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CAMPYLOBACTER BLOOD FREE
AGAR (KARMALI)

Fardiga plattor

1 - AVSEDD ANVANDNING
In vitro-diagnostisk produkt. Selektivt medium for isolering av termotoleranta
Campylobacter spp. fran kliniska och andra prover.

2 - SAMMANSATTNING - TYPISK FORMEL *

Peptokomplex 10,000 g
Tryptos 10 000 g
Pepton 30009
Majsstérkelse 1000g
Natriumklorid 5000 g
Kol 4000g
Hematin 0,032 g
Natriumpyruvat 0,100 g
Cykloheximid 0,100 g
Agar 14,00 g
Cefoperazon 0,032 g
Vankomycin 0,020 g
Renat vatten 1000 mi
Campylobacter coli p& *Formeln kan justeras och/eller kompletteras for att uppfylla de erforderliga prestandakriterierna.

Campylobacter Blood Free Agar (Karmali)

3 - METODENS PRINCIP OCH FORKLARING AV FORFARANDET

Campylobacter-arter &r gramnegativa, oxidaspositiva, icke-sporframkallande, S-formade eller spiralformade stavar, 0,2-0,9 um breda och 0,5-5
pum langa. Organismerna &r vanligtvis rorliga tack vare en enda polér, oskyddad flagell i ena eller badda andarna, vilket ger dem en mycket
karakteristisk "korkdragarliknande” rérlighet.r En atmosfar med reducerad syrehalt (5 till 6 %) kravs for mikroaerob tillvaxt. De arter som oftast
forknippas med sjukdom hos ménniskor &ar varmetoleranta: de véxer vid 42-43 °C och 37 °C, men inte vid 25 °C. Campylobacter jejuni subsp.
doylei, Campylobacter fetus och C. fetus subsp. venerealis vaxer inte vid 42 °C.2

Vid Campylobacter-infektion (campylobakterios) varierar symtomen vanligtvis fran inga till allvarliga, inklusive feber, magkramper och diarré (med
eller utan blod/vita blodkroppar i avforingen); illamaende och krakningar kan atfolja diarrén. C. jejuni &r den oftast erkanda infektionen som féregar
utvecklingen av Guillain-Barrés syndrom.!

Campylobacter-infektioner smittar genom intag av otillréckligt tillagat fjaderfa, skaldjur, kétt och gronsaker, genom kontakt med djur och genom att
dricka obehandlat vatten eller mjolk. De flesta infektioner orsakas av C. jejuni subsp. jejuni och C. coli. Andra arter som ibland orsakar diarré ar C.
lari, C. fetus subsp. fetus, C. jejuni subsp. doylei och C. upsaliensis.

Sedan borjan av 1970-talet, da C. jejuni och C. coli erkdndes som orsak till mag-tarminfektioner i samband med matférgiftning, har flera flytande
och plattodlade odlingsmedier utvecklats, ursprungligen avsedda fér undersékning av avféring och senare dven for pavisande av Campylobacter i
livsmedel och vatten.® De selektiva medierna for isolering av Campylobacter bestar av en icke-selektiv bas som kan anvandas med eller utan
djurblod och av en blandning av antimikrobiella foreningar. Bland de isoleringsmedier som féreslas i litteraturen namner Corry och Atabay® féljande
medier: Skirrow, Blaser Wang, Preston, mCCD Bolton, mCCD Hutchinson och Bolton, Karmali, Line TTC.

Campylobacter Blood Free Agar (Karmali) framstalls enligt den formulering som Karmali utvecklade 1986* och &r avsedd for isolering av
termotoleranta Campylobacter spp. frdn avforing och andra icke-kliniska prover.

Mediet fran Karmali et al. &r en variant av mCCDA fran Bolton, Hutchinson och Coats® , dar hematin anvands istallet for jarnsulfat, vankomycin
istallet for natriumdeoxikolat och cykloheximid istéllet for amfotericin B.

Medlets selektiva medel &r vankomycin, som har en stark hdmmande verkan mot grampositiva bakterier, cefoperazon, som framst hdmmar
tillvaxten av gramnegativa bakterier, och cykloheximid, som ingar som ett svampdddande amne. Kol (som erséattning for animaliskt blod), hematin
och natriumpyruvat stimulerar tillvéxten av Campylobacter, 6kar dess aerotolerans och hdmmar de toxiska féreningar som bildas under tillvaxten.
Karmali-medium (KM) jamférdes med Skirrow-medium (SKM) for atervinning av C. jejuni och C. coli fran avféring fran patienter med diarré.® Dessa
campylobacter-bakterier isolerades fran 35 (2,9 %) av 1 227 testade avféringsprover (29 p& bada medierna, 5 pa enbart KM och en pa enbart
SKM). Nar C. jejuni och C. coli atervanns var tillvaxten ren pad 29 KM-odlingar (85 %), men endast pd 11 SKM-odlingar (37 %). Fullstandig
undertryckning av "kontaminerande” flora intraffade i 704 KM-odlingar (57 %) jamfoért med 426 SKM-odlingar (35 %).

4 - FYSISKA EGENSKAPER

Mediumets utseende svart ogenomskinlig

Slutligt pH vid 20-25 °C 7,4+02

5 - MEDFOLJANDE MATERIAL - FORPACKNING
Produkt Typ REF Forpackning
Campylobacter Blood Free Agar (Karmali) Fardiga plattor 541136 2 x 10 plattor g 90 mm

Primarférpackning: 2 cellofanpasar
Sekundarférpackning: kartong
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6 - MATERIAL SOM KRAVS MEN SOM INTE MEDFOLJER
Sterila loopar och svabbprover, inkubator och laboratorieutrustning efter behov, generatorer och burkar for kontrollerad atmosfar, kompletterande
odlingsmedier och reagenser for identifiering av kolonierna.

7 - PROVER

Fekalprover ar att foredra for isolering av Campylobacter spp. frdn patienter med gastrointestinala infektioner, men rektala svabbprover ar
acceptabla for odling.® Samla in prover fore antimikrobiell behandling om mdjligt. God laboratoriesed for insamling, transport och férvaring av
proverna bor tillampas. For icke-kliniska prover, se tillampliga internationella standarder.

8 - TESTFORFARANDE
Lat plattorna n& rumstemperatur och Iat ytan pa odlingsmediet torka.
= Fast avforing: avforingen kan spédas ut 1:4 i steril saltlésning eller 0,1 % peptonvatten. Det har visat sig att utspadning avsevart minskar
mangden konkurrerande flora utan att isoleringen av Iaga antal patogener paverkas.? Inokulera 3-5 droppar pa mediets yta.
= Flytande avforing: inokulera 3 droppar pa mediets yta.
= Rektala svabbprover: rulla svabben éver ett litet omrade pa ytan vid kanten; strack sedan ut fran detta inokulerade omrade.
For alla typer av prover, stryk med en égla 6ver de fyra kvadranterna pa plattan for att fa vél isolerade kolonier, och se till att sektionerna 1 och 4
inte Overlappar varandra.
Inkubera i en mikroaerob atmosfar bestédende av cirka 5 % op, 10 % co,0ch 85 % y,, vid 39—42 °C i 40—-48 timmar.2

9 - AVLASNING OCH TOLKNING

Efter inkubation observera bakterietillvaxten och notera koloniernas specifika morfologiska och kromatiska egenskaper. Campylobacter-kolonier &ar
vanligtvis gré/vita eller kramgra till fargen, svarmande och fuktiga till utseendet. De kan se ut som ett tillvéxtlager 6ver agarens yta. Kolonierna ar
vanligtvis icke-pigmenterade.

Campylobacter-arter &r oxidaspositiva. Om en koloni som fenotypiskt liknar Campylobacter-arter &r oxidasnegativ, subkultivera till blodagar och
testa igen efter 24 timmars inkubation. ©

En preliminar identifiering av termofila och enteropatogena Campylobacter kan géras pa basis av oxidas-test (+) och den karakteristiska rorligheten.
For en fullstandig forklaring av identifieringskriterierna och metoderna, se den angivna referensen. ©

10 - ANVANDARKVALITETSKONTROLL

Alla tillverkade partier av produkten slapps 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 &r anvandbara for kvalitetskontroll.

KONTROLLSTAMMAR INKUBATIONSTEMPERATUR/T/ATM FORVANTADE RESULTAT
C. jejuni ATCC 33291 39-42 °C / 40-48 timmar / M god tillvaxt

C. coli ATCC 43478 39-42 °C / 40-48 timmar / M god tillvaxt

E. coli ATCC 25922 39-42 °C / 40-48 timmar /M delvis eller helt hammad
S. aureus ATCC 25923 39-42 °C / 40-48 timmar / M hammad

M: mikroaerob inkubation; ATCC &r ett varumérke som tillhér American Type Culture Collection

11 - PRESTANDAEGENSKAPER

Innan produkten sldpps ut pd marknaden testas ett representativt urval av alla fardiga plattor med Campylobacter Blood Free Agar (Karmali) och
av de ravaror som anvands for tillverkningen av de fardiga plattorna (dehydrerad Campylobacter Blood Free Medium Base Karmali, REF 401283,
kompletterat med Karmali Antimicrobic Supplement, REF 4240035), testas med avseende pa produktivitet och selektivitet genom att resultaten
jAmférs med tidigare godkénda referenspartier.

Produktiviteten testas genom ett kvantitativt test med malstammarna C. coli ATCC 43478 och C. jejuni ATCC 33291. Karmali-plattorna inokuleras
med decimala utspadningar i saltldsning av koloniernas suspensioner och inkuberas vid 39-42 °C i 40-48 timmar i mikroaerob atmosfar.
Kolonierna réknas pa testbatchen (TB) och referensbatchen (RB) och produktivitetsforhallandet (Pr=CFUte/CFUrs) beréknas. Om Pr ar > 0,7
anses resultaten vara acceptabla och éverensstdmma med specifikationerna.

Selektiviteten utvérderas med modifierad Miles-Misra-ytdroppmetod genom att inokulera plattorna med lampliga decimala utspadningar i
saltlésning av en 0,5 McFarland-suspension av icke-malstammarna C. albicans ATCC 18804, E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC 25823, E.
faecalis ATCC 19433. Efter inkubation vid 39—42 °C i 72 timmar ar C. albicans delvis hammad, medan tillvaxten av andra icke-malstammar &r helt
hammad. Campylobacter Blood Free Agar (Karmali) jamfordes med CCDA Preston-medium av Varoli et al. ‘med 198 avféringsprover.
Campylobacter spp. aterfanns i 8 prover pa bada medierna, men pa Karmali-mediet hittades 5 isolat i ren odling, medan det p4 CCDA Preston
endast hittades 2 isolat. Inga signifikanta skillnader konstaterades mellan de tvd medierna vad galler tillvéaxten av mikrobiell kontaminerande flora
av jast och gramnegativa baciller; Karmali-mediet har utvarderats som mer hdmmande for tillvéxten av grampositiva bakterier.

Noggrannheten bedémdes genom granskning av kvalitetskontrolluppgifterna. Resultaten fran 30 batcher som producerats mellan 10/1/2019 och
19/5/2020 utvarderades. 100 % av batcherna visade dverensstéammelse med definierade acceptanskriterier néar det galler produktivitet med
malstammar och selektivitet med icke-malstammar.

12 - METODENS BEGRANSNINGAR

- De vanligaste fororeningarna som finns i Karmali-mediet ar Enterobacteriaceae, som ar resistenta mot cefoperazon néar de férekommer i stora
mangder, sarskilt Klebsiella oxytoca.t

- For att uppnd hogsta méjliga utbyte av Campylobacter fran avféringsprover verkar en kombination av medier som inkluderar Karmali-medium och
ett andra selektivt medium, baserat p& ett annat selektivt system, vara den optimala metoden (t.ex. Skirrow-medium).®

- En férlangning av inkubationstiden fran 48 till 72 timmar leder till en 6kning av isoleringsgraden. &

- Blodfria formuleringar (t.ex. Karmali, CCDA) verkar ha béttre prestanda &n blodhaltiga medier.®

Den kliniska fordelen med berikningsbuljonger som ar framtagna for att forbattra atervinningen av Campylobacter har inte studerats tillrackligt.

Berikning verkar inte vara nédvandigt for prover som samlats in i den akuta fasen av campylobakterios, medan atervinningen av Campylobacter
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Okar hos asymptomatiska patienter, i studier med laga antal av malorganismen, i prover som inte skickas direkt till laboratoriet och i prover som
tas i konvalescensfasen efter en episod av diarré.®0

Enheten &r inte avsedd for att diagnostisera infektioner eller som véagledning fér antimikrobiell behandling. Den anvéands i en diagnostisk
undersokningsserie for att tillhandahalla mikrobiella kolonier isolerade fran kliniska prover frn patienter med misstéankt gastrointestinal infektion.
Lampliga tester kréavs for fullstandig identifiering och epidemiologisk typning av kolonier. Vid behov ska antimikrobiella kénslighetstester utféras
med rekommenderade metoder.

Tillvaxten pa mediet beror p& varje mikroorganisms metaboliska behov och pa resistensen mot de antimikrobiella &mnen som finns narvarande;
vissa malstammar kanske inte kan vaxa eller kan uppvisa en fordrojd tillvaxt. Bristande tillvaxt eller frAnvaro av typiska kolonier utesluter inte
forekomsten av Campylobacter i provet. Darfor rekommenderas samtidig anvandning av andra odlingsmedier for att tervinna patogener i provet.

13 - FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

- Denna produkt ar en kvalitativ in vitro-diagnostisk produkt avsedd endast for professionellt bruk, &r inte automatiserad och ar inte ett
kompletterande diagnostiskt verktyg. Den maste anviandas av adekvat utbildad och kvalificerad laboratoriepersonal, med iakttagande av
forsiktighetsatgarder mot biologiska risker och aseptiska tekniker.

Denna produkt ar inte klassificerad som farlig enligt géllande europeisk lagstiftning.

Detta odlingsmedium innehdller rdmaterial av animaliskt ursprung. Darfor rekommenderas att de fardiga plattorna behandlas som potentiellt
smittsamma och hanteras med sedvanliga sarskilda forsiktighetsatgarder: fa inte i dig, andas inte in och |4t inte komma i kontakt med hud, 6gon
eller slemhinnor. Ladda ner TSE-uttalandet frn webbplatsen www.biolifeitaliana.it, dar de atgarder som vidtagits for att minska risken for
smittsamma djursjukdomar beskrivs.

Alla laboratorieprover ska betraktas som smittsamma.

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

Varje platta med detta odlingsmedium &r endast avsedd for 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 fore bortskaffande och kassera oanvant medium och steriliserade plattor som inokulerats med prover eller
mikroorganismer i enlighet med géllande lokal lagstiftning.

Analyscertifikaten och sakerhetsdatabladet for produkten finns tillgéangliga p& webbplatsen www.biolifeitaliana.it.

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

Tillverkaren kan inte hallas ansvarig for forlust eller skada som pa nagot satt uppstar till foljd av eller i samband med anvandning av produkten pa
ett satt som inte dverensstammer med de medféljande anvisningarna.

14 - FORVARINGSFORHALLANDEN OCH HALLBARHET

Vid mottagandet ska plattorna férvaras i sin originalférpackning vid 2-8 °C och skyddas fran direkt ljus. Om de forvaras pa ratt séatt kan plattorna
anvandas fram till utgdngsdatumet. Anvand inte plattorna efter detta datum. Plattor fran 6ppnade plastpasar kan anvandas i 7 dagar om de
forvaras i en ren miljo vid 2-8 °C. Anvand inte plattorna om plastpasen &r skadad eller om skalen &r trasig. Anvand inte plattor som visar tecken pa
forsamring (t.ex. mikrobiell kontaminering, uttorkning, krympning eller sprickbildning i mediet, onormal férg, dverdriven fuktighet).
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REVISIONSHISTORIK
Version Beskrivning av andringar Datum
Revision Uppdaterad layout och innehall i enlighet med IVDR 2017/746 2020/08
Revision 3 Borttagning av foraldrad klassificering 2023/03
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