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ANVANDNINGSINSTRUKTIONER

BCSA

BURKHOLDERIA CEPACIA SELECTIVE AGAR

Fardiga plattor

1 — AVSEDD ANVANDNING

Produkt for In vitro-diagonstik. Selektivt och differentiellt medium for
bestamning av frdnvaro av Burkholderia cepacia complex (Bcc) i icke-sterila
farmaceutiska produkter enligt USP-metoden och for isolering av Bcc i kliniska
prover, huvudsakligen fran luftvagarna.

2 — TYPISK SAMMANSATTNING *

Kaseinpepton 10g

Jastextrakt 159

Laktos 10g

Sackaros 109

Natriumklorid 59

Fenolrott 0,08 g

Kristallviolett 0,002 g

Agar 115¢

BCSA: B.cepacia-stammar: till vanster laktos/sukros-positiva till Vankom_y(_:m 010025 9
hoger laktos/sukros-negativa. Gentamicin 0,010g
Polymyxin B 600,000 UI

Renat vatten 1 000 ml

*Formuleringen kan justeras och/eller kompletteras for att uppfylla de prestandakriterier som krévs.

3 — PRINCIP FOR METODEN OCH FORKLARING AV FORFARANDET

Burkholderia cepacia-komplexet (Bcc) ar en grupp aeroba, gramnegativa, oxidas- och katalaspositiva stavar som omfattar 20 arter som
fenotypiskt &r nastan omdojliga att skilja &t och som kan indelas i nio genomovarer*

Bcc har hég metabolisk mangsidighet, stor spridning i miljon och varierande virulens. Dessutom har medlemmar av B.cepacia-komplexet
féormagan att bilda biofilmer i farmaceutiska vattensystem samt férmagan att évervinna antimikrobiella konserveringssystem och vara
resistenta mot desinfektionsmedel.?

Arterna i Bcc-gruppen &r opportunistiska patogener hos mekaniskt ventilerade patienter, immunsupprimerade, spadbarn, aldre och personer
med allvarliga underliggande sjukdomar.? Bcc orsakar allvarliga infektioner hos patienter med cystisk fibros och kronisk granulomatés
sjukdom. Tva Bcc-medlemmar, B.cenocepacia och B.multivorans, star for mer an 85% av infektionerna vid cystisk fibros.®

I en undersokning fran 2012 analyserades de rapporterade aterkallelserna fran den amerikanska marknaden av icke-sterila farmaceutiska
produkter, kosmetika, medicintekniska produkter och kosttillskott for mikrobiologiskt relaterade problem under en 7-arsperiod: majoriteten
av dessa aterkallelser (72 %) var forknippade med oacceptabla mikroorganismer och férekomsten av B.cepacia var den mest frekventa
handelsen (34 %).*

Flera aterkallelser av icke-sterila farmaceutiska produkter har ocksa rapporterats under senare ar.>®

FDA var tillrackligt oroad 2017 for att utfarda ett radgivande meddelande om farorna med Bcc-kontaminering av vattenhaltiga, icke-sterila
lakemedelsprodukter’.

Som svar pa intressenternas dnskemal publicerades en testmetod for bestamning av frdnvaro av Burkholderia cepacia-komplex 2019 i
kapitel <60> i USP, for att definiera testforfaranden och medieformuleringar® . Bland de olika odlingsmedier som beskrivs for isolering av
B.cepacia, namligen MAST, BCA, OFPBL, BCSA, féll valet pa det senare pa grund av dess férmaga att stodja en snabbare tillvaxt av Bcc-
isolat och att undertrycka andra respiratoriska organismer,2910:11

BCSA Burkolderia Cepacia Selective Agar ar beredd enligt den formel som beskrevs av Heny 1997° och uppfyller kraven i USP <60>8,
BCSA innehaller peptoner som ger naringsamnen for tillvaxt av Burkholderia cepacia och andra mikroorganismer. Laktos och sackaros
oxideras av de flesta Bcc-isolat och de sura slutprodukterna resulterar i att mediet skiftar fr&n orange till gult pa grund av néarvaron av pH-
indikatorn fenolrétt. Kristallviolett tillsétts for att hAmma tillvéaxten av grampositiva organismer; antimikrobiella &mnen som vankomycin,
gentamicin och polymyxin B tillsatts for att hAmma andra organismer an Bcc.

BCSA 4&r avsett for bestamning av franvaro av Burkholderia cepacia-komplex (Bcc) i icke-sterila farmaceutiska produkter enligt USP-
metoden® och for isolering av Bcc i kliniska prover, huvudsakligen fran luftvdgarna, hos patienter med cystisk fibros och andra
luftvagssjukdomar.1?13

4 — FYSISKA EGENSKAPER
Medelstort utseende
Slutligt pH vid 25 °C

rod-orange, klar
6,8+0,3

5 — MATERIAL SOM TILLHANDAHALLS

Produkt Typ REF Forpackning

BCSA Burkolderia Cepacia Selective Agar Fardiga plattor 541153 2 x 10 plattor g 90 mm

Primér férpackning: 2 cellofanpésar
Sekundar férpackning: kartong
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6 — MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE TILLHANDAHALLS
Sterila slingor och pinnar, inkubator och laboratorieutrustning efter behov, kompletterande odlingsmedier och reagenser for identifiering av
kolonierna.

7 —PROVER

Farmaceutiska prover: icke-sterila produkter fér inandning eller vattenhaltiga beredningar for oral, oromukosal, kutan eller nasal
anvandning; folj det férfarande som beskrivs av USP for provberedning.®

Kliniska prover: BCSA-agar anvands for att pavisa Burkholderia cepacia-komplex fran expektorerad sputum, djupa svalgpinnar och
aspirat, bronkoalveolart lavage. Proverna skall skickas direkt till laboratoriet utan drojsmal. Om behandlingen maste fordrojas skall
proverna forvaras i kylsk&p i hogst 2 timmar.®1%12 Samla om méjligt in prover fore antimikrobiell behandling. God laboratoriepraxis ska
tillampas vid insamling, férvaring och transport till laboratoriet.

8 — TESTFORFARANDE

Farmaceutiska prover

Innan testet for bestamning av frAnvaro av Burkholderia cepacia-komplex (Bcc) utférs maste metodens forméaga att detektera Bec i narvaro
av den produkt som ska testas faststéllas (testmetodens lamplighet). Detaljerna i forfarandet beskrivs i USP <60>.8

Bered en spadning 1:10 av den produkt som skall undersékas med minst 1 g av produkten. Anvéand 10 ml eller den méngd som motsvarar
1 g eller 1 ml for att ympa en lamplig mangd (bestadmd enligt beskrivningen i Testmetodens lamplighet) Tryptic Soy Broth eller en [amplig
utspadning av Tryptic Soy Broth som bestdms under metodlampligheten (till exempel kan en utspéadning pa 1:10 kravas vid frivillig testning
av farmaceutiska vatten). Blanda och inkubera vid 30-35 °C i 48-72 timmar.

Subkultur genom strykning pa en platta med BCSA och inkubering vid 30-35 °C i 48—72 timmar.

Kliniska prover

Inokulera 100 pL av det flytande salivet eller bronkoalveoléra skéljningen pa en BCSA-platta och sprid ut inokulum éver hela agarplattans
yta. Alternativt, om materialet odlas direkt fran en bomullspinne, rulla bomullspinnen 6ver ett litet omrade pa ytan vid kanten; stryk sedan
frn detta inokulerade omrade.

Inkubera vid 35-37 °C i 48—72 timmar.

AMCLI-SIFC*? rekommendation: inkubering vid 37 °C i 3 dagar foljt av inkubering vid rumstemperatur i en vecka och kvantitativ upptackt av
CFU. UK SMI B 57*% rekommendation: inkubering vid 35-37 °C i 5 dagar med daglig avlasning av kulturer.

9 — AVLASNING OCH TOLKNING

Mojlig forekomst av Bce indikeras genom tillvéxt av grénbruna kolonier med gula halos, eller vita kolonier omgivna av en rosardd zon pé&
BCSA. All tillvaxt p&d BCSA, typisk eller atypisk, bor bekraftas genom identifieringstest med biokemiska, immunologiska, molekylara och
masspektrometriska tekniker efter rening av kolonierna pa ett lampligt medium.

10 — ANVANDARENS KVALITETSKONTROLL

Alla tilliverkade partier av produkterna slapps for forsaljning efter att kvalitetskontrollen har utforts for att kontrollera att specifikationerna
uppfylls. Slutanvandaren kan dock utféra sin egen kvalitetskontroll i enlighet med lokala tillampliga bestammelser, i enlighet med
ackrediteringskrav och laboratoriets erfarenhet. Nedan listas nagra teststammar som &r anvandbara for kvalitetskontroll.®

KONTROLLSTAMMAR INKUBATIONSTEMPERATUR/ t / ATM  FORVANTADE RESULTAT
B.cepacia ATCC 25416 35°C /48 timmar/A god tillvaxt
B.cenocepacia ATCC BAA-485 eller B.multivorans ATCC BAA-487 35°C /48 timmar/A God tillvéxt
P.aeruginosa ATCC 9027 35°C/72timmar/A Tillvaxthamning
S.aureus ATCC 6538 35°C/72timmar/A Tillvaxthamning

A: aerob inkubation; ATCC &r ett varumérke som stér fér American Type Culture Collection

11 — PRESTANDAEGENSKAPER

Prestanda utvarderades med en intern studie genom att forbereda BCSA-plattor (REF 541153) med dehydrerad BCSA (REF 4011532)
kompletterad med BCSA Selective Supplement (REF 4240073)

Prestanda utvarderades med kvalitativ ekometrisk teknik med inkubering vid 35 °C i 24-72 timmar, med 40 bakteriestammar, 18 kliniska
isolat och 22 ATCC-derivat: B.cepacia 11, B.cenocepacia 2, B.multivorans 1, P.aeruginosa 15, P.fluorescens 2, A.baumannii 2, andra
gramnegativa bakterier 4, grampositiva bakterier 2, jastsvamp 1.

Produktivitet: de 14 stammarna av Burkholderia spp. véxte efter 24 timmar och morfologin och fargférandringarna var fullstandiga efter 72
timmar.

Selektivitet: de dvriga 25 bakteriestammarna och jasten hammades fullstandigt inom 72 timmar, med undantag for Providencia stuartii som
inte hammas av BCSA.

Produktiviteten utvarderades ocksd med kvantitativ spread plate-teknik med Columbia Blood Agar (CBA)-plattor med 2 stammar av
B.cepacia, 1 stam av B.cenocepacia, 1 stam av B.multivoranssom referensmedium. Efter inkubation vid 35 °C i 48 timmar beréknades
produktivitetsforhallandet (CFUBCSA JCFUBA x 100) och visade sig vara hogre an 0,5.

Fore forsaljning testas ett representativt urval av alla partier av BCSA-plattor som ar fardiga for anvandning och av de r&material som
anvands for beredning av plattorna (dehydrerad BCSA-bas, REF 401153 och BCSA Selective Supplement, REF 4240073) for produktivitet
och selektivitet genom att resultaten jamférs med en tidigare godkénd referensparti.

Produktiviteten testas med semikvantitativ ekometrisk teknik med foljande malstammar: B.cepacia ATCC 254186, kliniskt isolat av B.cepacia,
B.cenocepacia ATCC BAA-245, B.multivorans ATCC BAA-247, B.multivorans, kliniskt isolat. Efter inkubering vid 35 °C i 18-24 timmar
observeras och registreras fargen pad mediet och kolonierna samt mangden tillvaxt. De kromatiska egenskaperna och teststammarnas
tillvaxt skall 6verensstamma med specifikationerna och vara jamférbara i bada satserna.

Selektiviteten utvarderas med modifierad Miles-Misra ytdroppsmetod genom inokulering av plattorna med decimala spadningar i saltldsning
fran 107 till 10 av en 0,5 McFarland-suspension av icke-malstammarna P.aeruginosa ATCC 9027, P.fluorescens ATCC 13525, S.aureus
ATCC 6538, E.faecalis ATCC 29212, B.subtilis ATCC 6633, C.albicans ATCC 10231. Efter inkubering vid 35 °C i 72 timmar hammas
tillvaxten av icke-malstammar vid spadningen 107 .
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12 — METODENS BEGRANSNINGAR

Den gula fargférandringen i mediet indikerar nedbrytning av sackaros och/eller laktos som ger upphov till férsurning; denna nedbrytning
forekommer kanske inte i alla Bcc-stammar. Darfor rekommenderas att alla typer av kolonier som odlas p4 BCSA utséatts for
identifieringstester.

Det finns rapporter om att stammar av Burkholderia gladioli och Pseudomonas spp. kan isoleras pa BCSA.*®

Aven om BCSA-mediets éverlagsenhet for isolering av Bec &r erkénd, rapporterar Plonga** att 7 stammar av 43 inokulerade (sensitivitet
86 %) inte vaxte pa ett marknadsfort BCSA. Det ar darfor majligt att det finns Bcc-stammar som kan vara kansliga for antibiotika som finns
i mediet.

Snabbvaxande mykobakterier (RGM) kunde utvinnas fran rutinodlingar av prover fran patienter med cystisk fibros genom att forlanga
inkuberingen av BCSA till 7 dagar.’® Denna strategi for isolering av RGM ger dock fortfarande samre resultat &n anvandning av mer
specifika medier.*

Identifieringen av Bcc-medlemmar kan vara problematisk eftersom B.cepacia har en varierande genetisk sammanséttning som gor det
svart att gora en korrekt identifiering med hjalp av fenotypiska tester. Manga biokemiska testsystem har svart att skilja mellan slaktena
Ralstonia, Burkholderia, Cupriavidus, Pandoraea, Achromobacter, Brevundimonas, Comamonas och Delftia; detta forvarras nar man
forsoker skilja inom Burkhoderia-slaktet (artmedlemmarna ar fylogenetiskt mycket néra slakt med fa skillnader i frdga om fenotypiska
egenskaper). Till exempel &r B.cepacia nara beslaktad med bakteriearten B.gladioli.

Testtiden for ett lakemedelsprov maste beaktas. Den mikrobiella tillvaxtkinetiken hos manga Bcc-organismer kan, p& grund av deras
aterhamtning fran férhallanden med I&g naringshalt, ofta resultera i en forlangd fordrojningsfas. Dessutom kan vissa produktingredienser
ha en inverkan pa den mikrobiella tillvaxtkinetiken: vid for tidig analys kan det finnas otillrackligt med bakterieceller for att en Bee-fororening
ska kunna detekteras.*

USP-testets formaga att detektera Bcc i narvaro av den produkt som skall testas maste faststallas. Inkubationstiden fér metodens
lamplighet far inte dverskrida den kortaste angivna inkubationstiden.®

Tolkningen av resultaten maste géras med hansyn till patientens kliniska historia, provets ursprung och resultaten av de mikroskopiska
och/eller andra diagnostiska testerna.

13 — FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

= Det har &r en produkt for kvalitativ in vitro-diagnostis avsedd for professionellt bruk. Den ska anvandas av adekvat utbildad och kvalificerad
laboratoriepersonal som iakttar godkénda forsiktighetsatgarder mot biologiska risker och aseptiska tekniker.

Denna produkt &r inte klassificerad som farlig enligt gallande europeisk lagstiftning.

Detta odlingsmedium innehéller rdmaterial av animaliskt ursprung. Kontroller av djuren fére och efter slakt samt kontroller under
produktions- och distributionscykeln for ravarorna kan inte helt garantera att dessa produkter inte innehaller ndgra éverférbara patogener.
Darfor rekommenderas att de fardiga plattorna behandlas som potentiellt smittsamma och hanteras med iakttagande av de vanliga
specifika forsiktighetsatgarderna: fortar inte, andas inte in och undvik kontakt med hud, 6gon eller slemhinnor. Ladda ner TSE-uttalandet
fran webbplatsen www.biolifeitaliana.it, som beskriver de atgarder som Biolife Italiana S.r.l. har vidtagit fér att minska risken for
smittsamma djursjukdomar.

Alla laboratorieprover ska betraktas som smittsamma.

Laboratorieomradet maste kontrolleras for att undvika féroreningar som odlingsmedium eller mikrobiella agens.

Varje platta med detta odlingsmedium &r endast avsedd fér engangsbruk.

Fardiga plattor ska inte betraktas som en "steril produkt” eftersom de inte genomgar slutsterilisering, utan som en produkt med kontrollerad
biologisk kontaminering, inom granserna for de specifikationer som anges i kvalitetskontrollcertifikatet.

Sterilisera allt biologiskt riskavfall innan det kasseras. Kassera oanvant medium och plattor som har inokulerats med prover eller
mikroorganismer i enlighet med gallande lokal lagstiftning.

Analyscertifikat och sékerhetsdatablad finns tillgangliga pa webbplatsen www.biolifeitaliana.it.

Informationen i detta dokument har definierats efter basta kunskap och férmaga och utgor en riktlinje for korrekt anvandning av produkten
men utan forpliktelse eller ansvar. | alla fall maste gallande lokala lagar, férordningar och standardférfaranden foljas vid undersokning av
prover som tagits frdn manskliga och djuriska organ, miljéprover och produkter avsedda fér konsumtion av manniskor eller djur. Detta
galler aven i forhallande till eventuella rattigheter frén tredje part. Var information befriar inte vara kunder fran deras ansvar att kontrollera
att vara produkter ar lampliga for det avsedda &ndamaélet.

14 - FORVARINGSFORHALLANDEN OCH HALLBARHET

Forvara plattorna i originalférpackningen vid 2-8 °C och skyddade fran direkt ljus. Om de forvaras korrekt kan plattorna anvandas fram till
utgangsdatumet. Anvand inte plattorna efter detta datum. Plattor frAn 6ppnade plastpasar kan anvandas i 7 dagar om de férvaras i en ren
milj6 vid 2-8 °C. Anvéand inte plattorna om plastpasen ar skadad eller om skalen &r trasig. Anvand inte plattor som visar tecken péa forsamring
(t.ex. mikrobiell kontaminering, uttorkning, krympning eller sprickbildning i mediet, atypisk farg, overdriven fuktighet, osv.).
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