ProSpecT
Campylobacter
Mikroplattassay

tillsatts. Vid en positiv reaktion konverterar enzymen, som
ar bunden till brunnen av Campylobacter SA, substratet till
en fargad reaktionsprodukt. Fargutvecklingen kan detekteras
visuellt eller spektrofotometriskt. Vid en negativ reaktion
forekommer ingen Campylobacter SA eller en ofillrdcklig niva
av antigen for att binda enzymkonjugatet och ingen fargad
reaktionsprodukt utvecklas.

4. DEFINITIONER AV SYMBOLER

R2476096 .......overneneeen. 96 tester

SV

1. AVSEDD ANVANDNING

ProSpecT™ Campylobacter Mikroplattassay dr en IN VITRO
enzymimmunassay  (EIA) for kvalitativ  detektering av
Campylobacter-specifik Antigen i fekalieprover och fekala
kulturodlingar i naringssubstrat. ProSpecT Campylobacter
Mikroplattassay ar avsedd att anvandas som ett hjdlpmedel vid
diagnos av Campylobacter-infektioner.

2. RESUME

Den enteropatogena bakterien Campylobacter jejuni &r kand
som en av de framsta etiologiska orsakerna till akut diarré hos
manniskor*?3. Den &r den framsta orsaken till bakteriell diarré i
USA och overtraffar bade Salmonella och Shigella tillsammans*®.
Sjukdomen har en global utbredning, men den &r sarskilt
svarartad i U-lander. Campylobacter jejuni-infektioner orsakar
diarré som kan vara vattnig och innehalla blod, vanligen ockult,
och fekala leukocyter®. Andra symtom &r feber, buksmartor,
illamdende, huvudvark och muskelvark. Sjukdomen uppstar 2-5
dygn efter fortaring av kontaminerad mat eller smittat vatten och
kan vara 7-10 dygn. De flesta infektioner &r sjalvbegransande och
behandling med antibiotika ar ej nodvandig®. Komplikationer ar
sallsynta, men rapporter indikerar att infektioner kan forekomma
samtidigt som reaktiv artrit, njurskada med hemolys, meningit,
aterkommande kolit, akut kolecystit och Guillain-Barrés
syndrom?®. Barn under 5 ar och unga vuxna (15-29) drabbas oftare
av Campylobacter jejuni-infektioner an Gvriga aldersgrupper.

Diagnos av infektioner med Campylobacteriosis bygger for
narvarande pa isolation och odling av organismen i anrikad
buljong och selektiv media som innehaller ett antal antibiotiska
supplement i en mikroaerofil atmosfar bestdende av 5 % syre och
10 % koldioxid. Isolationen kan ta fran tva dygn till en vecka.

Campylobacter Specific Antigen (SA) ar en Campylobacter
ytantigen. Western blotting-analys visar tva band med
molekylvikter pa cirka 15 kD och 66 kD. Studier om korsreaktivitet
indikerar att detta ar en antigen som delas av Campylobacter
jejuni och Campylobacter coli.

3. PRINCIP FOR TESTET

ProSpecT Campylobacter Mikroplattassay ar en immunassay
med en fast fas for detektering av Campylobacter -specifik
Antigen (SA). Utspadda fekalieprover ftillsatts i isarbrytbara
mikroplattbrunnar i vilka polyklonal anti-Campylobacter
SA antikropp fran hare &r bunden. Om Campylobacter SA
forekommer “infangas” den av den bundna antikroppen.
Brunnarna inkuberas och tvattas sedan for att avlagsna obundet
material. Enzymkonjugatet (polyklonal anti-Campylobacter
SA fran hare markt med pepparrotsperoxidasenzym) tillsatts.
Brunnarna inkuberas och tvattas sedan for att avldgsna obundet
enzymkonjugat. Vid en positiv reaktion binder infangad
Campylobacter -specifik Antigen enzymkonjugatet till brunnen.
Substratet for enzymen, 3,3’,5,5-tetrametylbenzidin  (TMB),
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5. SATSENS INNEHALL, BEREDNING FOR ANVANDNING,
FORVARING
ProSpecT Campylobacter Mikroplattassay innehaller tillrackligt

96 tester.

E—§

med reagenser for att utféra
Se dven Forsiktighetsatgirder, sektion 6.

Utgangsdatumet for varje sats anges pa férpackningens etikett.
Forvara alla komponenter vid 2-8 °C.

Foreanvandning, latallareagenservarmasupptillrumstemperatur
(20- 25 °C) och blanda forsiktigt. Stall tillbaka oanvanda reagenser
i kylen efter anvandning.

Alla reagenser utom tvéttbufferten levereras fardiga att anvandas.
Reagenser kan dispenseras direkt fran droppflaskorna eller hallas
ut med flerkanaliga pipetter. Om fér mycket reagens hélls ut skall
Overskottet kasseras. Hall inte tillbaka 6verskottet i flaskan.
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Bruksanvisning

Overforingspipetter
Mikroplattremshallare och lock

Procedurkort

Mikroplatta* (8 brunnar/remsa)
6 remsor (R2476048) eller 12 remsor
(R2476096) belagda med polyklonal anti-
Campylobacter SA antikropp fran hare.
Oanvanda mikroplattremsor skall forvaras i
plastpasen som innehaller torkmedel for att
utestdnga fukt.

Enzymkonjugat*

En droppflaska med 12 ml (R2476048) eller
25 ml (R2476096) pepparrotsperoxidasmarkt
polyklonal anti-Campylobacter SA fran hare
med antimikrobdamnen.

[CONTROL ] Positiv kontroll
En droppflaska med 4 ml inaktiverad
Campylobacter jejuni-odling supernatant
suspenderad i en buffrad [6sning med
bovint fosterserum och antimikrobdmnen.

[coNTROL -] Negativ kontroll
En droppflaska med 4 ml buffrad 16sning
med harserum, rott fargamne och
antimikrobamnen.

Bakteriell provspadningsvitska

En flaska med 120 ml buffrad 16sning
med harserum, rott fargamne och
antimikrobdmnen.

Tvdttbuffert

En flaska med 120 ml koncentrerad (x10)
buffrad 16sning med antimikrobamnen.

Spad den koncentrerade (x10)
tvattbufferten till (x1) genom att tillsdtta 1
del koncentrat till 9 delar destillerat eller
avjoniserat vatten. Utspadd tvattbuffert ar
stabil 1 manad nar den férvaras vid 2-8 °C.

Fargsubstrat
En droppflaska med 12 ml
(R2476048) eller 25 ml (R2476096) av
3,3’,5,5'-tetrametylbenzidin (TMB) i
buffert. Fargsubstratet skall forvaras i och
anvandas med den ljusskyddade flaska i
vilken substratet levereras. Om en alikvot
av nagon anledning tas fran originalflaskan,
aterfor inte oanvant fargsubstrat till
originalflaskan.

Stoppldsning

En droppflaska med 12 ml 0,46 mol/liter
svavelsyra.

* Obs: Blanda inte reagenser mellan satser med olika lotnummer.
6. FORSIKTIGHETSATGARDER

Reagenserna ar avsedda for diagnostik in vitro.

Endast for professionell anvandning.

Se databladet om sdkerhet (SDS) och produktmarkning for
information om potentiellt farliga komponenter.

INFORMATION OM HALSA OCH SAKERHET

6.1. Reagenserna bereds av biologiska material och skall
hanteras som potentiellt smittsamma material. Kassera
enligt lampliga procedurer for biologiskt farligt material.

6.2. Pipettera inte material med munnen. Anvand
engangshandskar och 6gonskydd vid hantering av prover

och nér assayen utfors. Tvatta handerna noga efterat.

6.3.  Prover kan innehalla potentiellt smittsamma d@mnen och
skall hanteras pa Biosafety Level 2 enligt rekommendation
i CDC/NIH-manualen “Biosafety in Microbiological and

Biomedical Laboratories”, 5:e upplagan.

6.4.  Tvéttbufferten innehaller potentiellt hudsensibiliserande
amne (<1 % v/v). Undvik hudkontakt. Anvind

engangshandskar av vinyl eller nitril.

6.5. Kassera anvand tvattbuffert i lamplig behallare for

biologiskt farligt material.
ANALYTISKA FORSIKTIGHETSATGARDER

6.6.
6.7.

Las och félj noga alla instruktioner i denna bruksanvisning.

Med undantag for den koncentrerade tvattbufferten
levereras alla reagenser med erforderliga
brukskoncentrationer. Spad inte reagenser utom pa
uppmaning i bruksanvisningen.

6.8. Anviand inte reagenser efter deras utgangsdatum.
Utgédngsdatumet ar tryckt pd varje reagensetikett.
Anvindning av reagenser efter utgangsdatumet kan

paverka resultatens precision.

6.9. Foljande vanliga reagenser kan anvdandas inom hela
ProSpecT-produktsortimentet: tvattbuffert, fargsubstrat

och stoppldsning.

6.10. Mikrobial kontaminering av reagenser kan férsamra
assayens precision. Undvik mikrobial kontaminering av
reagenser genom att anvanda sterila engangspipetter for

att ta alikvoter fran reagensflaskor.

6.11. Lat reagenser och prover varmas upp till rumstemperatur
(20-25 °C) fore anvandning.

Mikroplattremsor maste férvaras i den forslutbara
plastpasen, som innehaller torkmedel for att skydda

mikroplattbrunnarna mot fukt.

6.12.

6.13. Fekalieprover maste blandas noga fére behandling
for att sdkerstdlla fullgod representation av provet.

KONCENTRERA INTE PROVER FORE TESTNING.

Fargsubstratet &ar kansligt for ljus. Om reagensen
exponeras for ljus och utvecklar en farg maste reagensen
kasseras.

6.14.

6.15. Personer som &r fargblinda eller synsvaga kanske
inte kan avldsa testet visuellt och bor da anvdnda

spektrofotometriska matningar for att tolka resultaten.

6.16. Tillsatt reagenser i testbrunnarna i samma ordning under
hela proceduren. For att undvika kontaminering, vidror

inte vdatskan i brunnarna med flaskspetsarna.

6.17. Mat tiden noga for varje inkubation. Starta tidtagningen
ndr reagensen har ftillsatts i den sista brunnen pa varje
mikroplatta som testas. For att sdkerstdlla en noggrann
tidtagning, bearbeta inte mer &n tre 96-brunnars plattor
pa samma gang. Avvikelser fran den faststéllda proceduren

kan @ndra assayens resultat.

Det ar viktigt att halla droppflaskorna vertikalt och att
dropparna bildas vid munstyckets spets. Om munstycket
blir vatt bildas en droppe med felaktig volym kring dnden
och inte vid spetsen. Om detta intraffar maste munstycket
torkas av innan proceduren fortskrider.

7. INSAMLING AV FEKALIEPROVER

For direkt testning av fekalieprover erhalls optimala resultat om
proverna testas omedelbart nar de ankommer till laboratoriet. For
testning av odlingskultur i ndringssubstrat bor fekalieproverna vid
ankomst till laboratoriet omedelbart tillsattas i ndringssubstrat.

6.18.

FARSKA okonserverade fekalieprover kan férvaras vid 2-8 °C och
testas inom 72 timmar.

Prover kan spadas 1:3 i den bakteriella provspadningsvatskan och
forvaras kylda vid 2-8 °C i upp till 72 timmar fore testning.



INFRYSNING: Forvara fekalieprover vid -20 °C eller lagre om
testning inte skall utféras inom 72 timmar. Undvik upprepad
infrysning-upptining.
CARY BLAIR: FekalieproverinsamladeiCary Blairtransportmedium
bor kylas vid 2-8 °C och testas inom 1 vecka efter insamling.
8. TESTPROCEDUR
ERFORDERLIGT MATERIAL SOM MEDFOLJER
Se Satsens innehall, sektion 5.
ERFORDERLIGT MATERIAL SOM EJ MEDFOLJER
Behallare for insamling av fekalieprover
Timer som mater minuter
Tvattflaska for tvattbuffert
Destillerat eller avjoniserat vatten
VALFRITT MATERIAL SOM EJ MEDFOLJER
Mikroplattlasare som kan avlasa vaglangderna 450 nm eller
450/620 till 650 nm
Applikatorstickor med bomulls- eller rayonspets
Mikropipett for att avge volymer pa 200 pl
Provrér i plast eller glas for engangsbruk
Virvelblandare med plattadapter eller plattskakare
PROCEDUR
8.1.

Provberedning for assay: Prover i Cary
Blair  transportmedium kan tillsdttas  direkt i
mikroplattbrunnarna for testning (se steg 8.4 nedan).
Var noga med att blanda proverna i transportmedia fore
overforing till mikroplattbrunnarna.

Farska fekalieprover eller buljonganrikade odlingar maste
spadas (se procedur A eller B nedan).

A |Direkt testning av
fekalieprover

1 [Tillsétt 0,6 ml bakteriell provspadningsvatska i ett
rent provror av plast eller glas for engangsbruk.

2 |Blanda provet sa noga som mdjligt.

3 |For flytande eller halvfasta fekalier, anvand en
overforingspipett for att tillsdtta cirka 0,3 ml
(tredje markeringen fran pipettens spets). Tillsatt
provet i bakteriell provspadningsvatska och blanda
genom att dra upp och ned en gang. Lamna kvar
overforingspipetten i provréret.

4 |For fasta fekalier, anvdnd en applikatorsticka for
att tillsatta 0,3 gram (~6 mm diameter). Emulgera
provet i den bakteriella provspadningsvédtskan med
applikatorstickan. Placera en overforingspipett i
provroret och blanda innehallet genom att dra upp
och ned en gang. Lamna kvar 6verféringspipetten i
provroret.

5 |FORTSATT TILL STEG 8.2

farska, okonserverade

B |Metod fér buljonganrikade prover

1 |Inokulera 150 pl eller 3 droppar fekalier i 5 ml GN-
buljong, Hajna.

2 |Inkubera vid 35 £ 2 °Cunder omgivande atmosfariska
forhallanden i 18-24 timmar.

3 |Tillsatt 0,6 ml bakteriell provspddningsvatska i ett
rent provror (12 x 75 mm).

4 |Bverfor 0,3 ml buljongodling till 0,6 ml bakteriell
provspddningsvatska med en Overféringspipett.
Lamna kvar 6verforingspipetten i provroret.

5 _[FORTSATT TILL STEG 8.2

8.2. Oppna plastpasen, plocka fram erforderligt antal
mikroplattremsor och placera dem i en hallare for
mikroplattremsor. Anvand en brunn fér den negativa
kontrollen och en brunn fér den positiva kontrollen. Om
mindre an 8 brunnar skall anvandas, bryt av erforderligt
antal brunnar fran en remsa remsa och lagg tillbaka
aterstdende brunnar i plastpasen med torkmedel.
FORSLUT PASEN NOGA FOR ATT UTESTANGA FUKT OCH
LAGG TILLBAKA DEN | KYLEN.

Tillsatt 4 droppar (200 pl) negativ kontroll i brunn Al.
Tillsatt 4 droppar (200 pl) positiv kontroll i brunn B1.

Med en Overforingspipett, tillsatt 4 droppar utspatt
prov eller anrikad buljongodling, eller 4 droppar prov i
transportmedium, per brunn. Obs: Placera 6ppningen
pa 6verforingspipetten precis innanfér brunnarna for att
undvika stank in i narliggande brunnar.

8.3.

8.4.

8.5. Tack mikroplattan och inkubera vid rumstemperatur
(20-25 °C) i 60 minuter. Starta tidtagningen nar det sista

provet har tillsatts.

8.6. Skaka ut eller aspirera innehallet i brunnarna. Tvétta
genom att fylla varje brunn helt med utspadd tvattbuffert
(~350-400 pl per brunn). Skaka ut eller aspirera all
vitska fran brunnarna efter varje tvatt. Tvitta totalt
3 ganger. Efter den sista tvatten, avldgsna innehallet och
knacka plattan pa rena pappershanddukar eller aspirera.
Avlagsna sa mycket tvattbuffert som majligt, men lat inte
brunnarna torka ut vid nagot tillfille.

8.7.
8.8.

Tillsatt 4 droppar (200 pl) enzymkonjugat i varje brunn.

Tack mikroplattan och inkubera vid rumstemperatur
(20-25 °C) i 30 minuter.

Skaka ut eller aspirera innehallet och tvatta varje brunn
5 ganger enligt steg 8.6.

8.9.

8.10.
8.11.

Tillsatt 4 droppar (200 pl) fargsubstrat i varje brunn.

Tack mikroplattan och inkubera vid rumstemperatur
(20-25 °C) i 10 minuter.

Tillsatt 1 droppe (50 pl) stoppldsning i varje brunn. Knacka
forsiktigt eller virvelblanda brunnarna tills den gula fargen
ar enhetlig. Avlds reaktionerna inom 10 minuter efter
tillsattning av stoppldsningen.

8.12.

8.13. Avlas visuellt eller spektrofotometriskt vid 450 nm (en

vaglangd) eller vid 450/620 till 650 nm (dubbel vaglangd).
9. KVALITETSKONTROLL
Positiva och negativa kontroller maste inga varje gang testet
utfoérs. De positiva och negativa kontrollerna fungerar som
bdde reagens- och procedurkontroller. Kontrollerna &r avsedda
att detektera signifikanta reagensfel. Den positiva kontrollen
garanterar inte precision vid assayens brytvarde.

Den negativa kontrollens optiska densitet (OD) bo6r vara
< 0,100 vid 450 nm eller < 0,070 vid 450/620 till 650 nm. Den
negativa kontrollen skall vara farglos nar den avldses visuellt.
Om en gulfargning motsvarande 1+ eller mer pa procedurkortet
foreligger i den negativa kontrollen bor testet upprepas med
sérskild uppmarksamhet pa tvattproceduren.

Den positiva kontrollens OD bér vara > 0,500 vid 450 nm eller
450/620 till 650 nm. Vid visuell avlasning skall den positiva
kontrollens fargintensitet vara lika med eller storre @n reaktion
2+ pa procedurkortet. Tillkalla teknisk assistans om fargen &r
svagare.

10. 10 RESULTAT

Se medféljande procedurkort for tolkning av farger.
VISUELLA RESULTAT

10.1. Avlds testresultaten genom att jamféra med
reaktionsfargerna pa procedurkortet.
Positivt: gul farg med en intensitet pa minst 1+.
Negativt: farglost.
Obestambart: svag gul farg, mindre &n reaktion 1+.

10.2. Tolkning av visuella resultat:

Positivt: Om en gul farg med en intensitet pa minst 1+
utvecklas i testbrunnen innehéller provet Campylobacter
SA och testet ar positivt.

Negativt: En farglos reaktion ar ett negativt resultat
och indikerar att ingen Campylobacter SA, eller en ej
detekterbar niva av Campylobacter SA, forekommer i det
testade provet.

Obestambart: Om en svag gul farg som ar mindre an
reaktion 1+ utvecklas sa ar testet obestambart. Vid
obestdmbara resultat bor testet upprepas. Om resultaten
fran upprepade tester ar positiva sa ar provet positivt. Om
resultaten fran upprepade tester dr negativa sa ar provet
negativt. Om resultaten fran upprepade tester forblir
obestdambara bor ett annat prov erhallas och testas.

SPEKTROFOTOMETRISKA RESULTAT

10.3. Avlas resultaten vid antingen en enda vaglangd (450 nm)
eller vid en dubbel vaglangd (450/620 till 650 nm).
10.4. Avlas testresultaten:
A. En vaglangd Farskt prov Transportmedia
/ Buljong
Negativt: 0D < 0,130 < 0,100
Obestambart: 0D0,130-0,170 0,100 - 0,130
Positivt: 0D >0,170 >0,130
B. Dubbel vaglingd Farskt prov Transportmedia
/ Buljong
Negativt: 0D < 0,100 <0,070
Obestambart: 0D 0,100-0,140 0,070 - 0,100
Positivt: 0D > 0,140 >0.100
10.5. Tolkning av spektrofotometriska resultat:

Positivt: Ett OD-vdrde 6ver det indikerade brytvardet for
en eller dubbel vaglangd, efter provtyp, ar positivt och
indikerar forekomst av Campylobacter SA.

Negativt: Ett OD-varde mindre an det indikerade brytvardet
for en eller dubbel vaglangd, efter provtyp, &r ett negativt
resultat och indikerar att ingen Campylobacter SA, eller en
ej detekterbar niva av Campylobacter SA, forekommer i det
testade provet.

Obestdambart: OD-varden som faller inom det indikerade
obestambara omradet, efter provtyp, dr obestambara. Vid
obestdmbara resultat bor testet upprepas. Om resultaten
frdn upprepade tester &r positiva sa ar provet positivt. Om
resultaten fran upprepade tester ar negativa sa ar provet
negativt. Om resultaten fran upprepade tester forblir
obestdmbara bor ett annat prov samlas in och testas.

Ett obestambart resultat foreligger nar bade den visuella
tolkningen och den spektrofotometriska avldsningen
Overensstammer. Vid obestdmbara resultat bor testet
upprepas. Om resultaten fran upprepade tester ar positiva
sa ar provet positivt. Om resultaten fran upprepade tester
ar negativa sa ar provet negativt. Om resultaten fran

upprepade tester forblir obestambara bor ett annat prov
samlas in och testas.

Obs: Brunnar som ar visuellt tydliga, men ger uppmatta
OD-védrden som avviker fran den visuella tolkningen boér
betraktas som avvikande resultat och undersdkas avseende
forekomst av bubblor, sma partiklar i brunnarna eller en
opak film pa brunnarnas botten. For att ta bort filmen, torka
av brunnarnas undersida och avlds OD pa nytt. Upprepa
testet om avvikelsen mellan visuell tolkning och uppmatta
OD-varden kvarstar.

11. BEGRANSNINGAR | PRESTANDA

Giltigheten hos resultaten som erhdlls med ProSpecT
Campylobacter Mikroplattassay beror pa om kontrollreaktionerna
sker som férvantat. Se Kvalitetskontroll, sektion 9.

Ett negativt testresultat utesluter inte forekomst av
Campylobacter och kan intraffa nar provets antigenniva ar under
testets detekteringsgréns. Korrelationen mellan mangden antigen
i ett prov och den kliniska representationen har inte faststallts.

Som vid alla diagnostiska IN VITRO-tester bor resultaten tolkas av
lakaren tillsammans med 6vrig klinisk information och/eller andra
laboratorieresultat.

Korrekt insamling och behandling av prover ar avgérande for att
uppna assayens optimala prestanda. Optimala testresultat erhalls
fran prover som testas sa fort som maojligt efter insamling. Se
Insamling av fekalieprover, sektion 7.

ProSpecT Campylobacter Mikroplattassay differentierar inte
C. jejuni och C. coli och det finns andra serotyper och underarter
som kan eller inte kan detekteras. Det ar ej kdnt huruvida
C. upsalensis, C. hyointestinalis eller C. helviticus korsreagerar.

12. FORVANTADE VARDEN

Campylobacter jejuni ar den framsta orsaken till bakteriell
diarré i USA och infektionerna dr mest frekventa under sommar
och host®. Infektioner uppstar vanligen genom foértaring av
kontaminerad mat eller smittat vatten. Testning av kommersiellt
frysta fagelprover har redovisat kontamineringsnivder fran 30
till 90 %°. C. jejuni &r vida spridd i djurriket och har isolerats fran
ett antal husdjur och tamfaglar samt praktiskt taget alla vilda
fagelarter. Overféring genom sexuell kontakt eller fekalt-oralt,
och fortaring av kontaminerat ytvatten, har ocksa rapporterats®.
Barn under 5 ar och unga vuxna (15-29) drabbas oftare an 6vriga
aldersgrupper. En av College of American Pathologists nyligen
utford studie av 601 institutioner faststdllde att en bakteriell
patogen kunde identifieras hos 6,4 % av de 59 500 inldmnade
proverna’. Campylobacter identifierades i 1,5 % av proverna,
Salmonellai 1,15 % och Shigella i 0,9 %. Prevalensen for C. jejuni i
USA strécker sig fran 1,0 till 4,6 %3. Varden dnda upp till 2,9 % har
ocksa rapporterats i en fyra ar lang studie i Schweiz®.

13. TESTETS KARAKTERISTIKA

KANSLIGHET OCH SPECIFICITET

ProSpecT Campylobacter Mikroplattassay har utvarderats pa tre
geografiskt distinkta, kliniska platser i USA och Kanada. Dessa var
ett storstadssjukhus i lllinois, ett stort referenslaboratorium i New
Jersey och ett centraliserat testlaboratorium i Ontario, Kanada.
Alla prover testades genom odling och biokemiska assayer for
att bekrafta ett positivt isolat av Campylobacter. Resultaten
fran var och en av dessa testplatser, efter upprepad testning av
obestambara resultat och avvikande varden enligt instruktionerna
i denna bruksanvisning, redovisas i tabell 1.




Tabell 1. Jamforelse mellan ProSpecT Campylobacter
Mikroplattassay och odlingsassayer pa direkta fekalieprover.

PLATS 1: ODLINGSRESULTAT

+ -
ProSpecT + 70 6

Mikroplatt- - 0 337

assay 70 343 413

Kanslighet: 100 %
Specificitet: 98,3%

PLATS 2: ODLINGSRESULTAT

+ -
ProSpecT + 10 0

Mikroplatt- - 0 214

assay 10 214 224

Kanslighet: 100%
Specificitet: 100%

PLATS 3: ODLINGSRESULTAT

+ R
ProSpecT + 49 2

Mikroplatt- - 0 361

assay 49 363 412

Kanslighet: 100%
Specificitet: 99,4%

Tabell 2: Resultat med kombinerade data fran tre
kliniska testplatser pa direkta fekalieprover.
Direkt
+ -
ProSpecT + 129 8
Mikroplatt- - 0 912
assay 129 920 1049

Kénslighet: 100 % (97,2-100 %)

Specificitet: 99,1 % (98,3-99,6 %)

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

Tabell 2 visar att det var 99,2 % korrelation mellan ProSpecT
Campylobacter Mikroplattassay och odling nar resultaten fran
alla tre platser kombinerades och alla obestambara och avvikande
testvarden hade bestamts. Alla ElA-avvikande testvarden
bedémdes vara negativa efter upprepad testning. Det fanns ett
prov som initialt var EIA+ och Odling-. Efter upprepad testning
var odlingen positiv och bedémdes vara dkta positiv. Av de
aterstaende 8 proverna som var EIA+/Odling- var ett EIA-negativt
efter upprepad testning. De 6vriga 7 var positiva efter upprepad
testning.

Alla prover som testades i den direkta fekala assayen vid testplats
2 anrikades ocksa over natten i GN-naringssubstrat, Hajna vid
35 + 2 °C under omgivande atmosfariska férhallanden. Den
anrikade odlingen testades sedan med ProSpecT Campylobacter
Mikroplattassay och jamférdes med standardmetoden for fekala
odlingar. Resultaten redovisas i tabell 3.

Tabell 3: Jamforelse mellan ProSpecT Campylobacter
Mikroplattassay och odlingsassay pa fekala odlingar i
ndringssubstrat.

TESTPLATS 2: ODLINGSRESULTAT

+ -
ProSpecT + 9 0

Mikroplatt- - 1 214

assay 10 214 224

Kanslighet: 90,0 % (55,5-99,9 %)

Specificitet: 100 % (98,3-100 %)

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

Tabell 3 visar att det var 99,6 % korrelation mellan ProSpecT
Campylobacter Mikroplattassay och odling nar proverna
anrikades i GN-ndringssubstrat, Hajna och alla avvikande resultat
hade beddmts. Alla obestambara och avvikande ElA-resultat
beddémdes vara negativa efter upprepad testning.

ANALYTISK KANSLIGHET

ProSpecT Campylobacter Mikroplattassay detekterar cirka 2,81 ng/ml
av Campylobacter Specific Antigen och cirka 10° CFU/m.
REPRODUCERBARHET

Variationskoefficienten (CV) mellan assayer eller testomgang-
till-testomgang hos ProSpecT Campylobacter Mikroplattassay
utvarderades genom att vélja ett negativt prov och tre positiva
prover med varierande OD-vdrden. Varje prov testades i 22-
24 brunnar/testomgang i tre konsekutiva omgangar. Medel-CV
mellan assayer var 11,4 %.

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

14. REFERENSER

1. Guerrant, R.L. and D.A. Bobak. 1991.
Review Article, Medical Progress, Bacterial and Protozoal Gastroenteritis.
N. Engl. J. Med. 325(5): 327-340.

2.  Mitchell, J.E. and M.M. Skelton. 1988.

Diarrhoeal Infections.
Am. Fam. Phys. May 37(5): 195-207.
3. Guerrant, R.L,, et al. 1985.
Evaluation and Diagnosis of Acute Infectious Diarrhoea.
Am. J. Med. 78(6B): 91-98.

4. Foodborne Pathogenic Microorganisms
Handbook, Campylobacter jejuni. 1992.

and Natural Toxins

Prov Medel-OD ___ Standardavvikelse % CV
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 %

Variationskoefficienten inom assayer eller inom testomgangar
utvarderades genom att testa 22-24 brunnar med vart och ett av
4 prover. Medel-CV inom assayer var 4,0 %.
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Prov Medel-OD _ Standardavvikelse % CV
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 %

KORSREAKTIVITET

Ingen korsreaktion observerades nar ett antal organismer
fran den humana koliska mikrofloran testades med ProSpecT
Campylobacter Mikroplattassay. Testerna utférdes genom att odla
de organismer som listas nedan i Campylobacter jejuni-negativa
och -positiva fekalier. Bakterierna odlades vid koncentrationer >1
x 107 CFU/ml av fekalier.

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

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)

The Use and Abuse of Routine Stool Microbiology.
Arch. Pathol. Lab. Med., 120: 206-211.
8. Rohner, P, et al, 1997.
Etiological Agents of Infectious Diarrhoea: Implications for Requests for
Microbial Culture.
J. Clin. Microbiol. 35(6): 1427-1432.
9. Williams, E.K., 1986.
Acute Infectious Diarrhoea. . Diagnosis, Treatment and Prevention.
Pediatr. Infect. Dis. 5(4): 458-465.
ProSpecT &r ett registrerat varumarke.

ATCC® &r ett registrerat varumarke som tillhér American Type
Culture Collection.
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