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1. PRZEZNACZENIE

Test  mikroptytkowy  ProSpecT™  Campylobacter  jest
mikroptytkowym testem immunoenzymatycznym IN VITRO (EIA)
do jakosciowego wykrywania swoistego antygenu Campylobacter
w prébkach stolca i posiewach stolca we wzbogaconej pozywce
bulionowej. Test mikroptytkowy ProSpecT Campylobacter jest
przeznaczony do stosowania jako pomoc w rozpoznawaniu
zakazen pateczkami Campylobacter.

2. OMOWIENIE

Bakteria Campylobacter jejuni bedaca patogenem jelitowym
jest uwazana za jeden z wazniejszych etiologicznych czynnikéw
ostrej biegunki u ludzi*>®. Stanowi gtéwna przyczyne biegunek
bakteryjnych w Stanach Zjednoczonych przewyiszajac liczbe
przypadkéw biegunek wywotanych tacznie przez Salmonella
i Shigella **. Chociaz choroba wystepuje na catym $wiecie, jest
szczegdlnie nasilona w krajach rozwijajgcych sie. Zakazenia
Campylobacter jejuni powodujg biegunke, ktéra moze byc
wodnista i moze zawiera¢ krew, zwykle utajong i leukocyty®.
Pozostate objawy obejmujg goraczke, bdl brzucha, nudnosci, bdl
gtowy i bdl miesni. Choroba wystepuje 2-5 dni po spozyciu skazonej
2ywnosci lub wody i moze trwac 7-10 dni. Wiekszo$¢ zakazer ma
przebieg samoograniczajacy sie i nie wymaga antybiotykoterapii®.
Powiktania wystepuja rzadko, jednak donoszono, ze zakazenia
moga nawraca¢ w przypadku reaktywnego zapalenia stawdw,
zespotu hemolityczno-mocznicowego, zapalenia opon
moézgowych, nawracajgcego zapalenia jelita grubego, ostrego
zapalenia pecherzyka z6tciowego i zespotu Guillaina i Barrego®.
U dzieci w wieku ponizej 5 lat i mtodych oséb dorostych (15-29)
zakazenia Campylobacter jejuni wystepujg czesciej niz w innych
grupach wiekowych.

Rozpoznanie kampylobakteriozy obecnie polega na wyizolowaniu
i posiewie bakterii we wzbogaconej pozywce bulionowej
i wybidrczym podtozu zawierajgcym réznorodne dodatki
antybiotykowe w atmosferze mikroaerofilnej 5% tlenu i 10%
dwutlenku wegla. Wyizolowanie moze zajg¢ od 2 dni do tygodnia.

Swoisty antygen Campylobacter (SA) jest antygenem
powierzchniowym  Campylobacter. Analiza Western blot
wykazuje 2 pasma o ciezarze czasteczkowym okoto 15Kd i 66Kd.
Badania reakcji krzyzowych wskazujg, ze jest to antygen wspdlny
Campylobacter jejuni i Campylobacter coli.

3. ZASADA DZIALANIA TESTU

Test mikroptytkowy ProSpecT Campylobacter jest
immunologicznym testem fazy statej do wykrywania swoistego
antygenu (SA) Campylobacter. Rozciericzone prdbki stolca
s dodawane do odrywalnych studzienek mikroptytek, na
ktérych zwigzane jest krélicze przeciwciato poliklonalne anty-
Campylobacter. Jesli antygen Campylobacter SA jest obecny, jest
on przechwytywany przez zwigzane przeciwciato. Studzienki s
poddawane inkubacji a nastepnie przemywane w celu usuniecia

niezwigzanego materiatu. Dodawany jest koniugat enzymu
(przeciwciato poliklonalne anty-Campylobacter SA znakowane
enzymem peroksydazy chrzanowej). Studzienki sa poddawane
inkubacjia nastepnie przemywane w celu usuniecia niezwigzanego
koniugatu enzymu. W reakcji dodatniej swoisty antygen
Campylobacter wigze koniugat enzymu do studzienki. Dodawany
jest substrat dla enzymu 3,3'5,5-tetrametylobenzydyna
(TMB). W reakcji dodatniej enzym zwigzany ze studzienka
za pomocy Campylobacter SA zamienia substrat na produkt
reakcji kolorymetrycznej. Wybarwienie mozna obserwowac
wzrokowo lub spektrofotometrycznie. W reakcji ujemnej nie
ma Campylobacter SA lub jest on obecny w niewystarczajgcym
stezeniu do zwigzania koniugatu enzymu i nie wystepuje produkt
reakeji kolorymetrycznej.

4. DEFINICJE SYMBOLI

Numer katalogowy

Wyrdéb medyczny do diagnostyki in vitro
Zawiera ilo$¢ materiatu wystarczajagcg do <n>
badan

=<l BR

Sprawdzi¢ w instrukcji stosowania (IFU)

Temperatury
przechowywania)

graniczne (temperatury

o

Kod serii (numer serii)

Stosowac do (data waznosci)
Producent
Rozciericzona prébka

5. ZAWARTOSC  ZESTAWU, PRZYGOTOWANIE
STOSOWANIA | PRZECHOWYWANIE

Test mikroptytkowy ProSpecT Campylobacter zawiera odczynniki

E—§

DO

wystarczajace do wykonania 96 testow.
Patrz takze Srodki ostroznosci, punkt 6.

Data waznosci
opakowania.

kazdego zestawu jest podana na etykiecie

Wszystkie komponenty przechowywaé w temperaturze 2-8°C.

Przed uzyciem umozliwi¢ wszystkim odczynnikom osiggniecie
temperatury pokojowej (20-25 °C) i delikatnie wymiesza¢. Po
uzyciu niezuzyte odczynniki umiesci¢ w lodéwce.

Wszystkie odczynniki, za wyjatkiem buforu ptuczacego, s3
dostarczane w stezeniu gotowym do uzycia. Odczynniki mozna
rozdziela¢ bezposrednio z butelek z zakraplaczem lub przelewac
do uzycia za pomoca pipet wielokanatowych. Jesli przelano
wiecej odczynnika niz potrzeba, taka pozostatg ilos¢ nalezy wylac.
Nie wolno przelewaé pozostatej ilosci odczynnika ponownie do
butelki.

BE

Instrukcja uzytkowania

Pipety do przenoszenia

Uchwyt paskéw mikroptytek i pokrywa
Karta procedury

Mikroptytka* (8 studzienek / pasek)
6 paskdw (R2476048) lub 12 paskow
(R2476096) optaszczonych kréliczym
przeciwciatem poliklonalnym anty-
Campylobacter ~ SA.  Niezuzyte  paski

mikroptytek  przechowywa¢ w  worku
foliowym ze $rodkiem osuszajagcym w celu
wyeliminowania wilgoci.

Koniugat enzymu*

Jedna butelka z zakraplaczem zawierajaca
12 ml (R2476048) lub 25 ml (R2476096)
peroksydazy  chrzanowej  znakowanej
kréliczym  przeciwciatem  poliklonalnym
anty-Campylobacter SA  ze  $rodkami
przeciwbakteryjnymi.

Kontrola dodatnia

Jedna butelka z zakraplaczem zawierajaca 4
ml inaktywowanego supernatantu hodowli
Campylobacter jejuni w buforowanym
roztworze z ptodowa surowicg bydlecy i
$rodkami przeciwbakteryjnymi.

[CONTROLT-] Kontrola ujemna

Jedna butelka z zakraplaczem zawierajaca
4 ml zbuforowanego roztworu z surowica
krélicza, czerwonym barwnikiem i srodkami
przeciwbakteryjnymi.

Rozciericzalnik do prébek bakteryjnych

Jedna butelka zawierajgca 120 ml
zbuforowanego roztworu z surowicg
krélicza, czerwonym barwnikiem i srodkami
przeciwbakteryjnymi.

Bufor ptuczacy

Jedna butelka zawierajaca 120 ml (x10)
koncentratu zbuforowanego roztworu ze
Srodkami przeciwbakteryjnymi.

Koncentrat  buforu ptuczacego (x10)
nalezy rozciericza¢ dodajac (x1) 1 czesé
koncentratu do 9 czesci wody destylowanej
lub dejonizowanej. RozcieAczony bufor
ptuczacy zachowuje stabilnos¢ przez
1 miesigc, jesli jest przechowywany w
temperaturze 2 - 8 °C.

Substrat zabarwienia

Jedna butelka z zakraplaczem zawierajaca
12 ml (R2476048) lub 25 ml (R2476096)
3,3,5,5'-tetrametylobenzydyny (TMB) w
buforze.

Substrat zabarwienia nalezy przechowywa¢é
i pobiera¢ z butelki chronigcej przed
dostepem swiatta, w ktdrej jest dostarczony.
Jesli z dowolnego powodu pobrano porcje
substratu z oryginalnej butelki, nie wolno
ponownie dodawac niezuzytej objetosci
substratu zabarwienia do oryginalnej
butelki.

Roztwér zatrzymujacy reakcje

Jedna butelka z zakraplaczem zawierajgca 12
ml 0,46 mol/l Kwasu siarkowego.
*Uwaga: Nie zamienia¢ odczynnikéw pomiedzy zestawami o
réznych numerach serii.

6. SRODKI OSTROZNOSCI
Odczynniki sg przeznaczone wytacznie do stosowania w
diagnostyce in vitro.

Wytacznie do profesjonalnego stosowania.

Informacje na temat ewentualnych szkodliwych sktadnikow
znajduja sie w Karcie Charakterystyki Bezpieczeristwa (SDS) i na
etykietach produktu.

INFORMACJE DOTYCZACE BHP

6.1.

Odczynnikisg przygotowywane z materiatéw biologicznych
i nalezy je traktowac jako materiat potencjalnie zakazny.
Usuwac stosujac procedury odpowiednie dla materiatow
stanowigcych zagrozenie biologiczne.

6.2.  Nie pipetowac ustami. Podczas postepowania z prébkami i
wykonywania analizy nalezy nosi¢ jednorazowe rekawiczki
i okulary ochronne. Po zakoriczeniu procedury doktadnie
umyc rece.

6.3.  Prébki moga zawiera¢ czynniki potencjalnie zakaine
i nalezy je traktowac jako Poziom biozagrozenia 2
zgodnie z zaleceniem w podreczniku Centrum Kontroli
i Zapobiegania Chordb/Krajowego Instytutu Zdrowia
(CDC/NIH) pt. ,Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories” (Bezpieczeristwo biologiczne w
laboratoriach mikrobiologicznych i biomedycznych), wyd.
5.

Wash Buffer zawiera substancje dziatajgce potencjalnie
uczulajgco na skére (<1% v/v). Unikaé kontaktu ze skorg.
Nosi¢ jednorazowe rekawiczki winylowe lub nitrylowe.

6.4.

6.5.  Bufor ptuczacy usuwac¢ w odpowiednich pojemnikach dla

materiatéw stanowigcych zagrozenie biologiczne.
SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE PROCEDURY

6.6.  Dokfadnie przeczyta¢ i postepowac zgodnie z niniejsza

»Instrukcjg uzycia”.

6.7. Z wyjatkiem koncentratu buforu ptuczacego odczynniki
dostarczono w wymaganym stezeniu roboczym. Nie

rozciencza¢ odczynnikdw, z wyjatkiem jesli tak polecono.

6.8.  Nie wolno stosowac odczynnikdw po uptywie podanego
terminu waznosci. Termin waznosci jest wydrukowany na
kazdej etykiecie odczynnika. Stosowanie odczynnika po

terminie waznosci moze wptynac na doktadnosé wynikéw.

6.9.  Ponizsze wspdlne odczynniki mogg by¢ uzywane w serii
produktéw ProSpecT: Bufor ptuczacy, substrat zabarwienia

i roztwor zatrzymujacy reakcje.

6.10. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne odczynnikéw moze
zmniejszy¢ doktadnosé testu. Unikaé zanieczyszczenia
mikrobiologicznego  odczynnikdw  stosujac  sterylne
jednorazowe pipety podczas pobierania porcji odczynnika

z butelek.

6.11.  Przed uzyciem wszystkie odczynnikiiprobkinalezy pozostawic¢

do osiagniecia temperatury pokojowej (20-25 °C).

6.12. Paski mikroptytek nalezy przechowywaé¢ w zamykanych
torebkach foliowych ze $rodkiem pochtaniajagcym wilgo¢

w celu ochrony studzienek mikroptytek przed wilgocia.

Probki stolca nalezy doktadnie wymiesza¢ przed
przygotowaniem prébek w celu zapewnienia jednolitej
zawartosci probki. NIE WYKONYWAC KONCENTRATU
PROBKI PRZED BADANIEM.

6.13.



Substrat zabarwienia jest wrazliwy na Swiatto. Jesli
odczynnik zostanie wystawiony na dziatanie Swiatta i
pojawi sie zabarwienie, odczynnik nalezy wyrzucic.

6.15. Osoby nie rozpoznajace koloréow lub z uszkodzeniem
wzroku moga nie byé w stanie odczyta¢ wizualnie testu
i powinny stosowac odczyt spektrofotometryczny w celu

zinterpretowania wynikow.

6.16. Podczas catej procedury odczynniki dodawa¢ do
studzienek testu w takiej samej kolejnosci. Aby unikna¢
skazenia, nie wolno dotyka¢ ptynu w studzienkach

korncéwkami butelek.

6.17. Doktadnie mierzy¢ czas kazdejinkubacji. Rozpoczaé pomiar
czasu po dodaniu odczynnika do ostatniej studzienki
na kazdej badanej mikroptytce. W celu zapewnienia
doktadnego pomiaru czasu jednorazowo bada¢ nie wiecej
niz ptytki z 96 studzienkami. Odchylenie od ustalonej

procedury moze zmieni¢ wynik badania.

Wazine jest utrzymywanie butelek z zakraplaczami w
pozycji pionowej, aby kropla tworzyta sie na zakoriczeniu
dyszy. Jedli dysza stanie sie wilgotna, zamiast na
konicéwce, wokét zakonczenia dyszy powstanie kropla o
nieodpowiedniej objetosci. Jesli to nastapi, nalezy osuszyé
dysze przed kontynuowaniem zakraplania.

7. POBIERANIE PROBEK STOLCA

W przypadku bezposredniego badania probek stolca optymalne
wyniki zostang uzyskane, jesli prébki stolca sa badane niezwtocznie
po dostarczeniu do laboratorium. W przypadku probek we
wzbogaconej pozywce bulionowej, prébki stolca nalezy doda¢
do bulionu niezwtocznie po dostarczeniu prébki do laboratorium.

SWIEZE Niezakonserwowane prébki stolca mozna przechowywaé
w temperzturze 2 - 8°C i bada¢ w ciggu 72 godzin.

Probki mozna rozcienczaé 1:3 w rozciericzalniku do probek
bakteryjnych i przechowywac w lodéwce w temperaturze 2 - 8 °C
przez okres do 72 godzin przed badaniem.

ZAMROZONA Przechowywaé probki stolca w temperaturze -20°C
lub nizszej, jesli badanie ma zostac przeprowadzone pdzniej niz w
ciggu 72 godzin. Unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania.
CARY BLAIR Prébki stolca pobrane do Cary Blair Podtoza
transportowe nalezy przechowywaé w temperaturze 2 - 8 °C i
badaé w ciggu 1 tygodnia od pobrania.

8. SPOSOB WYKONANIA TESTU
WYMAGANE MATERIALY DOSTARCZONE
Patrz Zawarto$¢ zestawu, punkt 5
MATERIALY WYMAGANE, LECZ NIE DOSTARCZONE
Pojemniki do pobierania préobek stolca

Stoper do pomiaru minut

Butelka na bufor ptuczacy

Woda destylowana lub dejonizowana
MATERIALY OPCJONALNE, NIE DOSTARCZANE

Czytnik mikroptytek odpowiedni do odczytu przy dtugosci
fali 450 nm lub 450/620 do 650 nm

Aplikator z koricéwkami bawetnianymi lub wiskozowymi

Mikropipeta do dostarczania objetosci do 200 pl
Jednorazowe probdwki, plastikowe lub szklane

Wytrzgsarka typu Vortex z adapterem do ptytek lub
wytrzgsacz

PROCEDURA

8.1.  Przygotowanie do testu: Prébki w Cary Blair Podtoza
transportowe mozna dodawaé¢ bezposrednio do
studzienek mikroptytek do badania (patrz Krok 8.4
ponizej). Przed przeniesieniem do studzienki mikroptytki
upewni¢ sie, ze probki sg wymieszane w podfozach
transportowych.

Swieze prébki stolca lub hodowle we wzbogaconej pozywce
bulionowej nalezy rozcieficzy¢ (patrz ramka A lub B ponizej).

A [Bezposrednie badania prébek stolca w przypadku
Swiezych prébek bez srodka konserwujacego |
1 |Dodac 0,6 ml rozciefczalnika do prébek bakteryjnych
do czystej plastikowej lub szklanej probdéwki
jednorazowe;j.

2 |Jak najdoktadniej wymieszaé préobke stolca.

3 (W przypadku ptynnych lub pétptynnych prébek
stolca nalezy uzy¢ pipety do przenoszenia w celu
dodania okoto 0,3 ml (trzecie oznaczenie od korica
pipety). Oprdzni¢ prébke do rozpuszczalnika
probek bakteryjnych i wymiesza¢ pobierajagc do
gbry i opuszczajac jeden raz. Pozostawi¢ pipete do
przenoszenia w probdwce.

4 |W przypadku stolca w postaci statej nalezy uzyé
aplikatora w celu dodania 0,3 g (~ 6 mm Srednicy).
Za pomocg aplikatora rozpusci¢ prdébke stolca w
rozpuszczalniku probek bakteryjnych. Umiesci¢
pipete do przenoszenia w probdéwce i wymiesza¢
zawarto$¢ podnoszac i opuszczajac jeden raz.
Pozostawic pipete do przenoszenia w probdwce.

5 |PRZEJSC DO KROKU 8.2

B |Metoda bulionu w przypadku
wzbogaconej pozywce bulionowej
1 |Zaszczepic¢ 150 pl lub 3 krople stolca w 5 ml Bulionu
GN, Hajna.

2 [Inkubowa¢ w temperaturze 35 + 2°C w w warunkach
atmosferycznych otoczenia przez 18 - 24 godzin.

3 |Dodac 0,6 mlrozciericzalnika do prébek bakteryjnych
do czystej probowki 12 x 75 mm.

4 |Przenies¢ 0,3 ml hodowli bulionu do 0,6 ml
rozcienczalnika probek bakteryjnych za pomoca
pipety do przenoszenia. Pozostawi¢ pipete do
przenoszenia w probdwce.

5 |PRZEJSC DO KROKU 8.2

probek we

8.2.  Otworzyc torebke foliowa, wyja¢ wymagana liczbe paskéw
mikroptytek i umiesci¢ je w uchwycie mikroptytek. Nalezy
wykorzystaé jedng studzienke na kontrole ujemng i jedng
studzienke na kontrole dodatnia. Jesli wykorzystywanych
jest mniej niz 8 studzienek, nalezy odtama¢ wymagang
liczbe studzienek z paska a pozostatg czes¢ umiesci¢ w
torebce foliowej z pochtaniaczem wilgoci. SZCZELNIE
ZAMKNAC TOREBKE, ABY ZABEZPIECZYC PRZED WILGOCIA
| UMIESCIC Z POWROTEM W LODOWCE.

Dodac 4 krople (200 pl) kontroli ujemnej do studzienki Al.
Dodac 4 krople (200 pl) kontroli dodatniej do studzienki
B1.

Za pomocy pipety do przenoszenia dodaé¢ 4 krople
rozcienczonej prébki lub hodowli bulionu odzywczego
lub 4 krople prébki w podtozu transportowym do kazdej
stydzienki. Uwaga: Umiesci¢ otwor pipety do przenoszenia

8.3.

8.4.

tuz wewnatrz studzienki, aby unikna¢ rozpryskiwania do
sasiednich studzienek.

Zakry¢ mikroptytke i inkubowaé w temperaturze
pokojowej (20 - 25 °C) przez 60 minut. Po dodaniu
ostatniej probki rozpoczgé pomiar czasu.

8.5.

8.6.  Wytrzasnad lub odessac zawartos¢ studzienek. Przeptukaé
napetniajgc catkowicie kazda studzienke rozciericzonym
buforem ptuczgcym (~350-400 pl na studzienke).
Wytrzasna¢ lub odessa¢ caty ptyn ze studzienek po
kazdym ptukaniu. Przeptukac tacznie 3 razy. Po ostatnim
ptukaniu usungé zawartos¢ i wystukac ptytke na czysty
recznik papierowy lub odessaé. Usung¢ jak najwiecej
buforu ptuczacego, ale przez caty czas nie pozwala¢ na
wyschniecie studzienek.

8.7. Dodac 4 krople (200 pl) koniugatu enzymu do kazdej

studzienki.

8.8.  Zakry¢ mikroptytke i inkubowaé w temperaturze

pokojowej (20 - 25 °C) przez 30 minut.

8.9.  Wytrzasac¢ lub odessac i przeptukaé kazda studzienke

5 razy jak w kroku 8.6.

8.10. Dodac 4 krople (200 pl) substratu zabarwienia do kazdej

studzienki.

8.11. Zakryé mikroptytke i inkubowa¢ w temperaturze

pokojowej (20 - 25 °C) przez 10 minut.

8.12. Dodac 1 krople (50 pl) roztworu zatrzymujacego reakcje
do kazdej studzienki. Delikatnie postuka¢ lub wytrzgsaé
studzienki az do jednorodnego zabarwienia na zétto.
Odczytac reakcje w ciggu 10 minut po dodaniu roztworu

zatrzymujacego reakcje.

Odczytywaé wzrokowo lub spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali 450 nm (pojedyncza dtugosc¢ fali) lub przy
dtugosci fali od 450/620 do 650 nm (podwdjna dtugosé
fali).

9. KONTROLA JAKOSCI

Podczas przeprowadzania kazdego testu nalezy uwzglednic
kontrole dodatnig i ujemna. Kontrole ujemna i dodatnia stuzg
jako odczynniki i kontrole procedury. Kontrole sa przeznaczone
do monitorowania istotnych nieprawidtowych zachowan
odczynnikdéw. Kontrola dodatnia nie zapewnia precyzji dla
wartosci granicznej testu.

Gestos¢ optyczna (0.D.) kontroli ujemnej powinna wynosi¢
< 0,100 przy 450 nm lub < 0,070 przy dtugosci fali 450/620 do
650 nm. Kontrola ujemna powinna by¢ bezbarwna podczas
odczytu wzrokowego. Jesli w kontroli ujemnej obecne jest zétte
zabarwienie odpowiadajgce oznaczeniu 1+ lub wiekszemu na
Karcie procedury, test nalezy powtdrzy¢é zwracajac szczegdlng
uwage na procedure ptukania.

Gestos¢ optyczna kontroli dodatniej powinna wynosi¢ > 0,500
przy dtugosci fali 450 nm lub 450/620 do 650 nm. W badaniu
wizualnym intensywno$¢ zabarwienia kontroli dodatniej powinna
by¢ réwna lub wieksza niz reakcja 2+ na Karcie procedury. W
przypadku mniejszego zabarwienia nalezy zwréci¢ sie o pomoc
techniczna.

10. WYNIKI

W interpretacji zabarwienia nalezy postuzyc sie zataczong Karta
procedury.

ODCZYT WIZUALNY

10.1.

10.2.

Odczytac wyniki testu poréwnujac z zabarwieniem reakcji
na Karcie procedury.

Dodatni: z6tte zabarwienie o intensywnosci przynajmniej
1+

Ujemny: bezbarwne

Niejednoznaczny: zabarwienie jasno z6tte, ponizej reakcji
1+

Interpretacja wynikéw wizualnych:

Dodatni: Jesli w badanej studzience pojawi sig z6tte
zabarwienie o intensywnosci rownej co najmniej 1+,
wowczas prébka zawiera Campylobacter SA i wynik testu
jest dodatni.

Ujemny: Reakcja bezbarwna oznacza wynik ujemny i
wskazuje na brak Campylobacter SA lub niewykrywalne
stezenie Campylobacter SA w badanej prébce.
Niejednoznaczny: Jesli pojawi sie stabe zbtte zabarwienie,
ponizej reakcji 1+, wynik badania jest niejednoznaczny.
Wyniki niejednoznaczne nalezy powtdrzyc. Jesli wynik
ponownego badania jest dodatni, prébka jest dodatnia. Jesli
wynik ponownego badania jest ujemny, probka jest ujemna.
Jesli wynik ponownego badania jest niejednoznaczny,
nalezy uzyskac inng prébke i wykona¢ badanie.

ODCZYT SPEKTROFOTOMETRYCZNY

10.3.

10.4.

10.5.

Odczytac wyniki przy pojedynczej (450 nm) lub podwdjne;j
(450/620 do 650 nm) dtugos¢ fali.

Odczytac wyniki testu:

A. Pojedyncza Swieza prébka stolca Podtoze

dtugosc fali transportowe/bulion
Ujemny: 0D<0,130 <0,100
Niejednoznaczny: 0D 0,130-0,170 0,100-0,130
Dodatni: 0D >0,170 >0,130

B. Podwdjna Swieza prébka stolca Podtoze

dtugoscé fali transportowe/bulion
Ujemny: 0D < 0,100 <0,070
Niejednoznaczny: 0D 0,100 - 0,140 0,070-0,100
Dodatni: 0D > 0,140 >0.100

Interpretacja wynikéw spektrofotometrycznych:

Dodatni: Odczyt gestosci optycznej wiekszy niz wartos¢
graniczna przy pojedynczej dtugosci fali lub podwdjnej
dtugosci fali wedtug rodzaju prébki oznacza wynik dodatni
i wskazuje na obecnos¢ Campylobacter SA.

Ujemny: Odczyt gestosci optycznej ponizej wskazanej
wartosci granicznej przy pojedynczej dtugosci fali lub
podwadjnej dtugosci fali wedtug rodzaju prébki oznacza
wynik ujemny i wskazuje na brak Campylobacter SA lub
niewykrywalne stezenie Campylobacter SA w badanej
prébce.

Niejednoznaczny: Odczyty gestos¢ optyczna znajdujgce
sie w wskazanym niejednoznacznym zakresie wedtug typu
prébki sg niejednoznaczne. Wyniki niejednoznaczne nalezy
powtdrzyé. Jesli wynik ponownego badania jest dodatni,
prébka jest dodatnia. Jesli wynik ponownego badania
jest ujemny, prébka jest ujemna. Jesli wynik ponownego
badania jest niejednoznaczny, nalezy uzyskac inng prébke
i wykonac badanie.

Wynik jest niejednoznaczny, jesli zaréwno odczyt wizualny
jak i odczyt spektrofotometryczny s zgodne. Wyniki
niejednoznaczne nalezy powtdrzy¢. Jesli wynik ponownego
badania jest dodatni, prébka jest dodatnia. Jesli wynik



ponownego badania jest ujemny, prébka jest ujemna. Jesli
wynik ponownego badania jest niejednoznaczny, nalezy
uzyskac inng probke i wykonac badanie.

Uwaga: Wszystkie prébki, ktére s w odczycie wizualnym
bezbarwne, ale dajg odczyt gestosci optycznej niespdjny z
interpretacja wzrokowa nalezy uznac za odczyt rozbiezny
i sprawdzi¢ czy w studzienkach obecne s pecherzyki
powietrza, mate czastki lub czy na spodzie studzienki
znajduje sie nieprzezroczysta warstwa. W celu usuniecia
warstwy przetrze¢ spdd studzienek i odczytac gestosc
optyczng ponownie. Jesli nadal wystepuje rozbieznosé
pomiedzy odczytem wzrokowym i odczytem gestosci
optycznej, powtdrzyc test.

11.  OGRANICZENIA ZWIAZANE Z PROCEDURA

Poprawnos$¢  wynikow testu  mikroptytkowego ProSpecT
Campylobacter zalezy od wykonania reakcji kontrolnych zgodnie
z oczekiwaniami. Patrz ,,Kontrola jakosci” punkt 9.

Ujemny wynik testu nie wyklucza mozliwosci obecnosci
Campylobacter i moze wystgpi¢, gdy stezenie antygenu w prébce
jest ponizej progu wykrycia testu. Nie ustalono korelacji pomiedzy
iloscig antygenu w prébce a obecnoscig kliniczng.

Tak jak w przypadku wszystkich testéw diagnostycznych IN VITRO
lekarz powinien interpretowa¢ wyniki testu w pofgczeniu z
objawami klinicznymi lub innymi wynikami laboratoryjnymi.

Prawidtowe pobieranie i przygotowanie préobek ma istotne
znaczenie dla uzyskania optymalnych wynikéw testu. Optymalne
wyniki testu sg uzyskiwane z probek badanych jak najszybciej po
pobraniu. Patrz Pobieranie prébek stolca punkt 7.

Test mikroptytkowy ProSpecT Campylobacter nie rozréznia C. jejuni
i C. colii moga istnie¢ inne serotypy i podgatunki, ktére mogg by¢
lub moga nie by¢ wykryte. Nie wiadomo, czy C. upsalensis,
C. hyointestinalis, lub C. helviticus powodujg reakcje krzyzowe.

12. WARTOSCI OCZEKIWANE

Campylobacter jejuni stanowi gtéwng przyczyne biegunek
bakteryjnych w Stanach Zjednoczonych a zakazenia wystepuja
najczesciej od lata do jesieni®. Zakazenia najczesciej wystepuja
w wyniku spozycia skazonej zywnosci lub wody. Badanie prébek
zamrozonego komercyjnie drobiu wykazato skazenie od 30 do
90%°. Bakteria C. jejuni jest powszechna w krdlestwie zwierzat
i zostata wyizolowana z réznych zwierzat domowych, drobiu i
praktycznie wszystkich gatunkéw dzikich ptakéw. Donoszono
réwniez o zakazeniach w wyniku kontaktéw seksualnych
lub drogag oralno-fekalng i w wyniku picia skazonych wéd
powierzchniowych®. U dzieci w wieku ponizej 5 lat i mtodych
0s6b dorostych (15-29) zakazenia wystepuja czesciej niz w innych
grupach wiekowych. Niedawne badanie College of American
Pathologists obejmujgce 601 instytucji wykazato, ze patogen
bakteryjny mozna wykry¢ w 6,4% sposréd 59 500 dostarczonych
probek’. Bakterie Campylobacter wykryto w 1,5% prdbkach,
Salmonelle w 1,15% a Shigelle w 0,9%. Czesto$¢ wystepowania
bakterii C. jejuni w Stanach Zjednoczonych wynosi od 1,0 do
4,6%*. Wyniki siegajace az 2,9% stwierdzono w trwajacym 4 lata
badaniu prowadzonym w Szwajcarii®.

13. CHARAKTERYSTYKA TESTU

CczutoS€ 1 SWoISTOSE

Test mikroptytkowy ProSpecT Campylobacter zostat oceniony w
trzech geograficznie odlegtych badaniach klinicznych na terenie
Stanéw Zjednoczonych i Kanady. Os$rodki uczestniczace w
badaniu to Metropolitan Hospital w lllinois, duze laboratorium
referencyjne w New Jersey i centralne laboratorium badawcze w

Ontario w Kanadzie. Wszystkie probki badano za pomoca posiewu
i testdw biochemicznych w celu potwierdzenia dodatniego
izolatu Campylobacter. Wyniki w kazdym osrodku badania po
powtdrzeniu niejednoznacznych wynikéw i rozbieznych wynikéw
odczytéw zgodnie z poleceniem podanym w niniejszej Instrukcji
obstugi przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Test mikroptytkowy ProSpecT Campylobacter
w poréwnaniu z badaniem posiewu na bezposrednich prébkach
stolca.

WYNIKI POSIEWU OSRODKA 1

+ -
ProSpecT + 70 6
Mikroptytka - 0 337

Test 70 343 | 413

Czuto$¢ 100 %
Swoistosé: 98,3%

WYNIKI POSIEWU OSRODKA 2

+ -
ProSpecT + 10 0
Mikroptytka - 0 214

Test 10 214 | 224

Czuto$¢ 100%
Swoistosé: 100%

WYNIKI POSIEWU OSRODKA 3

+ -
ProSpecT + 49 2
Mikroptytka - 0 361

Test 49 363 | 412

Czutos¢ 100%
Swoistosé: 99,4%

Tabela 2: Wyniki potaczonych danych bezposrednich
probek stolca z trzech osrodkéw badania.

Bezposrednia

+ -
ProSpecT + 129 8
Mikroptytka - 0 912

Test 129 920 | 1049

Czutoé¢ 100% (97,2 - 100%)

Swoistos¢: 99,1% (98,3 - 99,6%)

Korelacja: 99,2% (98,5 - 99,7%)

Jak przedstawiono w Tabeli 2 istniata 99,2% korelacja pomigdzy
testem mikroptytkowym ProSpecT Campylobacter i posiewem po
potaczeniu wynikéw z trzech osrodkdéw i rozstrzygnieciu wynikéw
niejednoznacznych i rozbieznych. Wszystkie wyniki odczytow
rozbieznych EIA zostaty rozstrzygniete jako ujemne po ponownym
zbadaniu. Wystapita jedna probka, ktéra byta poczatkowo EIA+,
posiew-. Po ponownym badaniu posiew byt dodatni i zostat
uznany za rzeczywiscie dodatni. Z pozostatych 8 probek EIA+,
posiew-, jedna okazata sie ujemna w ponownym badaniu EIA.
Pozostate 7 byto ponownie dodatnich.

W osrodku badania 2 wszystkie zbadane prébki w badania
bezposrednich  prébek stolca byty réwniez przez noc
przechowywane we wzbogaconej pozywce bulionowej GN, Hajna
@ 35 * 2°C w warunkach atmosferycznych otoczenia. Nastepnie
odzywcza pozywke zbadano testem mikroptytkowym ProSpecT
Campylobacter i poréwnano ze standardowa metoda posiewu
stolca. Wyniki przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3: Test mikroptytkowy ProSpecT Campylobacter
w poréwnaniu z badaniem posiewu w hodowlach prébek stolca
we wzbogaconej pozywce bulionowej.

WYNIKI POSIEWU OSRODKA BADANIA 2

+ -
ProSpecT + 9 0
Mikroptytka - 1 214

Test 10 214 224

Czutoéé 90,0% (55,5 - 99,9%)

Swoistos¢: 100% (98,3 - 100%)

Korelacja: 99,6% (97,5 - 100%)

Jak przedstawiono w Tabeli 3 istniata 99,6% korelacja pomigdzy
testem mikroptytkowym ProSpecT Campylobacter i posiewem po
umieszczeniu we wzbogaconej pozywce bulionowej GN, Hajna i
rozstrzygnieciu wynikéw rozbieznych. Wszystkie wyniki odczytéw
niejednoznacznych i rozbieznych EIA zostaty rozstrzygniete jako
ujemne po ponownym zbadaniu.

CzULOSC ANALITYCZNA

Test mikroptytkowy ProSpecT Campylobacter wykrywa okoto
2,81 ng/ml swoistego antygenu Campylobacter i okoto 10° CFU/ml.
ODTWARZALNOSC

Wstczynnik wariancji (CV) pomiedzy testami lub pomiedzy
oznaczeniami testu mikroptytkowego ProSpecT Campylobacter
zostat oceniony poprzez wybranie jednej ujemnej i trzech
dodatnich prébek o réznych odczytach gestosci optycznej. Kazda
prébka byta badana w 22-24 studzienkach/test w trzech kolejnych
powtdrzeniach. Sredni CV pomiedzy testami wynosit 11,4%.

Escherichia coli, EHEC, ATCC® 43890 (0157:H7)
Escherichia coli, EIEC, ATCC® 43893 (0124:NM)
Escherichia coli, EPEC, ATCC® 12014 (O55:NM)
Escherichia coli, EPEC, ATCC® 33780 (0111:NM)
Escherichia coli, ETEC/EPEC, ATCC® 43887 (0111:NM)
Escherichia coli, Stx negative, ATCC® 25922
Escherichia hermannii ATCC® 33660
Enterobacter cloacae ATCC® 13047
Enterococcus faecalis ATCC® 49149
Helicobacter cinaedi ATCC® 35683
Helicobacter pylori ATCC® 43504
Klebsiella pneumoniae ATCC® 27736
Proteus vulgarus ATCC® 33420
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853
Salmonella typhimurium SA 972229
Serratia liquefacians ATCC® 27592
Shigella dysenteriae ATCC® 49347
Shigella flexneri ATCC® 25929
Shigella sonnei ATCC® 25931
Staphylococcus aureus ATCC® 25923
Yersinia enterocolitica ATCC® 23715
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Probka Srednia gestos¢ Odchylenie %cv
optyczna standardowe 4. Foodb
1 1,325 0,033 9,6 %
2 0,535 0,070 13,1%
3 0,342 0,050 14,6 %
4 0,045 0,004 8,4 %

CV w jednym tescie lub w jednej serii oceniono poprzez zbadanie
22-24 studzienek przy uzyciu kazdej z 4 prébek. Sredni wynik CV
w ramach jednego testu wynosit 4,0%.

Probka Srednia gesto$¢  Odchylenie eV
optyczna standardowe

1 1,268 0,033 2,61%

2 0,501 0,015 2,95 %

3 0,320 0,009 2,84 %

4 0,047 0,004 7,70 %

REAKTYWNOSC KRZYZOWA

Podczas badania réznych organizméw mikroflory ludzkich jelit
za pomocg testu mikroptytkowego ProSpecT Campylobacter
nie wystapity zadne reakcje krzyzowe. Test przeprowadzono za
pomocg posiewu nizej wymienionych organizméw w prébkach
stolca ujemnych i dodatnich w kierunku obecnosci Campylobacter
jejuni. Posiew bakterii wykonano w stezeniach >1 x 10’ CFU/ml na
prébke stolca.

Arcobacter butzleri ATCC® 49616
Campylobacter curvis ATCC® 35224
Campylobacter fetus ATCC® 19438
Campylobacter lari ATCC® 35221
Campylobacter rectus ATCC® 33238
Campylobacter sputorum ATCC® 35980
Citrobacter braakii ATCC® 43162
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ProSpecT jest zarejestrowanym znakiem towarowym

ATCC® jest zarejestrowanym znakiem towarowym American Type
Culture Collection
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