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Omowienie wytycznych normy
PN-EN ISO 11731:2017 dla laboratoriow

Opracowanie przygotowane przez Firme Doradcza ISOTOP s.c.
przy wspolpracy z mikrobiologiem Pania Anna Kozlowska.
www.isotop.pl

WYDANIE I
Gdansk, grudzien 2018

Uwaga! - informacje zawarte w opracowaniu nie sa kopia
normy i nie zwalniaja laboratoriow z jej posiadania
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Opracowanie w calosci ani we fragmentach nie moze by¢ powielane ani
rozpowszechniane za pomoca urzadzen elektronicznych, mechanicznych,
kopiujacych, nagrywajacych i innych, w tym réwniez nie moze by¢ umieszczane ani
rozpowszechniane w postaci cyfrowej, zarowno w Internecie, jak i w sieciach
lokalnych, bez pisemnej zgody Firmy Doradczej ISOTOP s.c.
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Koncentrat nalezy podzieli¢ na 3 porcje. Jedna zostaje nie ruszana. Jedna poddaje
sie dzialaniu wysokiej temperatury, a kolejna dziataniu kwasu.

UWAGA Z filtra membranowego bakterie mozna rowniez Sciaga¢ za pomocg
zdrapywania lub Scierania.

UWAGA Tam gdzie filtracja nie jest mozliwa (np. z uwagi na duza iloS¢ czastek
w wodzie) probke mozna odwirowac.

UWAGA Technike wymywania kwasem mozna zastosowac bezposrednio w leju na
filtrze membranowym.

| Przygotowanie probki |

1. Poddawanie dzialaniu wysokiej temperatury.

Probke (zageszczona lub nie) umieszcza sie w sterylnym naczyniu i w tazni (50 %
1) °C na (30 * 2) min. Male objetosci (< 5 ml) powinny by¢ stosowane by zapewnic
krotki czas do osiagniecia przez probke wymaganej temperatury). Jesli wiele probek
poddaje sie¢ dzialaniu temperatury na jeden raz lub gdy stosuje sie duze objetosci
probki lub scianki stosowanych naczyn sa grube nalezy monitorowacé temperature
w oddzielnym naczyniu, a czas odmierza sie od momentu osiagniecia przez probke
wymaganej temperatury. Pojemniki z duza objetoscia probki lub grubymi Sciankami
powinny zostac¢ schlodzone, aby uniknac¢ przegrzania po wyjeciu z tazni.

2. Dzialanie kwasem

Rozcienczy¢ jedna objetoS¢  probki (zageszczonej lub  niezageszczonej)
w 9 objetosciach roztworu kwasu (wedlug Zalacznika D), dobrze wymieszac
i zostawi¢ na (5 + 0,5) min. Jesli rozcienczona, potraktowana kwasem préobka jest
wykorzystana do szacowania ostatecznego wyniku Legionella w probce nalezy
uwzgledni¢ wspolczynnik rozcienczenia. Mozna zastosowac objetosci wieksze niz
0,1 ml do posiana na plytke aby obnizy¢ granice wykrywalnosci. Dzialaniu kwasem
probke mozna poddac tez bezposrednio w leju na filtrze. Nalezy rozla¢ dookota na
filtr 30 ml roztworu kwasu (wedlug Zalacznika D) pozostawi¢ na (5 + 0,5) min.,
a nastepnie przefiltrowa¢ kwas. Kolejno nalezy sptukac filtr stosujac przynajmniej
20 ml rozcienczalnika (wedlug Zalacznika C) Wazne jest aby rozcienczalnik nie
sptukat z powierzchni leja tego, co nie miato kontaktu z kwasem.

POZYWKI

Wybor techniki do okreslania liczby Legionella w wodzie zalezy od
charakteru/pochodzenia probki i celu badania. Nalezy podja¢ probe oszacowania
mikroflory towarzyszacej w oparciu o doswiadczenie i pochodzenie/rodzaj probki.
Nalezy takze zastanowi¢ sie nad wymaganym poziomem wykrywalnosci, aby byt jak
najnizszy.

Zalacznik J do normy pomaga dobrac¢ odpowiednia metode.
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Z uwagi na obnizenie granicy wykrywalnosci mozliwe jest zastosowanie
wielokrotnosci plytek z danym podlozem.

Probki o wysokiej zawartoSci bakterii Legionella i niskiej liczbie bakterii
mikroflory towarzyszacej.

Jesli liczba bakterii Legionella spodziewana jest na poziomie 104 jtk/1 nalezy probke
posiac¢ bez wstepnego przygotowania. Nalezy posiac i rozetrze¢ od 0,1 ml do 0,5 ml
probki na podloze BCYE i 1 plytke BCYE+AB. Zanotowac objetos¢ probki.

Probki o niskiej liczbie bakterii Legionella i niskiej liczbie bakterii
interferujacych.

Najlepiej zastosowacé bezposrednia filtracje i umiescic filtr na podtozu BCYE. Filtry
potraktowane kwasem nalezy poltozy¢ na wiecej niz jednej plytce z selektywnym lub
bardzo selektywnym podlozem BCYE+AB lub GVPC lub MWY.

Zastosowanie posiewu filtra membranowego po procedurze wymywania

Posiac¢ i rozetrzec¢ 0,1 ml do 0,5 ml kazdej zageszczonej probki (nie przygotowywane;j
wstepnie, poddanej dzialaniu wysokiej temperatury i poddanej dzialaniu kwasu)
z filtra membranowego z procedura wymywania na jedng plytke agaru BCYE i na
jedna lub wiecej na podloze selektywne lub bardzo selektywne BCYE+AB lub GVPC
lub MWY. Zanotowac posiana objetosc.

Probki z duza iloScia mikroorganizmoéow interferujacych.

Probki z duzg zawartoscia mikroorganizméw niezatezonych (bezposrednio),
zatezonych lub rozcienczonych (1:10). Kazda probki nalezy podzielic na 3 czesci.
Jedna czesS¢ zostaje nie ruszona, druga poddana dzialaniu wysokiej temperatury,
a trzecia dzialaniu kwasu. Posia¢ i rozetrze¢ 0,1 ml do 0,5 ml kazdej porcji
podprobki na jedna pltytke GVPC lub MWY. Nalezy zanotowac posiana objetosc.

Probki z ekstremalnie wysoka iloScia mikroorganizmow interferujacych.

Probki takie niezatezone i rozcienczone (1:10 i 1:100) po wczesSniejszym
przygotowaniu z zastosowaniem temperatury i kwasu. Wazne jest, aby schlodzic¢
probke potraktowana wysoka temperatura do temperatury pokojowej przed
poddaniem prébki dzialaniu kwasu. Przygotowaé rozcieniczenia w sterylnym
rozcienczalnikiem bezposrednio po potraktowani kwasem (wedtug zatacznika C).

Probki nalezy dobrze wymieszac przez wytrzasanie stosujac mieszadlo typu vortex
lub w lazni ultradzwickowej. W razie potrzeby nalezy dodac (tylko aby przykry¢ dno
kontenera) sterylne kulki szklane do probek, aby wspomoéc dezagregacje materiatu.
Posiac i rozetrze¢ 0,1 ml do 0,5 ml kazdej porcji na jedng plytke GVPC lub jedna
plytke MWY. Nalezy zanotowac posiana objetosc.

Inkubacja

Plytki po posianiu nalezy zostawi¢ do wchloniecia plynu, potem nalezy probki
odwroci¢ i inkubowa¢ w temperaturze (36 + 2) °C przez 7 do 10 dni. Wazne, aby
podczas inkubaciji wytworzy¢ odpowiednie warunki wilgotnosciowe, a tym samym
zapobiec przesuszeniu (odwodnieniu) plytek np. poprzez umieszczenie ich
w kontenerze /tubusie z nasaczona tkanina np. ligning.
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UWAGA - dane z walidacji procesu uzyskane poprzez zaszczepienie sztuczne probek
nie wykazaly réznic pomiedzy wzrostem drobnoustrojéow podczas inkubacji 7 dni
i po inkubacji 10 dni. Jednakze probki naturalne zawierajace dzikie szczepy
Legionella moga wymagac pelnych 10 dni inkubacji, aby wykazac¢ wzrost.

Analiza plytek

Pierwsze ogladanie plytek powinno sie odby¢ albo na 2,3,4 lub piaty dzien,
a ostateczny odczyt na koniec. Wykonuje sie to po to, aby moéc zidentyfikowac
przerost na plytce. Ostateczny wynik iloSciowy mozna podac¢ dopiero na koniec
okresu inkubacji. Zakres dla oznaczenia iloSciowego podaje tabela H.1. Chociaz
Legionella rosnie powoli i jej wzrost moze byC przestoniety przez inne
mikroorganizmy dlatego tez zaleca sie¢ zastosowanie mikroskopu ze Swiatlem
padajacym ukosnie.

Nalezy zanotowac liczbe wszystkich bakterii bedacych potencjalnymi Legionella.

Dla probek, w ktorych spodziewamy sie wysokiej liczby mikroflory towarzyszacej
pierwsze odczytanie plytek powinno nastapic¢ juz po dwoch dniach, aby okreslic czy
konieczne beda rozcienczenia. Nalezy jednak mie¢ na wuwadze potencjalnie
negatywny wplyw konserwacji probki lub koncentratu przez okres dwoéch kolejnych
dni.

Kolonie bakterii Legionella sa bialo-szare zasadniczo ale czasem moga mie¢ inny
kolor. Sa gladkie na calej powierzchni i maja charakterystyczny krysztatowy wyglad.
W sSwietle UV niektore gatunki (L. anisa, L. bozemanii, L. cherrii, L. dumoffii,
L. gormanii, L. gratiana, L. parisiensis, L. steigerwaltii iL. tucsonensis)
autofluorescencyjnie olSniewajaco biale. L. erythra ilL. rubrilucens ma kolonie
czerwone. L. pneumophila sa matowo zielone iczesto z zoltym zabarwieniem.
Fluorescencja pomaga rozrozni¢ kolonie w probkach z duza iloscia roznych
gatunkow Legionella. Aby zabezpieczyC kolonie Legionella przed zabiciem Iub
uszkodzeniem, a tym samym przed niewykryciem, plytki nie powinny by¢
wystawiane na dzialanie swiatla UV przez czas dluzszy niz to niezbedne.

Norma ©podaje, 2ze nowe gatunki Legionella moga wykazywac cechy
charakterystyczne inne niz te opisane powyzej.

Potwierdzenie potencjalnych kolonii Legionella na agarze BCYE i BCYE
z cysteina.

Nalezy przesiac z plytki/plytek wykazujacych najwieksza liczbe potencjalnych
Legionella w objetosci wody. Gdy mamy tylko jeden rodzaj kolonii nalezy wybrac
3 z nich, a jesli na plytce wyroslo wiecej kolonii morfologicznie wskazujacych na
potencjalne Legionella, nalezy wybra¢ przynajmniej po jednej kolonii z kazdego typu.
Nalezy je przesia¢ na plytke BCYE i plytke BCYE z cysteing (w zalaczniku B.2
opisane sa pozywki alternatywne). Nalezy uwazac¢ aby z kolonia nie pobra¢ pozywki
i najpierw wykona¢ przesiew na plytke z BCYE z cysteing a nastepnie na BCYE.
Plytki nalezy inkubowac¢ w temperaturze (36 * 2) °C przez 2 do S dni. Bra¢ pod
uwage tylko te kolonie Legionella, ktéore rosna na pozywce BCYE, a nie rosna na
podlozu BCYE -cys (bez cysteiny). Nalezy zanotowaé¢ wynik dla kazdej ptytki. Jesli
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CZESC IV

POPULARNE METODY USUWANIA BAKTERII LEGIONELLA Z
INSTALACJI

Na statkach, gdzie gromadzona jest woda w zbiornikach. W budynkach, w ktérych
przebywa duzo ludzi jak hotele, pensjonaty powinna zostac¢ przeprowadzona analiza
ryzyka pod katem zagrozenia bakteriami z rodzaju Legionella. Powinny zostac
zidentyfikowane punkty kontrolne. Instalacje powinny podlegac przegladom,
a okresowo nalezaloby przeprowadza¢ dezynfekcje systemu. Wiele krajow
opublikowalo specjalne przewodniki moéwiace o sposobach obnizenia ryzyka
zakazania bakteriami np. z wiez chlodniczych. Dodatkowo podawane sa informacje
jak postepowac podczas projektowania urzadzen oraz serwisu, aby zminimalizowac
ryzyko zakazenia. Takie przewodniki podaja zazwyczaj rowniez sposob postepowania
w naglych wypadkach, jesli juz dojdzie do zakazenia instalacji.

Zaleca sie w nich kontrole temperatury wody, przeglady, kontrolne pobieranie
probek, przeplukiwanie instalacji aby zapobiega¢ zastoinom wodnym itp.

Techniki wykorzystywane do usuwania Legionell

- hiperchlorowanie (szokowe i ciggle)

- szok termiczny

- dwutlenek chloru

- jonizacja z zastosowaniem miedzi i srebra
- nadtlenek wodoru i jony srebra

- promieniowanie ultrafioletowe.

Tabela 1: Wplyw temperatury wody na usuwanie bakterii Legionella:

Temperatura wody Czas obumierania Legionella
55°C 20 min.
57,5°C 6 min.
60°C 2 min.
70°C sekundy

Aby zapobiec zakazeniom, instalacje wodno-kanalizacyjne i klimatyzacyjne powinny
by¢ projektowane tak, by temperatura zimnej wody nie byla wyzsza niz 20 °C,
a woda goraca miata powyzej 55 °C. Nalezy izolowac rury z zimng i ciepla woda, by
zimna woda nie podgrzewala sie do temperatur odpowiednich dla namnazania
bakterii.
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