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ANVANDNINGSANVISNING

LEGIONELLA SELECTIVE AGAR (GVPC)

Fardiga plattor

1 - AVSEDD ANVANDNING
In vitro-diagnostisk produkt. Selektivt medium for isolering och rékning av
Legionella spp. fran kliniska prover och vattenprover.

2 — SAMMANSATTNING — TYPISK FORMEL *

Aktivt kol 20g
Jastextrakt 10,0
Agar 13,09
Kaliumhydroxid/ACES-buffert 12,89
Jarnpyrofosfat 250,0 mg
L-cystein HCI 400,0 mg
a-ketoglutarat 109
Glycin 3,00
Vankomycin HCI 1,0 mg
Polymyxin B 80 000 IE
Cykloheximid 80,0 mg
Destillerat vatten 1000 ml

*Formeln kan justeras och/eller kompletteras for att uppfylla de erforderliga prestandakriterierna.

Legionella pneumophila
pa Legionella Selective Agar (GVPC)

3 — METODENS PRINCIP OCH FORKLARING AV FORFARANDET

Legionella &r mesofila, rorliga, a-sackarolytiska, obligat aeroba, naringskrdvande, gramnegativa, icke-sporframkallande
gammaproteobakterier.!  Legionella pneumophila, den mest studerade arten, uppvisar pleomorfism och kan ha kockformade,
bacillformade och/eller I&nga filamentdsa former som paverkas av temperatur, tillgéngliga naringsamnen eller metaboliter, tillvaxtmiljo och
mediatyp.? Legionella-arter &r beroende av L-cystein for tillvaxt och far dkad tillvaxt av jarn.! Legionella vaxer pa flera typer av komplexa
artificiella medier, men det mest framgangsrika mediet ar buffrad kol-jast-extrakt (BCYE)-agar som innehaller jarnpyrofosfat, a-
ketoglutarat och |-cystein.?

Odling ar referenstekniken for laboratoriediagnos: den har 100 % specificitet och en varierande kéanslighet beroende pa provets
egenskaper, laboratoriepersonalens erfarenhet och tekniska skicklighet, samt pa fordrojningar i bearbetningen av andningsprover, tidigare
anvandning av antimikrobiella terapier och 6vervéxt av andra orofaryngeala bakterier i odlingen. 23

For optimal isolering av Legionella spp. fran kliniska prover rekommenderas att anvanda olika typer av odlingsmedier: en platta med icke-
selektivt medium (BCYE) och tva med selektiva medier.*

Valet av metod for att rakna Legionella spp. i vatten beror pa provets ursprung och egenskaper, anledningen till provtagningen eller
undersokningen, den forvantade koncentrationen av stdérande mikroorganismer och den erforderliga detektionsgransen fér det ; en
beslutsmatris for val av Iamplig metod beskrivs i ISO 11731.4

Buffrad kol-jast-extrakt-agar (BCYE) utvecklades av Feeley et al.> och modifierades sedan ytterligare av Pasculle et al.> genom tillsats av
ACES-buffert och av Edelstein” genom inférande av a-ketoglutarat. Wadowsky och Yee® foreslog en selektiv version av BCYE genom att
inféra glycin, vankomycin och polymyxin i formuleringen, vilket resulterade i bildandet av GVP-medium. En annan modifiering 1984 av
Dennis et al.® gjorde mediet &nnu mer selektivt fér Legionella genom tillsats av cykloheximid, vilket resulterade i GVPC-medium.
Legionella Selective Agar (GVPC) bereds enligt den formulering som rekommenderas i ISO 11731.4

Jastextrakt ar en kalla till kvave, kol och vitaminer for mikrobiell tillvaxt. Aktivt kol avlagsnar véateperoxid och andra toxiska produkter.
ACES-buffert anvands for pH-stabilisering, a-ketoglutarat och jarnpyrofosfat stimulerar Legionella-tillvéxt. L-cystein ar en essentiell
aminosyra och en viktig energikalla fér Legionella spp. Glycin och polymyxin B & hammare av gramnegativa bakterier, vankomycin
hammar tillvaxten av grampositiva bakterier medan cykloheximid ingar som ett svampdédande medel.

4 - FYSISKA EGENSKAPER

Mediumets utseende svart, homogent opakt

Slutligt pH vid 20-25 °C 6,8+0,2

5 - MEDFOLJANDE MATERIAL — FORPACKNING
Produkt Typ REF | Forpackning |
Legionella selektiv agar (GVPC) Fardiga plattor 549995 | 2 x 10 plattor 90 mm

primarforpackning: 2 cellofanpasar
sekundarférpackning: kartong

6 - MATERIAL SOM KRAVS MEN SOM INTE MEDFOLJER
Sterila 6glor och svabbprover, inkubator och laboratorieutrustning efter behov, reagenser for provbehandling, kompletterande
odlingsmedier och reagenser for identifiering av kolonierna.

7 — PROVER

Legionella Selective Agar (GVPC) ar avsett for bakteriologisk behandling av flera humana kliniska prover, inklusive prover fran nedre
luftvagarna, sdsom sputum, pleuravatska, bronkialaspirat och bronkialalveolar lavagevatska (BAL); lungvavnad och biopsiprover ar ocksa
lampliga for odlingsforsék. +*°  Samla in prover fore antimikrobiell behandling om méjligt. Overfor provet s& snart som méjligt till
laboratoriet; anvand ett transportmedium om provet inte kan bearbetas omedelbart.
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Icke-kliniska prover omfattar alla typer av vattenprover, sdsom dricksvatten, industriellt vatten, avloppsvatten, naturligt vatten och
vattenrelaterade prover (t.ex. biofimer, sediment etc.).* Konsultera ISO-standarden for provtagningsmetoder och
provbehandlingsprocedurer.* God laboratoriesed for insamling, transport och férvaring av proverna bér tillampas.

8 — TESTFORFARANDE

Lat plattorna nd rumstemperatur och I&t ytan pa mediet torka.

Kliniska prover 110

For att uppnd optimal utbyte av Legionella spp. fran kliniska prover kravs vanligtvis® :

= Att provet spads 1:10 i tryptisk sojabuljong eller destillerat vatten for att minska hamningen av vévnads- och serumfaktorer samt

antibiotika. Om sputumet ar mycket tjockt maste det resuspenderas med 0,2—1 ml ditiotreitolbaserad fluidifieringsvatska.

= Att provet férbehandlas for att minska kontaminerande flora. Detta gors genom att spada ut provet 1:10 med en KCI-HCl-buffert med

l&gt pH (pH 2,2) och inkubera det i rumstemperatur i 4 minuter. Ett alternativ till férsurade prov &r att varma dem till 50 °C i 30 minuter.

= Att olika medier anvands: en platta med icke-selektivt medium (BCYE) och tva med selektiva medier.

Inokulera cirka 0,1 ml p& den forsta kvadranten av varje platta och stryka med en ogla éver de andra kvadranterna pa plattan for att f& val

isolerade kolonier.

Inkubera vid 35-37 °C i fuktig luft i 14 dagar. En liten méngd CO, (2,5 %) kan forbéattra tillvaxten av vissa av de mer kravande Legionella

spp. sdsom L. sainthelensi och L. oakridgensis. Denna I&ga nivd av CO, paverkar inte tillvaxten av L. pneumophila, men CO, -nivaer

hogre an 2,5 % kan hamma tillvaxten.

Miljoprover*

De arbetsprocedurer som beskrivs i standarden 1ISO 11731 skiljer sig &t beroende p& provets ursprung, dess egenskaper, forskningens

syfte och de forvantade koncentrationerna av malmikroorganismen och den kontaminerande floran.

Schematiskt sammanfattas nedan de olika mojligheterna fér behandling och inokulering av proverna med BCYE-GVPC-medium.

1. For prover med l&gt antal legioneller och I&gt antal féroreningar: membranfiltrering och placering av det obehandlade filtret pa en
BCYE wi/L-cystein icke-selektiv mediumplatta®, placering av det/de med syra behandlade filtret/filtren pa en eller flera selektiva eller
hdgselektiva mediumplattor (BCYE-AB* eller BCYE-GVPC** eller BCYE-MWY***); tvatta det obehandlade och syra- eller
varmebehandlade membranet och inokulera 0,1-0,5 ml pa en icke-selektiv mediumplatta och pa plattor med ett eller flera selektiva
och hogselektiva medier (BCYE-AB* eller BCYE-GVPC** eller BCYE-MWY***),

2. For prover med ett stort antal fororeningar: inokulera det icke-koncentrerade, koncentrerade och utspadda 1:10-provet; dela varje
delprov i tre alikvoter: en obehandlad, en behandlad med varme och en behandlad med syror; inokulera 0,1-0,5 ml av varje alikvot pa
en selektiv mediumplatta (BCYE-GVPC** eller BCYE-MWY***),

3. For prover med mycket hég halt av fororeningar: inokulera det icke-koncentrerade och utspadda provet 1:10 och 1:100 efter en
forbehandling med en kombination av varme folit av syralésning. Bered utspadningar med lampligt spadningsmedel efter
syrabehandling. Efter vortexning, inokulera 0,1-0,5 ml av varje alikvot pd en selektiv mediumplatta (BCYE-GVPC** eller BCYE-
MW Y **%),

L&t inokulatet absorberas val och inkubera sedan de inverterade plattorna i en fuktig atmosfar vid 36 + 2 °C i 7-10 dagar, observera

plattorna pa dag 2, 3, 4, 5 och sedan i slutet av inkubationsperioden.

De procedurméssiga elementen som beskrivs ovan ar helt schematiska. For detaljer om tekniker for att rakna Legionella i vatten, se

standarden ISO 11731* eller andra tillampliga riktlinjer.

FARDIGA PLATTOR: " 549945 LEGIONELLA AGAR (BCYE); *549947 LEGIONELLA AB SELECTIVE AGAR; **549995 eller 499995 LEGIONELLA SELECTIVE AGAR-GVPC ***
549948 LEGIONELLA SELECTIVE AGAR MWY-ISO

Bekraftelse av kolonierna

Ett forsta kriterium for att skilja Legionella-kolonier ar deras oférméga att vaxa, med sallsynta undantag (L.oakridgensis, L.jordanis och
L.nagasakiensis, L.spiritensis)>*12 , p4 medium som saknar L-cystein.

Nar det endast finns en koloni-typ, vélj tre presumtiva kolonier; om fler morfologiskt olika typer av presumtiva Legionella-kolonier véxer p&
plattan, ta minst en koloni fran varje typ.*

Subkultivera pa en platta med BCYE med cystein (REF 549945) och en platta med BCYE utan cystein (REF 549943).

Var noga med att inte 6verféra nagot odlingsmedium med kolonin och inokulera férst en platta med Legionella-agar utan cystein.

Inkubera vid 36 + 2 °C i 2 till 5 dagar. *

9 - LASNING OCH TOLKNING

Undersdkning av plattorna

Efter inkubation observerar man bakterietillvaxten och noterar koloniernas specifika morfologiska och kromatiska egenskaper.

Legionella spp.-kolonier bérjar dyka upp pa odlingsplattorna pa dag 2 av inkubationen. Det &r mycket ovanligt att bakteriekolonierna dyker
upp pa plattorna efter 5 dagars inkubation. Vissa mycket séllan isolerade Legionella spp. kan krava upp till 14 dagars inkubation innan
tillvaxt upptrader; detta ar ett extremt sallsynt fenomen. Oavsett detta ar det rimligt att inspektera odlingsplattorna pa dag 2 till 5 och sedan
igen pa dag 14.*

Under de forsta 24-36 timmarna av inkubationen kan observation av plattan under ett binokulart mikroskop med g forstoring och med
infallande ljus som belyser agarytan i en spetsig vinkel underlatta identifieringen av Legionella- och kontamineringskolonier.
Legionellakolonier &r i princip vitgrda, med hela, glansande kanter, rundade med en diameter pa 1 till 4 mm. | allméanhet, och séarskilt
under de forsta tva dagarna av inkubation, visar kanten en rosa eller blagrén irisering medan mitten &r opalgra med ett slipat glasliknande
utseende. Observerat under UV-lampa (366 nm) visar vissa arter (L.anisa, L.bozemanii, Lcherrii, L.dumoffii, L.gormanii, L.gratiana,
L.parisiensis, L.steigerwaltii och L.tucsonensis) en blavit autofluorescens, medan andra (L.erythra och L.rubrilucens) en ljusrod
autofluorescens. L. pneumophila och vanliga legionella uppvisar normalt ingen autofluorescens. Med forlangd inkubationstid blir
kolonierna bredare, mitten far en kramvit farg och forlorar mycket av sin iridescens. Ett gemensamt drag hos Legionella-kolonier &r att det
ar svart att ta upp dem med 6glan fran agarens yta.

For detaljer om rékning av Legionella spp. i vattenprover, se ISO-standarden.*

Bekréftelse av kolonierna

Efter inkubation observeras bakterietillvixten pa bada de inokulerade plattorna. De kolonier som véxer pa plattan med BCYE med cystein
men inte pa plattan med BCYE utan cystein betraktas som Legionella.

Presumtiv identifiering bor kompletteras med Gramfargning utférd p& agar som endast innehéller cystein: Legionellaceller &r
gramnegativa, svagt fargade tunna stavar, som kan vara tradformiga i aldre odlingar.*
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10 - ANVANDARENS KVALITETSKONTROLL

Alla tillverkade partier av produkten slépps ut for forséljning efter att kvalitetskontroll 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 ar anvandbara for kvalitetskontroll.

KONTROLLSTAMMAR INKUBATIONSTEMPERATUR/T/ATM  FORVANTADE RESULTAT
L. pneumophila ATCC 33152 35-37°C/44-48h /A god tillvaxt

L. anisa ATCC 35292 35-37 °C/3-5dagar/A god tillvaxt

E. faecalis ATCC 19433 35-37°C/3dagar/A hammad

E. coli ATCC 25922 35-37°C/3dagar/A hammad

A: aerob inkubation; ATCC &r ett varumarke som tillhér American Type Culture Collection

11 - PRESTANDAEGENSKAPER

Innan produkten slapps ut pa marknaden testas ett representativt urval av alla partier av fardiga plattor med Legionella Selective Agar
(GVPC) och av réamaterialet som anvands for tillverkningen av fardiga plattor (dehydrerad Legionella Agar Base REF 401582
kompletterad med BCYE o-Growth Supplement och Legionella GVPC Selective Supplement) med avseende pad produktivitet och
selektivitet.

Produktiviteten hos Legionella Selective Agar (GVPC) (testbatch-TB) testas med en kvantitativ metod, dar resultaten jamférs med en
tidigare godkand icke-selektiv BCYE Agar-batch (referensbatch-RB) med foljande stammar: L. pneumophila ATCC 33152, L. pneumophila
kliniskt isolat och L. anisa ATCC 35292. Testbatchen och referensbatchen inokuleras med decimala utspadningar i saltlésning av
koloniernas suspensioner och inkuberas vid 35-37 °C i 44—-48 timmar (L. pneumophila) och 3-5 dagar (L. anisa). Kolonierna réaknas pa
bada satserna och produktivitetsforhallandet (Pr= CFUrg /CFURgg ) berdknas. Om Pr ar = 0,5 och koloniernas morfologi &r typisk anses
resultaten vara godtagbara och dverensstamma med specifikationerna.

Selektiviteten utvarderas med modifierad Miles-Misra-ytdroppmetod genom att inokulera plattorna med lampliga decimala utspadningar i
saltlésning av en 0,5 McFarland-suspension av foljande icke-malstammar: S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 19433, E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 och C. albicans ATCC 18804. Efter inkubation vid 35-37 °C i 72 timmar observeras och registreras
tillvaxten av icke-méalstammen: S. aureus, E. faecalis och E. coli hammas helt, medan P. aeruginosa och C. albicans hammas delvis.

12 — METODENS BEGRANSNINGAR

- Vissa legionellabakterier kan inte odlas pa vanliga Legionella-odlingsmedier och har darfor bendamnts Legionella-liknande
amobapatogener (LLAP), eftersom de vaxer i vissa vardarter av amobor.

Kolonier av Legionella som odlas pa vita membranfilter kan se annorlunda ut @&n de som utvecklas mot ett svart eller morkt
bakgrundsfilter.

Feeley et al.> rekommenderar att mediet inte inkuberas med CO; -koncentrationer hdgre &n 2,5 % pa grund av risken att tillvaxten av L.
pneumophila hdmmas.

Det glycinhaltiga mediet (GVPC) kan hamma vissa av de icke-pneumophila-stammarna.?

Selektiva BCYE-medier som innehaller vankomycin kanske inte stodijer tillvaxten av alla Legionella spp.*®

Odlingsmediets prestanda ar en avgorande faktor vid isolering av legionella frdn andningsprover. Det har rapporterats ** att BMPA- -
och MWY- -medier gav betydligt hogre isoleringsfrekvenser &n GVPC- och icke-selektiva BCYE-medier i prover som innehéll l1aga
Legionella-inokulum och héga kontamineringsnivaer.

Alla legionellapositiva prover kan inte identifieras med en enda odlingsmetod. En kombination av icke-selektiva och selektiva medier
rekommenderas starkt,1015

Plattor med karakteristisk tillvaxt och kolonier som preliminart identifierats som Legionella maste genomga bekraftelsetester med
biokemiska, immunologiska, molekyléra eller masspektrometriska tekniker. Om relevant, utfor antimikrobiell k&nslighetstestning.

Inom klinisk mikrobiologi maste diagnosen legionellos baseras pa ett tvarvetenskapligt tillvadgagangssatt som inkluderar radiologiska
resultat, odlingsresultat och bestdmning av antigen i urinen. Legionella Selective Agar (GVPC) ar avsett som ett hjalpmedel for diagnos
av infektionen: tolkningen av resultaten maste géras med hansyn till patientens kliniska historia, provets ursprung och resultaten av
mikroskopiska och/eller andra diagnostiska tester.

13 - FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

= Denna produkt &r en kvalitativ in vitro-diagnostik for professionellt bruk. Den ska anvandas av adekvat utbildad och kvalificerad
laboratoriepersonal som iakttar godkanda forsiktighetsatgarder mot biologiska risker och aseptiska tekniker.

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

Alla laboratorieprover ska betraktas som smittsamma.

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

Vid hantering av Legionella spp. &r det viktigt att undvika aerosolbildning. Rengér och desinficera alla arbetsytor noggrant.

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 grénserna for de specifikationer som anges i kvalitetskontrollcertifikatet.

Sterilisera allt biologiskt farligt avfall fére bortskaffande. Kassera oanvéant medium och plattor som inokulerats med prover eller
mikrobiella stammar i enlighet med gallande lokal lagstiftning.

Analyscertifikaten och sakerhetsdatabladet for produkten finns tillgangliga pa webbplatsen www.biolifeitaliana.it.

Meddela Biolife Italiana Srl (complaint@biolifeitaliana.it) och berérda myndigheter om allvarliga incidenter som intréffar i samband med
anvandningen av in vitro-diagnostik .

Informationen i detta dokument har sammanstallts efter basta kunskap och férmaga och utgor en riktlinje for korrekt anvandning av
produkten, men utan skyldighet eller ansvar. | alla fall maste gallande lokala lagar, forordningar och standardférfaranden foljas vid
undersokning av prover som tagits frdn manskliga och djuriska organ, miljoprover och produkter avsedda fér konsumtion av manniskor
eller djur. Var information befriar inte vara kunder fran deras ansvar att kontrollera att var produkt &r lamplig fér det avsedda andamalet.

14 - FORVARINGSFORHALLANDEN OCH HALLBARHETSTID
Vid mottagandet ska plattorna férvaras i sin originalférpackning vid +2 °C /+8 °C ocH skyddas fran direkt ljus. Om de forvaras pa rétt satt
kan plattorna anvéndas fram till utgdngsdatumet. Anvand inte plattorna efter detta datum. Plattor frdn 6ppnade plastpasar kan anvandas i
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7 dagar om de forvaras i en ren milj6 vid 2-8 °C. Anvand inte plattorna om plastpasen ar skadad eller om skalen &r trasig. Anvand inte
plattor som visar tecken pa férsamring (t.ex. mikrobiell kontaminering, uttorkning, krympning eller sprickor i mediet, atypisk farg,
overdriven fuktighet).
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TABELL OVER TILLAMPLIGA SYMBOLER

REF eler REF LOT Batchkod VD ldr?a\gtr:g_stisk “ Tillverkare g Anvands av
medicinteknisk
Katalognummer nrodnlt
Temperaturb Innehéll som Se Endast for Omtaligt,
egransning racker till <n> bruksanvisnin engangsbr hantera
tester = aen med forsiktighet

REVISIONSHISTORIK

Version Beskrivning av andringar Datum

Bruksanvisning (IFU) — Revision 6 Uppdaterad layout och innehdll i enlighet med IVDR 2017/746 2020/10

Revision 7 Borttagning av féraldrad klassificering 2023/04

Revision 8 Uppdatering av medium. pH 2024/04
Obs: mindre typografiska, grammatiska och formateringséndringar ingér inte i revisionshistoriken.
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