAGENZIEN

BCYE Agar

Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser
Hefeextrakt.....ccoooeeiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee e, 10,0 g
L-Cystein-HCl ......coooieieiee e 04 g
Eisen (ll)-Pyrophosphat..........ccceecieeiiiiiininiiennn. 0,25 g
ACES PUFfer ...oiiiiiii e 10,0 g
AKtIVKONIE......coiieeee i, 2,0 g
Alpha-Ketoglutarat........cc.oocoeiiiiiiiniiieeeceee, 1,0 g
AGAT e 15,0 g

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder ergéanzt auf die geforderten Testkriterien.

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen
In-vitro-Diagnostikum.

Wenn GbermaBige Feuchtigkeit vorhanden ist, das Unterteil umdrehen, versetzt auf den Deckel legen
und in der Luft trocknen lassen, um zu verhindern, dass wahrend der Inkubation eine Abdichtung
zwischen dem Deckel und dem Unterteil entsteht.

Klinische Proben kénnen pathogene Mikroorganismen, wie z.B. Hepatitis-Viren und HIV, enthalten.
Beim Umgang mit allen mit Blut oder anderen Kérperflussigkeiten kontaminierten Artikeln sind die
+Allgemeinen VorsichtsmaBnahmen”*® sowie die einschlagigen Institutionsrichtlinien zu beachten.
Gebrauchsfertige Agarplatten, Probenbehalter und sonstige kontaminierte Materialien nach der
Verwendung im Autoklaven sterilisieren und erst dann entsorgen.

Aufbewahrung

Agarplatten nach Erhalt bei 2 - 8 °C im Dunkeln aufbewahren. Nicht einfrieren oder Uberhitzen. Erst
unmittelbar vor Gebrauch 6ffnen. Vor Lichteinwirkung schiitzen. Gebrauchsfertige Platten, die bis zur
Verwendung in der Originalverpackung bei 2 — 8 °C aufbewahrt wurden, kénnen bis zum
Verfallsdatum inokuliert und fur die empfohlene Inkubationsdauer inkubiert werden. Medium vor
der Inokulation Raumtemperatur annehmen lassen.

Haltbarkeit des Produkts
Agarplatten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknung oder
sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

VIII PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Zur Probenentnahme wurden eine Vielzahl von Abstrichtupfern und Behéltern entwickelt. Die
Probenentnahme sollte vor der Behandlung mit Antibiotika erfolgen. Fir einen umgehenden
Transport zum Labor ist zu sorgen. Mehrere Aufbewahrungsmedien oder Transportsysteme, wie
beispielsweise die Probenentnahme- und Transportprodukte von BBL, werden fir die Verlangerung
der Lebensdauer von Mikroorganismen empfohlen, wenn eine signifikante Verzégerung zwischen
Entnahme und endgultiger Kultivierung zu erwarten ist.

Einzelheiten zur Probenentnahme und -handhabung sind der einschldgigen Fachliteratur zu
entnehmen.*”

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial

BCYE Agar

Bendtigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial

Zuséatzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen und Laborgerate nach Bedarf.
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Testverfahren
Aseptisch vorgehen.

Die Agarflache sollte glatt, fest und feucht sein, jedoch ohne Uberschussige Feuchtigkeit.

Die Probe nach dem Eintreffen im Labor schnellstmdglich kultivieren. Zur Kultivierung einer Probe
von einem Ausstrichtupfer das Medium inokulieren, indem der Ausstrichtupfer Gber ein Drittel der
Agarflache gerollt und die restliche Platte dann ausgestrichen wird, um isolierte Kolonien zu
erhalten. Material, das nicht von Ausstrichtupfern kultiviert wird, kann mit einer sterilisierten
Inokulationsése auf das Medium ausgestrichen werden. Die Ausstrichplattenmethode dient primar
zur Gewinnung von isolierten Kolonien aus Proben mit Mischflora.

Die Platten umgedreht (mit der Agarseite nach oben) mindestens 3 Tage bei 35 + 2 °Cinkubieren.
Wachstum lasst sich Ublicherweise innerhalb von 3 bis 4 Tagen beobachten, es kann jedoch bis zu
2 Wochen dauern.

Qualitatssicherung durch den Anwender
Siehe ,,MaBnahmen zur Qualitatskontrolle”.

Es sind die geltenden gesetzlichen und behoérdlichen und die in den Akkreditierungsbedingungen
festgelegten Vorschriften zur Qualitatskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben zur
Qualitatskontrolle zu beachten. Benutzer sollten die relevanten CLSI-Dokumente und CLIA-
Vorschriften Uber geeignete Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

ERGEBNISSE

Nach hinreichender Inkubation sollten die Platten in Ausstrichbereichen isolierte Kolonien und in
stark inokulierten Bereichen ineinander Ubergehendes Wachstum zeigen. Legionella pneumophila
bildet kleine bis groBe, glatte, farblose bis blasse, blau-graue, leicht mukoide Kolonien. Néhere
Informationen finden Sie in der Literatur zur Morphologie, dem Vorhandensein und der Farbe der
Fluoreszenz usw. anderer Spezies.'""

Zur Bestatigung der Befunde sollten eine Gramfarbung, biochemische Tests sowie serologische
Verfahren durchgefuihrt werden.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Mit der priméren Platte konnen einige Diagnosetests durchgefiihrt werden. Fur biochemische Tests
und andere Nachweisverfahren wird jedoch die Verwendung einer Reinkultur empfohlen. Detaillierte
Informationen und empfohlene Verfahren sind der einschlagigen Fachliteratur zu entnehmen.”"*

LEISTUNGSMERKMALE

Vor der Freigabe werden alle Chargen von BCYE Agar auf ihre Leistungsmerkmale getestet.
Reprasentative Proben der Charge werden mit Zellsuspensionen von Legionella getestet, die durch
Verteilung der Zellsuspension Uber die Agarflache inokuliert werden, wobei die Zellsuspension zuvor
in normaler Kochsalzlésung auf 30 bis 300 KBE/Platte verdinnt wird. Die Platten werden 3 Tage lang
bei 35 - 37 °Cin einer aeroben Atmosphére inkubiert. Ein méaBiges bis starkes Wachstum und die
korrekte Farbe der Kolonien und der Fluoreszenz unter langwelligem UV-Licht lasst sich beobachten.

XIIl LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr. Beschreibung
221808  BBL BCYE Agar, Packung mit 10 Platten
215102 BBL BCYE Agar, Karton mit 100 Platten
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