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NG-Test® CARBA-5 detects the presence of all the 3
classes of carbapenemase hydrolytic enzymes expressed
by carbapenemase producing bacteria, identifying up to
the 5 major types of carbapenemase enzymes in
enterobacterales or Pseudomonas aeruginosa , from a
bacterial colony. The NG-Test® CARBA-5 identifies the
most prevalent carbapenemase families (NDM, IMP,
VIM, OXA-48 and KPC) including their most clinically
relevant variants, in the same cassette.

For professional use only.
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UTILISATION

Le NG-Test® CARBA-5 est un test de diagnostic rapide in vitro a usage professionnel
exclusivement. Il s'agit d'un test qualitatif immunochromatographique multiplex
visuel (flux latéral) destiné a la détection et la différentiation des cinq familles de
carbapénémases les plus courantes (KPC, OXA-48-like, VIM, IMP et NDM) a partir de
colonies bactériennes pures, productrices de carbapénémases, d'Enterobacterales
(notamment Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae) et de Pseudomonas
aeruginosa dans les établissements de soins.

RESUME ET PRINCIPE

Les B-Lactamines sont des antibiotiques de premiére ligne utilisés dans le traitement
des infections causées par les entérobactéries. Cependant, leur efficacité a été remise
en question par la production d'enzymes bactériennes, connues sous le nom de
B-lactamases, qui hydrolysent le cycle des B-lactamines et inactivent I'antibiotique. Les
B-lactamases peuvent étre catégorisées en quatre classes selon la classification
d'Ambler : les classes A, C et D sont des B-lactamases dont le site actif est constitué de
sérine, tandis que la classe B, également appelée métallo-B-lactamases ou LBM,
posséde un site actif dépendant du zinc. Depuis l'introduction des B-Lactamines dans
la pratique clinique générale, le spectre d'activité des B-Lactamases s'est élargi. Les
B-Lactamases a spectre d'activité étendu (capables d'hydrolyser les
oxyimino-céphalosporines et les monobactames, mais pas les céphamycines ni les
carbapénemes), connues sous le nom de B-lactamases a spectre étendu ou BLSE, sont
apparues en milieu hospitalier dans les années 1980 et sont devenues plus courantes
en milieu communautaire dans les années 1990 et au début des années 2000,
associées a la famille CTX-M des BLSE. Récemment, les B-lactamases ayant la capacité
d'hydrolyser les antibiotiques carbapénémes de méme que les pénicillines, les
céphalosporines et les agents monobactames (connues sous le nom de
carbapénémases) ont vu leur prévalence augmenter et se sont répandues dans le
monde entier. Parmi les carbapénémases les plus répandues chez les entérobactéries,
citons la KPC (classe A), les métallo B-lactamases IMP, VIM et NDM (classe B) et les
enzymes de type OXA-48 (classe D).

Supplémentée par des informations cliniques et des procédures de diagnostic
complémentaires, I'utilisation du NG-Test® CARBA-5 en laboratoire permet d'obtenir
des données pertinentes pour étayer les choix thérapeutiques antimicrobiens
appropriés et favoriser une prise de décision et des interventions rapides en matiére de
contréle des infections.

Le NG-Test® CARBA-5 est un test in vitro immunochromatographique rapide et
multiplexe visuel qui détecte un ou plusieurs des cing types courants d'enzymes
carbapénémases [KPC (K), OXA-48-like (O), IMP (1), VIM (V), NDM (N)] sur des colonies
bactériennes. Le tampon d'extraction liquide est utilisé comme solution de lyse
cellulaire lorsqu'il est mélangé aux colonies. Des anticorps monoclonaux de souris qui
reconnaissent individuellement chacune des cing carbapénémases sont immobilisés
sur la membrane de nitrocellulose. Des anticorps monoclonaux libres sont présents
dans le papier conjugué et marqués a l'or colloidal. Lors de l'ajout de colonies
mélangées au tampon d'extraction sur le papier échantillon, I'action capillaire de la
nitrocellulose attire I'échantillon a travers les anticorps mobiles et les anticorps
immobiles sur la bandelette de test. Les anticorps de contréle immobilisés capturent
alors tous les anticorps mobiles qui traversent le papier échantillon et la nitrocellulose
sans se lier aux autres lignes de test. Un résultat positif se produit lorsqu'une ligne
rouge apparait au niveau de la région de contréle (C) et qu'une ou plusieurs lignes
apparaissent dans les régions test (K, O, V, | ou N) et indique que I'échantillon contient
une ou plusieurs carbapénémases. Un résultat négatif se produit lorsque seule la ligne
de contrdle est observée et indique que |'échantillon ne contient aucune des 5
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carbapénémases. Si la ligne de contréle n'apparait pas, le résultat du test n'est pas
valide.

REACTIFS ET MATERIEL FOURNIS

Chaque kit contient :

« 20 cassettes test en sachet aluminium avec dessicant

+ 20 microtubes

« 20 pipettes de 100uL

«1solution de tampon d'extraction en flacon plastique (4,5 mL)
+1notice

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI
Chronomeétre « Gants a usage unique « Boucle d'inoculation (1pL) « Vortex

PRECAUTIONS

« Test de diagnostic in vitro a usage professionnel.
« Toutes les opérations doivent étre réalisées selon les bonnes pratiques de laboratoire.
« Ne pas utiliser aprés la date d'expiration.
« Les dispositifs doivent rester dans les sachets scellés jusqu'a leur utilisation.
« Manipuler les échantillons comme étant potentiellement infectieux.
« Aprés usage, jeter le dispositif dans un conteneur approprié pour déchets infectieux.
« Le dispositif ne doit pas étre réutilisé.
CONSERVATION ET STABILITE

Conserver les dispositifs dans leur sachet scellé entre 4 et 30°C. Ne pas congeler. Les
coffrets sont stables dans leur emballage intact (sachet scellé avec dessicant) jusqu'a
la date de péremption indiquée sur I'étiquette du coffret.

CULTURE ET PRELEVEMENT

Les échantillons a tester doivent étre obtenus et manipulés selon les méthodes
standardisées de microbiologie.
Milieux de culture validés :

Luria Broth (LB), LB agar, Trypticase soja agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar,
UriSelect™ 4, Columbia agar + 5 % sang de cheval, Columbia agar + 5 % sang de
mouton, ChromID® ESBL agar, ChromID® CARBA SMART, Drigalski (DRIG) agar,
CHROMagar™ mSuperCARBA™, TSA + 5 % sang de mouton, Mac Conkey,
HardyCHROM™ CRE agar.

MODE OPERATOIRE
1/ Porter des gants de protection a usage unique.
2/Ramener les composants du kit & température ambiante pendant au moins 10
minutes.
Préparation de I’échantillon
1/Déposer 5 gouttes (150uL) de tampon d'extraction dans un des microtubes fourni
dans le kit.
2/Sur une culture solide sur gélose, remplir une boucle de TuL en entrant en contact
(mais sans prélever) 3 colonies, puis la mettre en suspension dans le microtube
contenant 150pL de tampon d'extraction.
3 /Fermer le microtube.
4 [ Vortexer pour homogénéiser le mélange avant I'utilisation.

NOTE : Les colonies visqueuses/muqueuses peuvent présenter des difficultés de
migration en raison de leur viscosité élevée. Si les colonies sont
visqueuses/muqueuses, agiter une colonie au vortex pendant 3 minutes dans le
tampon d’extraction et la laisser incuber pendant 10 minutes a température
ambiante avant de réaliser le test.
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Réalisation du test

1/Ouvrir le sachet et retirer le dispositif. Une fois ouvert, le test doit étre utilisé
immédiatement.

2 /A l'aide de la pipette fournie, prélever 100pL du mélange préparé (faire monter
I'échantillon jusqu’au trait noir indiqué sur la pipette pour aspirer précisément 100uL)
et les déposer dans le puits échantillon marqué "S".

3/ Lire les résultats a 15 minutes et les interpréter comme indiqué ci-dessous.

NOTE : Ne pas interpréter les résultats du test aprés 20 minutes en raison du risque
de résultats faux positifs

INTERPRETATION DES RESULTATS

Résultat négatif

Une seule bande de couleur rouge apparait sur la zone de contrdle
(C). L'échantillon ne contient aucune des carbapénémases
indiquées ou contient un niveau non détectable et doit étre
interprété comme un résultat négatif.

zZ-<0X 0

NEGATIF

Résultat positif

Si une bande de couleur rouge apparait sur la zone de contréle
(C) et si une ou plusieurs bandes apparaissent au niveau des
zones K, O, V, |, N, I'échantillon contient une ou plusieurs
carbapénémases et doit étre interprété comme un résultat
positif.

Z-<0X 0

VIM POSITIF NOTE : L'intensité de la couleur rouge de la ligne de test varie
en fonction de la concentration des carbapénémases
présentes dans I'échantillon. Une ligne d'intensité faible doit
étre considérée comme un résultat positif.

Résultat invalide

c Cc
K K Si la bande de contréle (C) n'apparait pas ou n'est pas alignée
o o avec la lettre (C), le résultat du test n'est pas valide. Un volume
Y Y d'échantillon insuffisant ou une procédure incorrecte sont les
N N raisons les plus fréquentes de I'absence de ligne de contrdle.
Une dégradation du kit peut avoir eu lieu. Répétez la procédure
INVALIDE en utilisant un nouveau test. Si le probléme persiste, ne pas
réutiliser le coffret et contacter votre distributeur.
CONTROLE QUALITE

Un contréle de qualité interne est inclus dans le test. L'apparition de la bande de
contrdle confirme un volume d'échantillon suffisant et une procédure correcte.

LIMITATIONS

1/ Un résultat négatif n'exclut pas la présence d'autres mécanismes de résistance aux
antibiotiques carbapenemes (par exemple, producteurs de SME, GES, IMI).

2/Des résultats faussement négatifs peuvent se produire lors de multiples
sous-cultures d'un isolat bactérien sans pression sélective.

3/ Ce test n'a pas été validé pour Acinetobacter.

4 [ Quelques résultats faussement négatifs peuvent se produire avec Proteus mirabilis
testé a partir de gélose au sang.

5/ Les Proteus spp. ont tendance a présenter une croissance en nappe sur gélose au
sang, donc seule la surface de I'essaim doit étre touchée avec une boucle au niveau de
3 colonies différentes.
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6/ Ce test est qualitatif et ne peut en conséquence fournir un résultat quantitatif.
7/ Ce test doit étre utilisé comme une aide pour l'identification rapide des patients
porteur d'une résistance aux antibiotiques carbapénémes. Les résultats obtenus
doivent étre confirmés par des procédures de diagnostic alternatives ou
complémentaires.

8 / Un test positif ou négatif n'exclut pas la présence d'autres mécanismes de
résistance aux antibiotiques.

PERFORMANCES ET CARACTERISTIQUES

Limite de détection :
La limite de détection a été déterminée a I'aide d’enzymes purifiées recombinantes :
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL

Evaluation clinique :

Le NG-Test® CARBA-5 a été évalué au CNR (Centre National de Référence pour la
Résistance aux Antibiotiques, Hopital du Kremlin-Bicétre, Paris, France). 147 souches
ont été testées en aveugle en comparaison aux résultats obtenus par séquancage du
génome complet - whole genome sequencing (WGS). Parmi la collection évaluée,
seuls 2 rares variants D179Y de KPC n'ont pas été détectés (KPC-31 et KPC-33). Cette
mutation D179Y compromet l'activité hydrolytique de I'enzyme qui ne peut donc étre
considérée comme une carbapénémase, ce qui a également conduit a un résultat
négatif lors des tests biochimiques de ces 2 variants. La sensibilité et la spécificité du
test NG-Test® CARBA-5 ont été calculées en considérant ces 2 variants comme des
résultats négatifs.

Table 1: Resultats obtenus au CNR Kremlin Bicétre

WGS
POSITIF NEGATIF TOTAL
POSITIF 1o [0} 19
NGTEST =
CARBA-5 NEGATIF 0 28 28
TOTAL 19 28 147
SENSIBILITE 100% IC 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICITE 100% 1C 95% = 87.9 - 100%

NG-BIOTECH’SAS Atelier Relais Le Tremplin, Parc d’Act. de Courbouton Sect 1- 35480 GUIPRY - France




Résumé des variants détectés par NG-Test® CARBA-5 pendant les validations :

Groupe d'organisme Cible Variants détectés pendant les validations
; 11;
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163,181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2,4,5,6,1,19,23,27,31
IMP 1, 4, 6,8,10,1, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,1,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 251
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63,71,79
NDM 1

Résumé des variants détectés par NG-Test® CARBA 5 dans les publications :

Groupe d’organisme Cible Variants deteétg;s‘ gﬁs.lsz!i’s’ publications
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
oxa-4olike | ok /26, sbh, S05, 15,517 51, 555, 79%
Enterobacterales® VIM 1.2,4,5,6,11,19,23, 26,27, 3,39, 46, 51, 52,54,
, 58,
IMP 1,4, 6,7,8,10,11, 14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 12,35
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 2,51
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71, 79
NDM 1

*Dont des souches de: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sediakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae compiex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kiuyvera ascorbate, Morganelia morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia aicalifaciens, Raouitelia

ornithinolytica, Saimonelia enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

BIBLIOGRAPHIE
La bibliographie se trouve a la fin du document.

Phone: +33(0)2 23 30 17 83 - email: support@ngbiotech.com - website: www.ngbiotech.com




@ Francais NG-TEST/CARBA-5

SYMBOLES
. o
Contenu suffisant Date d’expiration 30°C
20 Pour 20 tests -
Limites de
Dispositif médical I 4°C température
de diagnostic Ne pas réutiliser %g%ras:ér)vatlon
in vitro
Ne de lot Référence
du produit
Consulter o ) .
EE les instructions ;Zsetcels: ZEe:: développé en collaboration
A 3
d'utilisation Cea *Le Commissariat a I'énergie atomique et
: aux énergies alternatives est un acteur frangais
Fabricant majeur de la recherche technologique
et de I'innovation.
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INTRODUCTION

NG-Test® CARBA-5 is a rapid in vitro diagnostic assay, for professional use only. It
is a visual multiplex immunochromatographic (lateral flow) qualitative assay for
the detection and differentiation of the five most common carbapenemase
families (KPC, OXA-48-like, VIM, IMP and NDM) from carbapenemase producing,
pure bacterial colonies of Enterobacterales (including Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae) and Pseudomonas aeruginosa in healthcare settings.

SUMMARY AND PRINCIPLE

B-Lactams are first-line antibiotics for the treatment of infections caused by
Enterobacterales; however, their efficacy has been challenged by the production of
bacterial enzymes, known as B-lactamases, which hydrolyse the B-lactam ring and
inactivate the antibiotic. -Lactamases may be categorised into four classes according
to Ambler’s classification: classes A, C and D are B-lactamases with serine at the active
site, whereas class B, also known as metallo-B-lactamases or MBLs, have a
zinc-dependent active site. Since the introduction of B-Lactam antibiotics into
widespread clinical practice, the range of activity of B-Lactamases has grown.
B-Lactamases with an extended-spectrum of activity (able to hydrolyse
oxyimino-cephalosporins, and monobactams, but not cephamycins or carbapenems),
known as extended-spectrum B-lactamases or ESBLs, emerged in hospital setting in
the 1980s and became more common in community settings in the 1990s and early
2000s associated with the CTX-M family of ESBLs. Recently, B-lactamases with the
ability to hydrolyze carbapenem antibiotics plus penicillins, cephalosporins and
monobactam agents (known as carbapenemases) have been increasing in prevalence
and have spread worldwide. Examples of the most prevalent carbapenemases found
in Enterobacterales are KPC (Class A), the metallo f- lactamases IMP, VIM and NDM
(Class B), and OXA-48-like enzymes (Class D).

Together with clinical information and complementary diagnostic procedures, the use
of NG-Test® CARBA-5 in the laboratory provides information that can support
appropriate antimicrobial therapeutic choices, prompt infection control decision
making and interventions.

NG-Test® CARBA-5 is an in vitro rapid and visual multiplex immunochromatographic
assay that detects one or more of the five common types of carbapenemase enzymes
(KPC (K), OXA-48-like (O), IMP (1), VIM (V), NDM (N)) from bacterial colonies. Extraction
buffer is used as a cell lysing solution when mixed with colonies. Monoclonal
antibodies that individually recognize each of the five carbapenemases are
immobilized on a nitrocellulose membrane. Free monoclonal antibodies are present in
the conjugate pad and labelled with colloidal gold. Upon addition of colonies mixed
with extraction buffer to the sample pad, the capillary action of the nitrocellulose
draws the sample through the mobile antibodies and immobile antibodies on the test
strip. The immobilized control antibodies capture any mobile antibodies that run
through the sample pad and nitrocellulose without binding to other test lines. A
positive result occurs when a red line appears on the control region (C) and one or
more lines appear in the test regions (K, O, V, |, or N) and indicates that the sample
contains one or more carbapenemases. A negative result occurs when only the control
line is observed and indicates that the sample does not contain any of the 5
carbapenemases. If the control line does not appear, the test result is invalid.

REAGENTS AND MATERIALS SUPPLIED

Each kit contains :

« 20 Test cassettes in aluminium pouches with desiccant
« 20 Microtubes

« 20 Disposable pipettes of 100uL

«1Extraction buffer solution in a plastic bottle (4,5 mL)
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«1Instructions for use

MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED
Timer « Single use gloves « Inoculation loop (ThL) « Vortex
PRECAUTIONS

« In vitro diagnostic test. For professional use only.

« All the operations must be carried out according to good laboratory practices.
« Do not use after the expiry date.

« The devices must remain in the sealed pouches until they are used.

« Handle the samples as if they were potentially infectious.

« After use, discard the device in an infectious waste container.

« Do not reuse the device.

STORAGE AND STABILITY

Store the devices in their sealed pouches between 4°C and 30°C. Do not freeze. Kits are
stable in their intact packaging (pouch with desiccant) until the expiry date indicated
on every kit.

CULTURE AND SAMPLING

The samples to be tested shall be obtained and handled according to standard
microbiology procedures.

Validated culture media:

Luria Broth (LB) and LB agar, Trypticase soja agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar,
UriSelect™ 4, Columbia agar + 5 % horse blood, Columbia agar + 5% sheep blood,
ChromID® ESBL agar, ChromID® CARBA SMART, Drigalski (DRIG) agar, CHROMagar™
mSuperCARBA™, TSA + 5 % sheep blood, Mac Conkey, HardyCHROM™ CRE agar.

OPERATING PROCEDURE

1/ Wear protective gloves.

2/ Bring the kit components at room temperature for at least 10 minutes.

Preparing the sample

1/ Dispense 5 drops (150uL) of extraction buffer in one of the microtubes provided into
the kit.

2 /From a solid agar-based culture, fill a 1uL loop by touching on (not collecting) 3
colonies, and then suspend it in the microtube containing 150 uL of extraction buffer.
3 /Close the microtube.

4 [ Vortex to homogenise the mixture before use.

NOTE: Viscous/mucous colonies can lead to migration problems, due to their high
viscosity. When starting from viscous/mucous colonies, vortex for 3 minutes a
colony in the extraction buffer and leave it to incubate for 10 minutes at room
temperature before performing the test.

Carrying out the test

1/ Open the pouch, and take out the device. Once opened, use the test immediately.
2/ Using the provided pipette, add 100uL of the prepared mixture (sample must reach
the black line indicated on the pipette to accurately dispense 100uL) in the sample well
labelled "S".

3 /Read the results at 15 minutes and interpret them as indicated below.

NOTE : Do not interpret the test resuits after 20 minutes, as they may very possibly
be causing faise positive results.
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RESULT INTERPRETATION

E Negative result
[o] If only one red line appears in the control region (C): the sample
‘I’ does not contain any of the indicated carbapenemase (or a
N non-detectable level) and must be interpreted as a negative
NEGATIVE Ut

Positive result
c If one red line appears in the control region (C) and one or several
K lines appear in the test regions K, O, V, |, N: the sample contains
o one or several carbapenemases and must be interpreted as a
Y positive result.
N

NOTE : The intensity of the red test line(s) may vary depending on
VIM POSITIVE the concentration of the carbapenemases present in the sample.
A weak line should be considered as a positive result.

Invalid result

[+ [+
K K If the control line (C) does not appear, or it is not aligned with the
o o letter (C), the test result is invalid. Insufficient sample volume or an
Y Y incorrect procedure are the most likely reasons for control line
N N failure.
Deterioration of the test kit may have occurred. Repeat the
INVALID

procedure using a new test. If the problem persists, do not reuse
the kit and contact your distributor.

QUALITY CONTROL

An internal quality control is included in the test. When the control line develops, it
confirms the sample volume was sufficient and the procedure was correct.

LIMITATIONS

1/ A negative result does not preclude the presence of carbapenemase producing
organisms (example: producing SME, GES, IMI).

2 / False negative results may occur with multiple subcultures of a bacterial isolate
without any selective pressure.

3/ This test has not been validated for Acinetobacter.

4 [ Some false negative results may occur with Proteus mirabilis tested from blood
agar only.

5/ Proteus spp. tend to exhibit swarming growth on blood agar, thus only the surface
of the swarming should be touched with a loop in 3 different colonies.

6/ This test is a qualitative assay and will not yield any quantitative result.

7 / This test should be used as an aid for the rapid identification of patients bearing a
resistance to carbapenem antibiotics. The obtained results must be confirmed with
alternative or complementary diagnostic procedures.

8/ A positive or a negative test does not rule out the presence of other

mechanisms of antibiotic resistance.

PERFORMANCES AND CHARACTERISTICS

Detection limit:
The detection limit was determined using purified recombinant enzymes:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL
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NG-Test® CARBA-5 was evaluated at the NRC (National Reference Center for
Antibiotic Resistance, Kremlin-Bicétre Hospital, Paris, France). 147 strains were
blind-tested with WGS-characterized B-lactamase content. Among the evaluated
collection, only 2 rare D179Y KPC variants were not detected (KPC-31 and KPC-33). This
D179Y impaired the carbapenem hydrolytic activity of the enzyme which cannot be
considered as a carbapenemase, leading also to negative result by biochemical tests.
The sensitivity and specificity of the NG-Test® CARBA-5 was calculated by considering
the KPC-31 and KPC-33 variants as negative results.

Table 1: Results obtained at NRC Kremlin Bicétre"

WGS
POSITIVE NEGATIVE TOTAL
POSITIVE 19 o 19
NGTEST®
CARBA-5 NEGATIVE 0 28 28
TOTAL 19 28 147
SENSITIVITY 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICITY 100% Cl 95% = 87.9 - 100%

Summary of variants detected by NG-Test® CARBA-5 during validations:

r = P e
Organism group Target Variants g “f’.l‘;"“g fons
;1%
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2,4,5,6,1,19,23,27,31
IMP 1, 4, 6,8,10,11, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas viM 2,51
aeruginosa \MP 1,2,5,7,13,14,15,16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1
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Summary of variants detected by NG-Test® CARBA 5 in publications:

A Variants detected in publications
Organism group Target 8;9:10; 11:12; 13
KPC 2,3, 4,5,6,7,12, 14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
I 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales* VIM 1.2,4,5,6,11,19,23,26,27, 31,39, 46,51, 52,54,
, 58,
IMP 1,4, 6,7, 8,10, 11, 14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,19
KPC 1,235
OXA-48-like 181
Pseudomonas viM 2,51
aeruginosa ™MP 1,2, 4,5,7,8,13, 14,15, 16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1

*including some: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedlakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganella morgannii, Proteus
mirabifis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia alcalifaciens, Raoultelia
ornithinolytica, Salmonella enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

BIBLIOGRAPHY
The bibliography can be found at the end of the document.
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@ Cestina NG-TEST/CARBA-5

NG-Test® CARBA-5 je rychly diagnosticky test in vitro pouze pro profesionalni pouziti.
Jde o vizudlni multiplexni imunochromatograficky (lateralni pratok) kvalitativni test pro
detekci a diferenciaci péti nejbéznéjsich karbapenemazovych rodin (KPC, OXA-48-like,
VIM, IMP a NDM,) z &istych bakterialnich kolonii Enterobacterales (véetné Escherichia
coli a Klebsiella pneumoniae) a Pseudomonas aeruginosa ve zdravotnickych
zafizenich.

SHRNUTI

B-Laktamy jsou antibiotika prvni volby pro 1éEbu infekci zpUsobenych
Enterobacterales; jejich U&innost véak byla narusena produkci bakterialnich enzymu,
znamych jako pB-laktamazy, které hydrolyzuji pB-laktamovy kruh a inaktivuji
antibiotikum. B-laktamazy Ize kategorizovat do ctyr tfid podle Amblerovy klasifikace:
tfidy A, C a D jsou B-laktamazy se serinem v aktivnim misté, zatimco tfida B, také
znama jako metalo-B-laktamazy nebo MBL, kterd ma zinek - zavislé aktivni misto. Od
zavedeni B-laktamovych antibiotik do rozsifené klinické praxe se rozsah aktivity
B-laktamaz vzrostl. B-laktamazy s rozsifenym spektrem aktivity (schopné hydrolyzovat
oxyimino-cefalosporiny a monobaktamy, ale ne cefamyciny nebo karbapenemy),
znamé jako B-laktamazy nebo ESBL s rozsifenym spektrem, se objevily v nemocni¢nim
prostiedi v 80. letech a staly se bézné&jsimi v komunitnich prostiedich v 90. letech a na
pocatku 21. stoleti spojenych s rodinou CTX-M ESBL. V posledni dob& narUsta
prevalence B-laktamaz se schopnosti hydrolyzovat karbapenemova antibiotika plus
peniciliny, cefalosporiny a monobaktamové latky (znamé jako karbapenemazy), které
se rozsifily po celém svété. Priklady nejrozsifenéjSich karbapenemaz nalezenych v
Enterobacterales jsou KPC (tfida A), metalo B-laktamazy IMP, VIM a NDM (tfida B) a
enzymy podobné OXA-48 (tfida D).

Spolu s klinickymi informacemi a doplnkovymi diagnostickymi postupy poskytuje
pouziti NG-Test® CARBA-5 v laboratori informace, které mohou podpofit vhodné
antimikrobidlni terapeutické volby, rychlé rozhodovani o kontrole infekce a intervence.
NG-Test® CARBA-5 je in vitro, rychly a vizualni multiplexni imunochromatograficky
test, ktery pfimo z bakteridlnich koloniich detekuje jeden nebo vice z péti béznych
typl enzymU karbapenemazy (KPC (K), typ OXA-48 (O), IMP (I), VIM (V), NDM (N)).
Smichanim extraéniho pufru s koloniemi, dojde k lyze buné&k.. Monoklonalni protilatky,
které rozpoznavaji kazdou z péti karbapenemaz, jsou imobilizovany na nitrocelulézové
membrané. Volné monoklonalni protilatky jsou pfitomny v konjugacni podloZce a jsou
oznaceny koloidnim zlatem. Po aplikaci kolonii smichanych s extrakénim pufrem do
podlozky prolina vzorek diky kapilarnimu ucinku nitrocelulézy mobilnimi a imobilnimi
protilatkami na testovacim prouzku. Imobilizované kontrolni protilatky zachyti veskeré
mobilni protilatky, které prochazeji skrze podlozku a nitrocelulézu, bez toho, aniz by se
vazaly na jiné testovaci linie. Pozitivni vysledek nastane, kdyz se v kontrolni oblasti (C)
objevi ¢ervena linie a v testovacich oblastech (K, O, V, | nebo N) se objevi jedna nebo
vice linii. To naznacuje, Ze vzorek obsahuje jednu nebo vice karbapenemaz. Negativni
vysledek nastane, kdyZz se objevi pouze kontrolni linie, coz znamena, Ze vzorek
neobsahuje zadnou z 5 karbapenemaz. Pokud se kontrolni linie neobjevi, je vysledek
testu neplatny.

DODAVANA CINIDLA A MATERIALY

Kazda sada obsahuje:

« 20 kazet v hlinikovych saccich s vysousedlem
« 20 mikrozkumavek

« 20 jednorazovych pipet o objemu 100uL
«1extrakéni pufr v plastové lahvic¢ce (4,5 mL)
«1navod k pouziti
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POTREBNE, ALE NEDODAVANE MATERIALY
Casovaé « Jednorazové rukavice « Inokulaéni kli¢ka (1uL) « Vortex

OPATRENI

« Diagnosticky test in vitro. Pouze pro profesionalni pouziti.

« V8echny postupy je nutné provadét v souladu se spravnou laboratorni praxi.
« Nepouzivejte po uplynuti doby pouZzitelnosti.

- Zafizeni musi zUstat v uzavienych saécich, dokud nebudou pouzita.

« Se vzorky zachazejte tak, jako by byly potencialné infekeni.

« Po pouziti zafizeni zlikvidujte v kontejneru na infekéni odpad.

« Zafizeni nepouzivejte opakované.

SKLADOVANI A STABILITA

Skladujte kazety v uzavienych saccich pfi teploté mezi 4 a 30 °C. Chrarite pred mrazem.
Sady jsou stabilni v neporuseném obalu (sadcek s vysouSedlem) do data expirace
vyznaceného na kazdé z nich.

KULTURA A ODBER VZORKU

Testované vzorky je nutné odebirat a zachazet s nimi podle standardizovanych
mikrobiologickych postupu.

Validovana kultiva¢ni média:

Luria bujén (LB) a LB agar, tryptikaza-séjovy agar (TSA), Mueller-Hinton(v agar (MH),
UriSelect™ 4, agar Columbia + 5 % konska krev, Columbia agar + 5% ovci krev, agar
ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, Drigalski agar (DRIG), CHROMagar™
mSuperCARBA™, TSA + 5 % ov¢i krev, Mac Conkey, HardyCHROM™ CRE agar.

PROVOZ

1/ Pouzivejte ochranné rukavice.

2 / Komponenty soupravy ponechte pfed pouzitim alespofi 10 minut pfi pokojové
teploté.

Priprava vzorku

1/ Nakapejte 5 kapek (150uL) extrakéniho pufru do jedné z mikrozkumavek
dodavanych jako soucast sady.

2 /Z kultury na pevném agaru naplite TuL klicku dotykem (nikoli odebranim) 3 kolonif
a poté ji suspendujte v mikrozkumavce obsahujici 150uL extrakéniho pufru.

3/ Zaviete mikrozkumavku.

4 [ Pfed pouzitim homogenizujte smés ve vortexu.

POZNAMKA: Viskézni/slizniéni kolonie mohou vést k probiémiam s migraci kvdli
jejich vysoké viskozité. Vychdzite-li z viskéznich/slizniénich kolonii, vortexujte
kolonii po dobu 3 minut v extrakénim pufru a pfed provedenim testu ji nechte
inkubovat 10 minut pfi pokojové teploté.

Provadéni testu

1/ Oteviete sa&ek a vyjméte kazetu. Po otevieni test ihned pouZzijte.

2 /Pomoci dodané pipety pfidejte 100uL pfipravené smési (aby bylo mozné pfesné
aspirovat 100puL, vzorek musi dosahovat k ¢erné ¢are vyznacené na pipeté€) vzorku
dobre oznaceného pismenem ,S".

3/ Vysledky vyhodnotté po 15 minutéch a interpretujte je dle nize uvedeného postupu.
POZNAMKA: Neinterpretujte vysledky testu po 20 minutdch, protoZe mohou veimi
pravdépodobné zplisobit falesné pozitivni vysledky.
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@ Cestina NG-TEST/CARBA-5

INTERPRETACE VYSLEDKU

Negativni vysledek

Pokud se v kontrolni oblasti (C) objevi pouze jedna cCervena linie:
vzorek neobsahuje zadnou z indikovanych karbapenemaz (nebo
nedetekovatelnou hladinu) a musi byt interpretovan jako
negativni vysledek.

Z-<O0X0

NEGATIVNI

Pozitivni vysledek

Pokud se v kontrolni oblasti (C) objevi jedna cervena cara a v
testovacich oblastech K, O, V, I, N se objevi jedna nebo vice car:
vzorek obsahuje jednu nebo nékolik karbapenemaz a vysledek
musi byt interpretovan jako pozitivni.

POZNAMKA: Intenzita Eervené &ary (€ar) se maze lisit v zavislosti
VIM POZITIVNiI na koncentraci karbapenemaz pfitomnych ve vzorku. Tenka ¢ara

je povazovana za pozitivni vysledek.

Z-<0X 0

Neplatny vysledek

Pokud se kontrolni linie (C) neobjevi nebo neni zarovnana s
pismenem (C), je vysledek testu neplatny. Nedostatec¢ny objem
vzorku nebo nespravny postup jsou nejpravdépodobnéjsimi
ddvody selhani kontroly.

i Mohlo by dojit k poskozeni testovaci sady. Postup opakujte s
NEPLATNY novym testem. Pokud problém pretrvava, soupravu znovu
nepouzivejte a kontaktujte svého distributora.

KONTROLA KVALITY

Soucasti testu je interni kontrola kvality. Kdyz se vytvori kontrolni ¢ara, je potvrzeno, ze
objem vzorku byl dostate¢ny a postup byl spravny.

OMEZENI

1/ Negativni vysledek nevyluéuje pfitomnost organismd produkuijicich karbapenemazu
(napfiklad: produkujici SME, GES, IMI).

2/ Fale3né& negativni vysledky se mohou objevit u vice subkultur bakterialniho izolatu
bez jakéhokoli selektivniho tlaku.

3/ Tento test nebyl validovan pro Acinetobacter.

4 [ U Proteus mirabilis testovanych pouze na krevnim agaru se mohou objevit falesné
negativni vysledky.

5/ Proteus spp. ma tendenci vykazovat rojovy rdst na krevnim agaru, proto by se mélo
smy&kou dotknout pouze na povrchu rojeni ve 3 rdznych koloniich. Tento test je
kvalitativni test a nepfinasi zadné kvantitativni vysledky.

6/ Tento test je kvalitativni test a nepfinasi zadné kvantitativni vysledky.

7 / Tento test slouzi jako pomucka pro rychlou identifikaci pacientl s rezistenci na
karbapenemova antibiotika. Ziskané vysledky je nutné potvrdit alternativnimi nebo
doplnkovymi diagnostickymi postupy.

8 / Pozitivni ani negativni vysledek testu nevyluéuji pfitomnost jinych mechanism
antibiotické rezistence.

VYKON A VLASTNOSTI

Detekél it:
Detekéni limit byl stanoven pomoci purifikovanych rekombinantnich enzym:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL ¢ IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL

zZ-<0X 0
zZ-<0X 0
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Klinické hodnoceni:
NG-Test® CARBA-5 byl hodnocen v NRC (Narodni referencni stredisko pro antibiotickou
rezistenci, Nemocnice Kremlin-Bicétre, Pafiz, Francie). 147 kmenU bylo zaslepeno a
testovano na obsah B-laktazy charakterizované WGS. V hodnoceném souboru nebyly
detekovany pouze 2 vzacné varianty D179Y KPC (KPC-31 a KPC-33). Tato D179Y zhorsila
hydrolytickou aktivitu karbapenemu u enzymu, ktery nelze povazovat za karbapenemazu,
coz vedlo k negativnim vysledkiim biochemickych testd.

Citlivost a specificita NG-Test® CARBA-5 byla vypoctena tak, ze byly varianty KPC-31 a
KPC-33 povazovany za negativni vysledky.

Tabulka 1: Vysledky ziskané v NRC Kremlin Bicétre”

WGS
POZITIVNI NEGATIVNI CELKEM
POZITIVNI 9 o 9
NG TEST F
CARBA-5 [NEGATIVNI 0 28 28
CELKEM 1o 28 147
SENZITIVITA 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICITA 100% Cl1 95% = 87.9 - 100%

Souhrn variant zjisténych testem NG-Test® CARBA-5 pri validacich:

Bakterie Cilova Varianty zji§téné analyticky a ve
skupina validacich_8; 11;12
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2,4,5,6,1,19,23,27,31
IMP 1,4, 6,8,10, 11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,79,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 2,51
aeruginosa IMP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1
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Souhrn variant detekovanych pomoci NG-Test® CARBA-5 v publikacich:

Bakterie sﬁﬂg\lﬁa Varianty :glss;t%?lel;\{z?%bllkacmh
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
oxa-4olike | ok 26, 4bh, 505, 15,517 51, 535, 79%
Enterobacterales* VIM 1,2,4,5,6,11,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56,58, 59
IMP 1,4, 6,7,8,10,11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 12,35
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 2,51
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63,71, 79
NDM 1

*véetné nékterych: Citrobacter.braakii, C. freundii, C. koseri, C. sediakii, Enterobacter aerogenes,EE.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Kiebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kiuyvera ascorbate, Morganelia morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia aicalifaciens, Raoultelia
ornithinolytica, Salmoneiia enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydlii, S. sonnei,
S.bicestrii, Versinia enterolitica.

BIBLIOGRAFIE
Bibliografii naleznete na konci dokumentu.
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VERWENDUNG

NG-Test® CARBA-5 ist ein in-vitro Schnelltest, der nur fur den professionellen
Gebrauch bestimmt ist. Es handelt sich um einen visuellen, multiplexen,
immunchromatographischen (Lateral Flow) qualitativen Assay zum Nachweis und zur
Differenzierung der funf haufigsten Carbapenemasen (KPC, OXA-48-like, VIM, IMP
und NDM) aus Carbapenemase-produzierenden, reinen Bakterienkolonien von
Enterobacterales (einschlieBlich Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae) und
Pseudomonas aeruginosa im Gesundheitswesen.

ZUSAMMENFASSUNG UND PRINZIP

B-Lactame sind Antibiotika der ersten Wahl fur die Behandlung von Infektionen, die durch
Enterobacterafes verursacht werden. lhre Wirksamkeit wird jedoch durch die Produktion
von bakteriellen Enzymen, den sogenannten B-Lactamasen, in Frage gestellt, die den
B-Lactamring hydrolysieren und das Antibiotikum inaktivieren. B-Lactamasen kénnen
nach der Ambler-Klassifikation in vier Klassen eingeteilt werden: Die Klassen A, C und D
sind B-Lactamasen mit Serin am aktiven Zentrum, wahrend die Klasse B, die auch als
Metallo-B-Lactamasen oder MBLs bezeichnet werden, ein zinkabhangiges aktives
Zentrum haben. Seit der EinfUhrung von B-Lactam-Antibiotika in die breite klinische
Praxis ist das Aktivitatsspektrum von B-Lactamasen gewachsen. 3-Lactamasen mit einem
erweiterten Wirkungsspektrum (die in der Lage sind, Oxyiminocephalosporine und
Monobactame, nicht aber Cephamycine oder Carbapeneme zu hydrolysieren), bekannt
als B-Lactamasen mit erweitertem Wirkungsspektrum oder ESBL, tauchten in den 1980er
Jahren in Krankenhausern auf und wurden in den 1990er und frihen 2000er Jahren in
Verbindung mit der CTX-M-Familie von ESBLs in der Bevolkerung haufiger.

In jungster Zeit haben B-Laktamasen, die in der Lage sind, Carbapenem-Antibiotika sowie
Penicilline, Cephalosporine und Monobactam-Wirkstoffe zu hydrolysieren (sogenannte
Carbapenemasen), an Pravalenz zugenommen und sich weltweit verbreitet. Beispiele fur
die am weitesten verbreiteten Carbapenemasen in Enterobacterales sind KPC (Klasse A),
die Metallo-B-Laktamasen IMP, VIM und NDM (Klasse B) und OXA-48-ahnliche Enzyme
(Klasse D).

Die Verwendung von NG-Test® CARBA-5 im Labor liefert zusammen mit klinischen
Informationen und erganzenden diagnostischen Verfahren Informationen, die die
Auswahl geeigneter antimikrobieller Therapien unterstitzen und Entscheidungen und
MaBnahmen zur Infektionskontrolle beschleunigen kénnen.

NG-Test® CARBA-5 ist ein Vvisueller, multiplexer, immunochromatographischer
In-vitro-Schnelltest, der einen oder mehr der funf haufigsten Typen von
Carbapenemase-Enzymen (KPC (K), OXA-48 (O), IMP (), VIM (V), NDM (N)) in
Bakterienkolonien detektiert. Beim Mischen mit Kolonien wird ein flUssiger
Extraktionspuffer als zelllysierende Lésung verwendet. Monoklonale Antikorper, die
individuell jeweils die funf Carbapenemasen erkennen, werden auf einer
Nitrozellulose-Membran immobilisiert. Auf dem Konjugat-Pad befinden sich freie
monoklonale Antikorper, die mit kolloidalemn Gold gekennzeichnet werden. Bei
Hinzufigung der Kolonien, gemischt mit Extraktionspuffer auf dem Proben-Pad, zieht die
Kapillarwirkung der Nitrozellulose die Probe durch die mobilen Antikérper und die
immobilen Antikorper auf den Teststreifen. Die immobilisierten Kontroll-Antikorper
erfassen samtliche mobilen Antikérper, die das Proben-Pad und die Nitrozellulose
durchwandern, ohne sich dabei an andere Testlinien zu binden. Ein positives Ergebnis tritt
auf, wenn eine rote Linie im Kontrollbereich (C) erscheint und wenn eine Linie oder
mehrere Linien im Testbereich (K, O, V, |, oder N) erscheinen - dies bedeutet, dass die
Probe eine oder mehr Carbapenemasen enthélt. Ein negatives Ergebnis tritt auf, wenn
nur die Kontrolllinie sichtbar ist — dies bedeutet, dass die Probe keine der 5 Carbapenemasen
enthalt. Erscheint die Kontrolllinie nicht, ist das Testergebnis ungultig.
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REAGENZIEN UND MITGELIEFERTES MATERIAL
Jedes Test-Set enthalt:
« 20 Testkassetten in Aluminiumbeuteln mit Trockenmittel
« 20 Mikroréhrchen
20 Einmalpipetten 100uL
« 1 Extraktionspufferlésung in Kunststoffflasche (4,5 mL)
1 Bedienungsanleitung

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN

Stoppuhr « Einweghandschuhe « Impose (1uL) « Vortexmischer

VORSICHTSMASSNAHMEN

« In vitro-Diagnostiktest. AusschlieBlich zur professionellen Anwendung.

« Alle Verfahren sind gemaf den Grundsatzen der Guten Laborpraxis durchzufuhren.
« Nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

« Die Produkte mussen bis zur Anwendung in den verschlossenen Beuteln verbleiben.
« Samtliche Proben sind als potenziell infektios zu behandeln.

« Nach dem Gebrauch die Produkte im entsprechenden Behalter flr infektiose Abfalle
entsorgen.

« Produkte nur einmal verwenden.

LAGERUNG UND STABILITAT

Die Produkte im geschlossenen Beutel bei 4 bis 30°C lagern. Nicht einfrieren. Die Sets
sind bis zum jeweils aufgedruckten Verfallsdatum in ihrer unbeschadigten
Verpackung (Beutel mit Trockenmittel) haltbar.

NAHRMEDIUM UND PROBENENTNAHME
Die zu untersuchenden Proben sind gemaf den standardisierten mikrobiologischen
Verfahren zu entnehmen und zu behandeln.
Empfohlene Ndhrmedien:
Luria Broth (LB) und LB-Agar, Trypticase-Soja-Agar TSA), Mduller-Hinton-Agar,
UriSelect™ 4, Columbia-Agar mit 5 % Pferdeblut, Columbia-Agar mit 5 % Schafblut,
chromID® ESBL-Agar, chromID® CARBA SMART, Drigalski-Agar, CHROMagar™
mSuperCARBA™, Trypticase-Soja-Agar (TSA) mit 5 % Schafblut, Mac Conkey-Agar,
HardyCHROM™ CRE-Agar.

ARBEITSANWEISUNGEN
1/ Schutzhandschuhe tragen.
2/ Die Set-Bestandeteile fur mindestens 10 Minuten auf Raumtemperatur bringen.
Vorbereitung der Probenentnahme
1/5 Tropfen (150uL) des Extraktionspuffers in eines der mitgelieferten Mikroréhrchen
geben.
2 /Befiillen Sie von einer festen Agarkultur eine 1 pl-Ose, indem Sie 3 Kolonien
berthren (nicht einsammeln), und suspensieren Sie sie dann in das Mikroréhrchen mit
150uL Extraktionspuffer.
3/ Mikroréhrchen verschlieBen.
4 [ Vor der Verwendung die Mischung im Vortexmischer homogenisieren.
HINWEIS: Viskose/schleimige Kolonien kénnen aufgrund ihrer hohen Viskositét zu
Migrationsproblemen fiihren. Wenn Sie dhflissige/schleimige Kolonien haben,
schiitteln Sie eine Kolonie 3 Minuten lang im Extraktionspuffer und lassen Sie sie 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubieren, bevor Sie den Test durchfiihren.
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Durchfithrung des Tests

1/Den Beutel 6ffnen und Inhalt entnehmen. Der Test muss unmittelbar nach dem
Offnen verwendet werden.

2/ Mithilfe der mitgelieferten Pipette 100pL der vorbereiteten Mischung entnehmen
(die Probe bis zum auf der Pipette angegebenen schwarzen Strich ansaugen, um
genau 100pL anzusaugen) und in die mit ,,S* gekennzeichnete Probenmulde geben.
3/ Die Ergebnisse nach 15 Minuten ablesen und wie unten angegeben auswerten.
HINWEIS: Interpretieren Sie die Testergebnisse nicht nach 20 Minuten, da sie sehr
wahrscheinlich zu falsch positiven Ergebnissen fiihren kénnen.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

[

K Negatives Ergebnis

o Erscheint nur eine rote Linie in der Kontrollregion (C): Die Probe
Y enthalt keine der angegebenen Carbapenemasen (oder einen
N nicht nachweisbaren Gehalt) und ist als negatives Ergebnis zu
NE G_ATIV werten.

Positives Ergebnis

(= Erscheint eine rote Linie im Kontrollbereich (C) und eine oder
mehrere Linien in den Testbereichen K, O, V, | oder N, enthalt die
Probe eine oder mehrere Carbapenemasen. Die ist als positives
Ergebnis zu werten.

Z—-<0X 0

\ ) HINWEIS: Die Intensitat der roten Farbe der Testlinie(n) kann je nach
VIM POSITIV Konzentration der in der Probe enthaltenen Carbapenemasen
variieren. Eine schwachrote Linie ist als positives Testergebnis zu
betrachten.

Ungliltiges Ergebnis

Erscheint die Kontrolllinie (C) nicht oder ist sie nicht an dem
Buchstaben (C) ausgerichtet, ist das Testergebnis ungultig.
Unzureichendes Probenvolumen oder eine falsche Durchflihrung
sind die wahrscheinlichsten Grinde fiur das Ausbleiben der
. Kontrolllinie. Ggf. ist das Test-Set beschadigt. Wiederholen Sie den
UNGULTIG Vorgang mit einem neuen Test. Besteht das Problem weiter,
verwenden Sie das Set nicht erneut und setzen Sie sich mit Ihrem
Handler in Verbindung.

zZ-<0Xn
zZ-<0Xn

QUALITATSKONTROLLE

Der Test enthalt eine interne Kontrolle. Das Erscheinen der Kontrolllinie bestatigt, dass
das Probenvolumen ausreichend war und das Verfahren korrekt durchgefihrt wurde.

EINSCHRANKUNGEN

1/ Ein negatives Ergebnis schlieBt nicht das Vorhandensein von Carbapenemase
-produzierenden Organismen aus (z. B. SME, GES, IMI).

2 / Falsch-negative Ergebnisse kénnen bei multiplen Subkulturen eines bakteriellen
Isolats ohne Selektionsdruck auftreten.

3/ Dieser Test wurde nicht fir Acinetobacter validiert.

4 [ Einige falsch-negative Ergebnisse kénnen bei Proteus mirabilis auftreten, wenn
nur aus Blutagar getestet wurde.

5/ Proteus spp. neigen zu schwarmartigem Wachstum auf Blutagar, daher sollte nur
die Oberflache der Schwarme von 3 verschiedenen Kolonien mit einer Ose berihrt
werden.
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@ Deutsch NGTEST7CARBA-5

6/ Dieser Test ist ein qualitativer Test und wird keine quantitativen Ergebnisse erzielen.
7 / Dieser Test sollte als Hilfsmittel zur schnellen Identifizierung von Patienten verwendet
werden, bei denen eine Resistenz gegenUber Carbapenem-Antibiotika vorliegt. Die
gewonnenen Ergebnisse mussen anhand von alternativen oder erganzenden
Diagnostikverfahren bestatigt werden.

8/ Ein positiver oder ein negativer Test schlieBt nicht das Vorhandensein anderer
Mechanismen von Antibiotika-Resistenz aus.

LEISTUNGEN UND EIGENSCHAFTEN

Nachweisgrenze
Die Nachweisgrenze wurde mittels gereinigter rekombinanter Enzyme bestimmt:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL

Klinische Validierung

NG-Test® CARBA-5 wurde am CNR (Centre National de Référence de la Résistance
aux Antibiotiques - Nationales Referenzzentrum fur Antibiotikaresistenz,
Kremlin-Bicétre Hospital, Paris, Frankreich) validiert. 147 Stamme wurden
mittels Gesamtgenomsequenzierungs-charakterisiertem pB-Lactamase-Gehalt im
Blindtest untersucht. Unter der validierten Erhebung wurden nur 2 seltene
D179Y-KPC-Varianten nicht nachgewiesen (KPC-31 und KPC-33). Diese D179Y-Variante
beeintrachtigte die Carbapenem- Hydrolyseaktivitat des Enzyms, das nicht als eine
Carbapenemase betrachtet werden kann, was auch zu einem negativen Ergebnis bei
biochemischen Tests fuhrt. Die Sensitivitat und Spezifitdt von NG-Test® CARBA-5
wurden durch Berucksichtigung der KPC-31- und KPC-33-Varianten als negative
Ergebnisse errechnet.

Tabelle 1: Am CNR Kremlin Bicétre!' gewonnene Ergebnisse.

GESAMTGENOMSEQUENZIERUNG
POSITIV NEGATIV GESAMT
POSITIV 1o [0} 19
NG-TEST®
CARBA-5 NEGATIV 0 28 28
GESAMT 19 28 147
SENSITIVITAT 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
SPEZIFITAT 100% Cl 95% = 87.9 - 100%
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Zusammenfassung_der von NG-Test® CARBA-5 bei Validierungen detektierten

Varianten:
Organismus Gruppe Ziel Analytisch und in Validierungen
9 PP detektierte Varianten 8;11;12 |
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162,163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2,4,5,6,11,19,23,27,31
IMP 1,4, 6, 8,10, 11, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas vViM 2,51
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

Zusammenfassung der von NG-Test® CARBA 5 in Veréffentlichungen
detektierten Varianten:

Organismus Gruppe Ziel Detektierte Vsa; 5 .Irtl)tc.le{llg?lgubllkatlonen
KPC 2,3,4,5,6,712,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
oxassilike | G e 505, S, 517, S1b, 835, 763
Enterobacterales* VIM 1,2, 4,5,6,11,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56, 58, 59
IMP 1,4, 6,7, 8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,56,78,9,1,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas viM 2,51
aeruginosa MP 1,2, 4,5,7,8,13,14,15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1

*Darunter auch: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedlakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganella morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia aicalifaciens, Raouitella
ornithinolytica, Salmonella enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

LITERATUR
Das Literaturverzeichnis befindet sich am Ende des Dokuments.
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@ EAnvika NG-TEST/CARBA-5

EIZArorH

To NG-Test® CARBA-5 eival pla taxeia in vitro SlayvwoTikn TEXVIKN, HOVO yla
enayyehpatikn xpnon. Eivar pia omTikn, TOANUETUAEKTIKY AVOOOXPWHATOYPAPLKN
(TIAEVLPLKNG PONG) TIOCOTIKN dladikacia yia TV avixveuon Kat dlapoporoinon Twv Mevte
O KOWWV olKoyevelwv kapBanevepaowv (KPC, OXA-48-like, VIM, IMP kat NDM) aro
TIAPAYOLEVEG KAPBATIEVENAOES, TwV KaBApWV arolkiwv Enterobacterales (repi\apBavopévou
Escherichia coli kau Klebsiella p niae) kaL Pseudomonas aeruginosa o€ VOGOKOLELAKO
mEepLBANNOV.

MEPIAHWH KAI APXH AEITOYPTIAZ

Ot B-AakTdpeg eivat avTiBloTIKA TPWTNG YPAUHAG yia Tnv Bepaneia AoHWwEEWY Tou
mpokahovvtal amd Evrepofaktnipla. QoTd00, N AMOTEAECUATIKOTNTA TOUG EXEL
appLopnTNOei ano Tnv mapaywyn BakTnPLaKwy V{UHWY, YVWOoTWY WG B-AaKTAHACES, Td
oroia LdPoALoLVY Tov SAKTUALO TNG B-AAKTAPNG Kal adpavorolovv To avTiBLoTiko. Ot
B-AaKTAPACEG PTIOPOLV VA KATNYOPLOTIOINBOUY OE TEGOEPLS KATNYOPIEG CUHPWVA PE TNV
tagwopnon Tou Ambler: ot katnyopieg A, C kat D eivat B-Aaktapdoeg pe oepivn oTo
evepyo KEVTPO, EVW N Katnyopia B, emiong yvwoTn kat wg peTalho-B-Aak Tapdoeg r MBLs,
€XEL evepyo KEVIPO €eEapTWHEVOL WeudapyLpou. 'YoTepa amd TNy eloaywyn Twv
B-AGKTAUIKWY QVTIBLWTIKWY OE €UPELA KAWVIKA TIPAKTIKI, TO €0POG AELTOLPYIAG TwV
B-AakTapacwy €xel avgndei. B-A\GKTAUACEG HE EKTETAUEVO pacpa dpdong (IKavég va
LEPOADOLY  OEVLUIVO-KEPANOOTIOPIVEG, KAl HOVOBAKTAUEG, GAAA OXL KEPAPUOIVEG T
KapPBaAMEVEPES), YVWOTEG WG PB-AAKTAPACEG €KTETApEvou pacpatog 1 ESBLs,
€QQavioTnKav O€ VOOOKOUELOKO TEPLBAAAOV TN Sekaetia tou 1980 kal €ywve To
ouvnBLopévo otnv Kowotnta tn dekastia Tov 1990 Kal 0TI apxeS TNG HEKAETIAg Tou
2000 kat oxetigovtal ge TNV olkoyévela CTX-M twv ESBLs. Mpdopata, ot B-AaKTAPAceS
HE TNV IKavoTNTA va LEPOAVOLY Ta AVTIBLOTIKA KAPPBATEVENNG KAl TLG TEEVIKIAIVEG, TIG
KEPANOOTIOPIVEG KAl TOUG TAPAYOVTEG HOVORAKTAUNG (YVWOTEG WG KAPBAMEVEUAOEG)
€xouv avgnBel oe eTMOAACO Kal €Xouv e€amM\wBel aykoopiwg. Mapadeiypata and tig
o Sladedopéveq kapBanevepdoeg o Bpiokovtal ota EvtepoBaktrpla gival ot KPC
(katnyopia A), ot petallo-B-Aaktapdoeg IMP, VIM kat NDM (katnyopia B) kat évupa
TUmou OXA-48 (Khdon D).

Y& ouvbuaopOd PE TIG KAWVIKEG TIANPOPOPIEG KAL TIG CUHTIANPWHATIKEG SLAYVWOTIKEG
Sadikaoieg, n xprion Tou NG-Test® CARBA-5 0TO £pyacTripLo TIAPEXEL TTANPOPOPIES YLa
v avelpeon KATAAANANG QVTLPIKPORLAKAG BEPATEVTIKAG aywyng Kat oTnv €ykaipn
Afjpn ano@acewy Kat SpAcewV TOL APOPOLV OTOV EAEYXO AOLHWEEWY

To NG-Test® CARBA-5 eival pla in vitro Ttaxeia KAl  OMTIKA,  TIOAUTIAEKTIKN
AVOCOOXPWHATOYPAPLKT SOKLPAGIA TIOU AVIXVEVEL Evav } IEPLOCOTEPOUG ATIO TOUG TIEVTE
Kolvoug Tumoug kapBarevepacwy (KPC (K), OXA-48-like (0), IMP (1), VIM (V), NDM (N), oe
BakTnElakeg amotkieg. H ADON Twv KUTTAPWYV YIVETAL HE LYPO PUBULOTIKO SLaAupa
€KXUALONG, OTAV avaplyVUETAlL HE TIG OMOIKIEG. MOVOKAWVIKA avTIoWHATd Tou
avayvwpiZouv pepovwpéva Kabepia ano Tig MEVTe KapBanevePAaces aklvnTomnolouvTal oe
Hla PePBPAvn VITPOKLTTAPIVNG. ZTO TMAAKiISL0 0UZeVENG LUTIAPXOLY EAEVBEPA HOVOKAWVIKA
QVTIOWHATA Kat givat onuacpéva pe KOAOELSN Xpuao. Me TNV TPOCBIKN TWV ATOLKLWY Ol
omoieg €xouv avautxBei pe To puBULOTIKO SLdhupa ekxOALONG oTo TAakidlo Tou deilypatog,
n TPWoEWNG dpdon TG VITPOKLTTAPIvNG TpaBd to deiypa péoa amd Ta KnNTIKA
QVTLOWHATA KAl AKIVNTOTIOLEL TA QVTIOWHATA 0T SOKIHACTIKN Tawia. Ta aklvnTomonpéva
avTlowpata €Aéyxou aklvnTomolobV Ta KWNTKA avtiowpata mou danotifouv To
TAAK{SL0 Tou Heiypatog Kal Tn VITPOKLTTAPIvVN Xwpig va deopevovTtal oe AAAEG YPAUUES
NG SOKIUNAG. OETIKO AMOTENEOHA TIPOKUTITEL OTAV 0TNV TiepLoxr eAEyxou (C) epgpavidetal
pla KOKKLVN ypapurn Kat oTig meploxeg Tig dokwng (K, O, V, I i N) eppavidovtal pia n
TIEPLOCOTEPES YPAHUEG, EVW UTIOSEIKVUEL OTL TO deiypa TEPLEXEL pia 1) TIEEPLOCOTEPES
KapBamevePAaces. ApvnTIKO AMOTEAECHA TPOKUTITEL OTAV TIAPATNPELTAL HOVO N YPAWHN
€NEYXOU Kal UTIOSELKVVEL OTL TO Helypa dev Teplexet kapia anod Tig 5 kapRanevedoes. Av
N ypappr eAEyxou dev epgpavioTel, To anotéAeopa tng doKung eivat akupo.
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@ EAAnvika NG-TEST/CARBA-5
ANTIAPAETHPIA KAI TAPEXOMENA YAIKA

KaBe Kit mepLéxet:

« 20 KAOETEG HOKIUNG O GAKOUAAKL AAOLLVIOL PE ENPavTLKR ovaia

« 20 HiKpoowAnvdpla

« 20 TUMETEG piag xpriong Twv 100pL

« 1 PUBPLOTIKO SLaAupa KXVUALONG OE TIAAOTIKN PLAAn (4,5 mL)

+ 1 06nyieg xprong

YAIKA MOY AMAITOYNTAI AAAA AEN NMAPEXONTAI

Xpovopetpo « Favtia pag xprnong « Kpikog evopBarpiopol (TpL) « Vortex
MPO®YAAZEIX

« In vitro SlayvwaoTikr SoKLUr. Movo yla emayyeAUATIKR Xpron.

+O\eg oL dlepyaoieg mpenel va Sle€dyovtal cOHPWVaA Je TNV 0pBr| EPYACTNPLAK TIPAKTLKH.
+ Na pn xpnotpornoteital peTd Tnv nEepopnvia Angng.

+ OL CUOKEVEG TIPETIEL VA TIAPAPEVOLV OTA GPPAYLOHUEVA OAKOUAAKLA HEXPL Va
XpNnotyomotneouyv.

+ 0 XelpLopodg Twv SelypdTwy va yivetal oav avtd va ATav duvntikd HOAUOHATIKA.

+ MeTd tn Xprion, anoppipTe Tn cLUOKeLN o€ SOXELO HOAUCHATIKWY ATOBARTWV.

+ Mnv enavaypnoLHOoTOLELTE T CUOKEUN.

®YAAZH KAI STAGEPOTHTA

ATOBNKEVOTE TIG CUOKEVEG OTA OPPAYLOPEVA GAKOVAAKLA TOUG PETAgL 4 kat 30 °C. Mnv
Katapuxete. Ta kits eival otaBepd otnv AOIKTN cuokevacia Toug (pakeANiokog He
€NpavTikn ovoia) PEXPL TNV NEEPOHNvia ARENG TIou avaypagpeTal EMAVW oe KAOE Kit.

KAAAIEPTEIA KAI AEITMATOAHYWIA

H Afyn Kat o xelptopog twv detypdtwy rov Ba eAeyxBouv Ba pEneL va yivovtat cuHPwva
HE TIG MPOTUTES dladikacieg Tng HikpoBLoloyiag.

Erukupwpéva péoa KahALEpYELag:

OpenTikd LAWKO Luria (LB) kat dyap LB, dyap pe tpumtikdon kat ooyta (TSA), dyap
Mueller Hinton (MH), UriSelect™ 4, dyap Columbia + aipa akdyouv 5 %, dyap Columbia +
5% aipa mpopatov, ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, dyap Drigalski (DRIG),
CHROMagar™ mSuperCARBA™, TSA + aipa mpoBdtou 5 %, Mac Conkey, dyap
HardyCHROM™ CRE.

AIAAIKAZIA AEITOYPTIAZ

1/ ®opE€0TE MPOCTATEVTIKA YAVTLA.

2/ApnoTe Ta TEPLEXOPEVA TOU Kit va amoKTAcowv TN Oeppokpacia dwpatiov yia
TouAdxLoTov 10 Aemtta.

Mpostolpacia tov deiyparog

1/ Aocopetpriote 5 otayoveg (150pL) puBuULOTIKOL SLaAOPATOG EKXUALONG OE évav amod
TOUG HIKPOOWAINVEG TIOL TIAPEXOVTAL OTO Kit.

2/ And otepen - dyap KalLEpyeLa, aipvoupe deiypa ayyifovtag 3 anotkieg Pe Tov Kpiko
OyKoUL TpL (6xt OAn TNV OCOTNTA TOUG) KAl TIG SLAAUOUHE OTO PIKPOCWAVA TIOL TIEPLEXEL
150pL StdAupa ekxOALONG.

3 /KAeioTe Tov HIKpooWAnva.

4 [ Avapei€te og avapeikTn TUTOL vortex.

JHMEIQXH: Ot §wdetg/ PAevvwbdels amoikiee pmopei va odnyricovv o mpopAnpara
peTakivions, Adyw Tov uwnAol 1wdoug Toug. Otav Eekvdate amo 1EwSeIG/BAEVVOyoveES
amnolkieg, avabeuoTe yia 3 AeTTd pia amolkia oTo puBKILOTIKG StdAupa EKXUALOTG Kal aproTe
v va enwaotei yia 10 Aemtd oe Osppokpacia Swyatiov TpLv EKTEAECETE Th SOk,
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Aregaywyn dokipng

1/AvoiTe Tov @AKeNO Kal BYAATE Tn OUOKELr. META Tov Avolyua, XPnolHOoToloTE
APECWG TN SOKLUN.

2 /Me xpron ng MApEXOUEVNG TUMETAG, TPooBeote 100pL TOU TAPACKELAGHEVOL
peiypatog (To deiypa MPEMEL va GTAVEL 0T Paldpn ypappr Tou aivetal oTnv TuneTa yla
akpLBr avappoenon 100pL) oto BoBpio Tou delypatog pe TV EVOELEN «S».

3/ AaBdote Ta anotehéopata oe 15 AeTTA KAl EPUNVELOTE TA OOPPWVA HE TA TIAPAKATW.
THMEIQXH: Mnv epunveveTe Ta amoteA€opata Twv SOKIHWV HETA TO MEPAG Twv 20
Aentwy, kabuwe givat MoAU mlavov va mpokaAouv Wevduwig BETIKG anoteAopata

EPMHNEIA TOY AMOTEAEZIMATOX

ApVNTIKO anotéAeopa

Av @aiveTat Hovo pia KOKKLVN ypappn otnyv meptoxn eAéyxou (C): to
Oeilypa Oev TePLEXEL OMOLASATIOTE AMO TIG EVOELKVUOHEVEG
KapBanevepaceg (i Bpiokovtat oe pn avixvebola emineda) kat
TIPETIEL VA EPUNVEVTEL WG APVNTIKO AMOTENECHA.

» Z-<O0X 0

PNHTIKO

OETIKO anoTEAECHA

Av @aivetal pia KOKKN ypappr otny eptoxn eAéyyou (C) kat pia n
APKETEG YPAUPES OTLG TEPLOXES TNG Sokpng KO, V, I, N: to deilypa
TIEPLEXEL Pia I APKETEG KAPPAMEVEPAOEG KAl TO ATMOTEAECHA TIPETIEL
va epUNVELTEL WG BETIKO

THMEIQXH: H évtaon g (Twv) ypappng(-wv) tng Sokiung pmopet
VIM OETIKO va TIotkiAeL avaloya pe T CUYKEVTPWON TNG KapBameveudong mou
umndpxel oto deiypa. Mwa acBevig ypappn Ba Tpemet va Bewpeitat
BeTIKO anoTEAeopa.

zZ—-<0Xn0n

AKUPO AMOTEAECHA

Av otnv mepoxy eléyxou (C) dev eppavidetar €vdeln n dev
evbuypappiZetat pe to ypdppa (C), To anotéleopa tng Sokiaociag
elvat pn €ykupo. O avemapknig oOykog deiypatog N n eopalpévn
Sladikaoia eivat ot o Twbavoi Aoyot ya Tnv actoxia NG YPappnig
eAéyxou. Mropei va €xel eméNBel aloiwon Tov Kit TNG GOKLHAG.
AKYPO EnavaldBete T Sladikacia xpnoldomowwvTag pia véa dokiun.Av To
TPOBANHA EPPEVEL, PNV ETIAVAXPNOLLOTIOLELTE TO Kit KAl ETUKOWWVELTTE
HE TOV TOTUKO Slavopéa.

EAErXOX MOIOTHTAZ

H Sokiur meph\apBAvel ECWTEPLIKO EAeYXO TOLOTNTAG. Me TNV avarmTugn TG YPaupng
eAéyxou, emBeBalwvetal n endpkela Tou Oykou Tou Selypatog kat n opBoTNTA TNG
Sladikaoiag.

MEPIOPIZMOI

1/ 'Eva apvntikd anotéheopa dev amokAeiel v OTAPEN OPYaVIOHWY TIOU TapAyouv
KapBanevepdaoeg (mapddetypa: va napayouvv SME, GES,IMI).

2 / EcpaApéva apvnTIKA anoTEAEoHATA PMOPEL VA TIPOKOWOLV pE TIOANATAEG aVAKAANLEPYELEG
£vOG AMOHOVWOEVTOG BAKTNPIOL XWPIG ETUAEKTIKI TUEDT).

3/ Autr) n Sokun Sev Exel eTukupwBel yLa Acinetobacter

4 [ Kamola ecpalpéva apvnTika anoTeAEoPATa UMOPEL va TpoKOYWoULV Katd Tn SoKLpr Tou
Proteus mirabilis 16VO amo agatouyo ayap.

5/ Ta Baktnpia Tou €idoug Proteus Teivouv va eupavifouv EPTIUOHO GE ALUATOUXO Ayadp,
OTOTE POVO N ETIPAVELD TWV OpAdwWY Ba TPEMeL va ayyiletat Pe Tov Kpiko, o€ 3
OLaPOPETIKES BECELG.

zZ-<0Xn0n
Z-<0Xn
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e EA\nvika NG -TEST/CARBA-5

6/Avtr n Sokir arotelei ootk Sokipacia kat dev amodidel kavéva MOCOTIKO
anotéAeoya.

7/ Aut n Sokin Ba TIPEMEL va XPNOHOTIOLELTAL ETUKOUPLIKA Yld TV TAXEla avayvwplon
aoBevVWY HE avToxr O avTIRLOTIKA TNG KapBamevepng. Ta anoTeAECHATA TV TIPOKUTITOLY
TPEMEL va  eTUPREPALWVOVTAL PE EVOAMNAKTIKEG ) OUHTANPWHATIKEG  OLaYVWOTIKEG
Sladikaoieg.

8/ Mua BTk N pla apvnTikn dokipr 6ev amokAeiel TV mapousia AAAWY PNXaviopwy
QvTOxNG O€ QVTIRLOTIKA.

EMIAOZEIZ KAl XAPAKTHPIZTIKA

‘Opto avixvevong:

To OpLo avixveuong MPoadlopioTNKE HE XPrON KABAPLOPEVWY QVACUVOUACHEVWY
ev{LPWV:

KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL
KAwikn a§lohoynon:

To NG-Test® CARBA-5 aloloynonke oto NRC (EBviko KEvTpo avapopdg yla thv
Avtoyn ota AvtiBlotikd, Noookopeio Kremlin-Bicétre, Mapiot, FaAAia). Eyve Tu@An Sokipn
147 oTeAeXWV yla MEPLEXOPEVEG B-AaKTAPAOEG, OL OTOlEG Xapaktnpiotnkav pe WGS. Amo
Tnv a§lohoynBeioa cuANoyn, pHovo 2 omavieg apalhayeg D179Y mapalhayn, HELWVEL TNG
KPC 6ev avixveutnkav (KPC-31 kat KPC-33). Autrj n D179Y amopelwvel TNV uSPOAUTIKN
dpdon Tou ev{lpou emi TNG KapPRamevépng Kat To €viupo Sev UMopel va BewpnBet
KapBanevepaon Kat eniong odnyei oe apvnTikO AMOTEAECHA O BLOXNMUIKEG SOKIpEG. H
evaobnoia kat n ewdKoTNTa Tou NG-Test® CARBA-5 UTIOAOYIOTNKAV BEWPWVTAG TIG
napalayeg KPC-31 kat KPC-33 wg apvnTikd anoteAéopara.

Mivakag 1:AnoteAécpara nov eArfpdnoav oto NRC Kremlin Bicétre!

WGS
OETIKO APNHTIKO ZYNOAO
OETIKO 19 0 19
NG<TEST
CARBA-5 APNHTIKO 0 28 28
IYNOAO 19 28 147
EYAIZOHIIA 100% AE 95% = 96.9 - 100%
EIAIKOTHTA 100% AE 95% = 87.9 - 100%
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3 . 5 MNapalAay£¢ Ttov EVIOTGTNKAV aVAAUTIKG
Opddeg opyaviopiv E Kal GE TAUTOTOL)OELS 8; T1; 12
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2, 4,5,6,11,19, 23,27, 31
IMP 1,4, 6, 8,10, 11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,1,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 2,51
aeruginosa IMP 1,2,5,7,13, 14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

Z0voyn Twv tapaAAaywy Ttou avixvevovrat and To NG-Test® CARBA-5

o€ dnuooievoelg:
e f o ITEAEYOL TIOU AVIXEVONKAV GE SNHOGLEVOELG
Opadeg opyaviopwv IToX0¢ 8 5;10; W3 12,13
KPC 2,3, 4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
*
Enterobacterales VIM 1,2, 4, 5,6,11,19, 235, 26,27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
IMP 1,4,6,7,8,10, 11, 14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,23,45,6,78,9,11,19
KPC 12,35
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 2,51
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

*mep\apBaver Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sediakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsielia aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kiuyvera ascorbate, Morganelia morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia alcalifaciens, Raoultelia
ornithinolytica, Saimonelia enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigefia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

BIBAIOTPA®IA
H BiBAloypapia BpiokeTal 6To TEAOG TOU EYYPAPOUL.
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e EAAnvika
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@ Espanol NG<TEST/CARBA-5

INTRODUCCION

NG-Test® CARBA-5 es un ensayo de diagndstico in vitro rapido, solo para uso profesional.
Es un inmunoensayo (lateral flow) visual, y multiple para la deteccién cualitativa y la
diferenciaciéon de las cinco familias de carbapenemasas mas comunes (KPC,
OXA-48-like, VIM, IMP y NDM) desde colonias bacterianas puras, productoras de
carbapenemasas en Enterobacterales (incluyendo Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae) y Pseudomonas aeruginosa en centros sanitarios.

Los antibidticos B-lactamicos son antibiéticos de primera linea para el tratamiento de
las infecciones causadas por Enterobacterales; sin embargo, su eficacia se ha visto
reducida por la produccién de enzimas bacterianos conocidos como B-lactamasas, los
cuales hidrolizan el anillo B-lactam e inactivan el antibiético. Las B-lactamasas se
pueden clasificar en cuatro clases segun la clasificacion Ambler: classe A, Cy D, son
B-lactamasas con serina en el sitio activo. Por otro lado, la clase B, también conocida
como metalo-B-lactamases o MBLs, tienen dependencia de zinc en el sitio activo.
Desde la introduccién de los antibidticos B-lactdmicos en la practica clinica, el rango de
actividad de las B-lactamasas se ha incrementado. B-lactamasas con espectro
extendido de actividad (capaces de hidrolizar oxyimino-cephalosporinas y
monobactams, pero no cefamicina ni carbapenems), conocidas como B-lactamasas
de espectro extendido o ESBLs, aparecié en el ambito hospitalario en 1980 y se
convirtié en algo mas comun en el ambito comunitario en 1990 y a principios de 2000
se asoci6 con la familia CTX-M de ESBLs. Recientemente, las B-lactamasas capaces de
hidrolizar los antibiéticos de tipo carbapenem, ademas de penicilinas, cefalosporinas y
monobactams (conocidas como carbapenemasas) han aumentado en prevalencia y
se han extendido por todo el mundo. Ejemplos de carbapenemasas encontradas en
Enterobacterales son: KPC (Clase A), las metalo B- lactamasas IMP, VIM y NDM (Clase
B), y OXA-48-like enzimas (Clase D).

Junto con informacioén clinica y otros procedimientos diagnédsticos complementarios,
el uso del NG-Test® CARBA-5 proporciona informacién necesaria para la seleccién de
la opcidn terapéutica antimicrobianas y apoya la toma de decisiones e intervencién
rapida para el control de infecciones.

NG-Test® CARBA-5 es un inmunoensayo rapido in vitro y multiple visual que detecta
al menos uno de los cinco tipos comunes de enzimas carbapenemasas (KPC (K),
OXA-48-like (O), IMP (1), VIM (V), NDM (N)) en colonias bacterianas. Se utiliza un tampén
de extraccion liquido como solucién de lisis celular cuando estd mezclado con
colonias. Unos anticuerpos monoclonales que reconocen de manera individual cada
una de las cinco carbapenemasas son inmovilizados en una membrana de
nitrocelulosa. Unos anticuerpos monoclonales libres estan presentes en la almohadilla
de conjugado y marcados con oro coloidal. Tras la adiciéon de colonias mezcladas con
el tampon de extraccion a la almohadilla de muestra, la muestra migra por capilaridad
a través de los anticuerpos méviles e inmoviles en la tira reactiva. Los anticuerpos de
control inmovilizados capturan los eventuales anticuerpos méviles que migran por la
almohadilla de muestra y la nitrocelulosa sin unirse a otras lineas de prueba. El
resultado es positivo cuando una linea roja aparece en la zona de control (C) y cuando
al menos una linea aparece en las zonas de prueba (K, O, V, | o N) e indica que la
muestra contiene al menos una carbapenemasa. El resultado es negativo cuando sélo
aparece la linea de control e indica que la muestra no contiene ninguna de las 5
carbapenemasas. Si no aparece la linea de control, el resultado de la prueba no es
vélido.
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@ Espaiiol NG<TEST7CARBA-5

REACTIVOS Y MATERIALES PROPORCIONADOS

Cada kit contiene:

« 20 cartuchos de prueba en bolsas de aluminio con desecante

« 20 microtubos

« 20 pipetas desechables de 100uL

«1solucién tampdn de extraccién en un frasco de plastico (4,5 mL)
+«1modo de empleo

MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO PROPORCIONADOS
Temporizador « Guantes desechables « Asa de inoculacién (1uL) « Agitador vorticial
PRECAUCIONES

« Prueba de diagnéstico in vitro. Para uso profesional exclusivamente.

« Todas las operaciones se deben llevar a cabo segun las buenas practicas de laboratorio.
« No utilice después de la fecha de caducidad.

« Se deben mantener los dispositivos en las bolsas selladas hasta su utilizacion.

« Manipule las muestras como si fueran potencialmente infecciosas.

« Después de la utilizacion, deseche el dispositivo en un recipiente especial para
desechos infecciosos.

« No reutilice el dispositivo.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Conserve los dispositivos en su bolsa sellada entre 4 y 30°C. No congelar. Los kits son
estables en su envase intacto (bolsa con desecante) hasta la fecha de caducidad
indicada en cada kit.

CULTIVO Y TOMA DE MUESTRAS

Las muestras que analizar se deben obtener y manipular segun los procedimientos
normalizados de microbiologia.

Medios de cultivo validados:

Caldo Luria (LB) y agar LB, agar tripticasa de soya (ATS), agar Mueller Hinton (MH),
UriSelectTM 4, agar Columbia + 5% de sangre de caballo, agar Columbia + 5% de sangre
ovina, agar ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, agar Drigalski (DRIG),
CHROMagarT™M mSuperCARBATM, ATS + 5% de sangre de carnero, Mac Conkey, agar
HardyCHROM™ CRE.

PROCEDIMIENTO DE OPERACION

1/ Lleve guantes de proteccioén.

2/ Lleve los componentes del kit a temperatura ambiente durante al menos
10 minutos.

Preparacién de la muestra

1 / Distribuya 5 gotas (150uL) de tampdn de extraccién en uno de los microtubos
proporcionados en el kit.

2/ De un cultivo de agar sélido, rellene un asa de TuL tocando (no tomando) 3 colonias,
y suspéndalas en el microtubo conteniendo 150uL de tampdn de extraccion.

3/ Cierre el microtubo.

4 [ Mezcle con el agitador para homogeneizar la mezcla antes de la utilizacién.

NOTA: Colonias viscosas/mucosas pueden causar problemas de migracién debido
a su alta viscosidad. Cuando use colonias viscosas/mucosas, mezcle con el
agitador vortex durante 3 minutos una colonia en el tampdén de extraccién e
incube durante 10 minutos a temperatura ambiente antes de realizar la prueba.
Realizacién de la prueba

1/Abra la bolsa y saque el dispositivo. Una vez abierta la bolsa, utilice la prueba
inmediatamente.
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2/ Utilizando la pipeta proporcionada, aflada 100uL de la mezcla preparada (la muestra
debe alcanzar la linea negra indicada en la pipeta para aspirar con exactitud 100uL) en
el pozo de muestra marcado "S".

3/ Lea los resultados a los 15 minutos e interprételos como indicado abajo.

NOTA: No interprete los resultados de la prueba después de 20 minutos, ya que esto
podria causar falsos positivos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Cc

K Resultado negativo

[¢] Si s6lo aparece una linea roja en la zona de control (C): la muestra
Y no contiene ninguna carbapenemasa de las indicadas (o contiene
N una concentracién indetectable) y se debe interpretar como
NEGATIVO resultado negativo.

Resultado positivo

c \ Siaparece una linea roja en la zona de control (C) y si aparecen una
K o varias lineas en las zonas de prueba K, O, V, I, N: la muestra
o contiene una o varias carbapenemasas y se debe interpretar
Y como resultado positivo.

N { ) NOTA: |a intensidad de la(s) linea(s) de prueba roja(s) puede variar

VIM POSITIVO  segun la concentracion de las carbapenemasas que esta presente
en la muestra. Una linea de intensidad débil se debe interpretar
como resultado positivo.

Resultado no vélido

[+ C
K K Si no aparece la linea de control (C), o si no esta alineada con la letra
o o (C), el resultado de la prueba no es valido. Las razones mas probables
Y Y de que la linea de control no aparece son un volumen de muestra
N N insuficiente o un procedimiento incorrecto.
. Puede haberse deteriorado el kit de prueba. Repita el procedimiento
NO VALIDO

utilizando una nueva prueba. Si el problema persiste, no reutilice el
kit y comuniquese con su distribuidor.

CONTROL DE CALIDAD

Un control de calidad interno esta incluido en la prueba. Cuando aparece la linea de
control, eso confirma que el volumen de la muestra era suficiente y que el procedimiento
era correcto.

LIMITACIONES

1/ Un resultado negativo no excluye la presencia de organismos productores de
carbapenemasas (por ejemplo: productoras SME, GES, IMI).

2/ Resultados falsos negativos pueden ocurrir con varios subcultivos de un aislamiento
bacteriano sin ninguna presioén selectiva.

3/ Esta prueba no ha sido validada para Acinetobacter.

4 [ Unos resultados falsos negativos pueden ocurrir con Proteus mirabilis analizado de
agar sangre Unicamente.

5/ Proteus spp. tienden a crecer de manera concentrada en agar sangre. Asi, s6lo se
debe tocar la superficie de la aglomeracion con un asa en 3 colonias distintas.

6/ Esta prueba es un ensayo cualitativo y no produce resultados cuantitativos.

7 [ Se debe utilizar esta prueba como una ayuda para la identificacion rapida de los
pacientes resistentes a los antibidticos carbapenémicos. Se deben confirmar los
resultados obtenidos con otros procedimientos de diagndstico o procedimientos de
diagnéstico complementarios.
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@ Espaiiol NG<TEST/CARBA-5

8/ Un resultado positivo o hegativo no excluye la presencia de otros mecanismos de
resistencia a los antibiéticos.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

Limite de deteccidn:
El limite de deteccién fue determinado utilizando enzimas recombinantes purificadas:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL

Evaluacién clinica:

NG-Test® CARBA-5 fue evaluado en el Centro nacional de referencia Kremlin-Bicétre
(Centro nacional de referencia de resistencia a los antibiéticos, Hospital Kremlin-Bicétre,
Paris, Francia). 147 cepas fueron analizadas a ciegas con un contenido de B-lactamasa
caracterizado por secuenciacién completa del genoma (WGS). Entre las cepas
analizadas, sélo 2 variantes raras D179Y KPC no se detectaron (KPC-31y KPC-33). Esta
mutacion D179Y afecté la actividad de hidrdlisis de los carbapenemes de la enzima, la
que no se puede considerar como carbapenemasa, llevando también a un resultado
negativo con pruebas bioquimicas. La sensibilidad y la especificidad de NG-Test
CARBA-5 fueron calculadas considerando las variantes KPC-31 y KPC-33 como
resultados negativos.

Tabla 1: Resultados obtenidos en el Hospital NRC Kremlin Bicétre!!

WGS
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 1n9 (o] 19
gﬁggg:r; NEGATIVO ) 28 28
TOTAL 9 28 147
SENSIBILIDAD 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
ESPECIFICIDAD 100% Cl1 95% = 87.9 - 100%

Resumen de variantes detectadas por NG-Test® CARBA-5 en validaciones:

Grupo de organismos | Objetivo Variantes detectadas en las validaciones
; 10;
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
; 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2, 4,5,6,1,19, 23,27, 31
IMP 1,4,6,8,10, 11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,1,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VIM 2,511
aeruginosa IMP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1
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Resumen de las variantes detectadas por NG-Test® CARBA 5 en publicaciones:

Grupo de organismos | Objetivo [Variantesd & ;;"1;; 11e;?z|;a|§ publ 1es
KPC 2,3, 4,5,6,7,12, 14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
oxaasilike | Gy e e Sh. sib, 635, 795
Enterobacterales* VIM 1,2, 4, 5,6,1,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56,58, 59
IMP 1,4, 6,7, 8,10, 11, 14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VIM 2,511
aeruginosa MP 1,2, 4,5,7,8,13, 14,15, 16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1

*Incluyendo algunas: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedlakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganella morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia alcalifaciens, Raoultelia
ornithinolytica, Saimonelia enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

REFERENCIAS
La bibliografia se encuentra al final del documento.
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@ Hrvatski NG<TEST/CARBA-5

NG-Test® CARBA-5 je brzi in-vitro dijagnosticki test, samo za profesionalnu upotrebu.
Rijec je o vizualnom multipleksnom imunokromatografskom (lateralni protok) kvalitativnom
testu za otkrivanje i diferencijaciju pet najcescih obitelji karbapenemaze (KPC, OXA-48
slican, VIM, IMP i NDM) iz proizvodnje karbapenemaze, Cistih bakterijskih kolonija
Enterobacterales (ukljuujuci Escherichia coli i Klebsielia pneumoniae) i Pseudo-
monas aeruginosa bolni¢kim okruzju.

SAZETAK | NACELO

B-laktami su antibiotici prve linije za lijeCenje infekcija koje uzrokuje Enterobacterales;
medutim, njihovu ucinkovitost dovodi u pitanje proizvodnja bakterijskin enzima,
poznatih kao B-laktamaze, koji hidroliziraju B-laktamski prsten i inaktiviraju antibiotik.
B-laktamaze mogu se kategorizirati u Cetiri klase prema Amblerovoj klasifikaciji: klase
A, C i D su B-laktamaze sa serinom na aktivnhom mjestu, dok klasa B, poznata i kao
metalo-B-laktamaze ili MBLS, imaju aktivho mjesto ovisno o cinku. Od uvodenja
B-laktamskih antibiotika u Siroku klinicku praksu, raspon aktivnosti B-laktamaza je
porastao. B-laktamaze s produzenim spektrom aktivnosti (koje mogu hidrolizirati
oksiimino-cefalosporine, i monobaktame, ali ne i cefamicine ili karbapeneme), poznate
kao B-laktamaze iz prosirenog spektra ili ESBL-a, pojavile su se u bolnicama tijekom
1980-ih i postale ¢eS¢e u komunalnim okruzjima 1990-ih i pocetkom 2000-ih, a
povezane su s CTX-M-ovima iz obitelji ESBLS-a. Nedavno su B-laktamaze sa
sposobnoséu hidrolize antibiotika karbapenema plus penicilini, cefalosporini i
monobaktamski agensi (poznati kao karbapenemaze) povecavale prevalenciju i Sirile
se Sirom svijeta. Primjeri najc¢es¢ih karbapenemaza koje se nalaze u Enterobacteralesu
su KPC (klasa A), metalo B-laktamaze IMP, VIM i NDM (klasa B) i enzimi slicnih OXA-48
(klasa D).

Zajedno s klinickim informacijama i komplementarnim dijagnostickim postupcima,
koristenje NG-Test® CARBA-5 u laboratoriju pruza informacije koje mogu podrzati
odgovaraju¢e antimikrobne terapijske izbore, brze odluke o kontroli infekcija i
intervencije

NG-Test® CARBA-5 je brzi i vizualno multipleksni imunokromatografski in vitro test
kojim se otkriva jedna ili vise od pet najceséih vrsta karbapenemaza (KPC (K), sli¢na
OXA-48 (O), IMP (1), VIM (V), NDM (N)) u bakterijskim kolonijama. Tekuci ekstrakcijski pufer
upotrebljava se kao otopina za lizu stanica u kombinaciji s kolonijama. Monoklonska
protutijela koja pojedinacno prepoznaju svaku od pet karbapenemaza imobilizirana su
na nitroceluloznoj membrani. Slobodna monoklonska protutijela prisutna su u podlozi
za konjugate i oznacena koloidnim zlatom. Kad na podlogu s uzorkom dodate kolonije
pomijeSane s ekstrakcijskim puferom, kapilarno djelovanje nitroceluloze povlaci
uzorak kroz mobilna protutijela i imobilna protutijela na testnoj traci. Imobilizirana
kontrolna protutijela hvataju mobilna protutijela koja prolaze kroz podlogu s uzorkom
i nitrocelulozu bez vezivanja za druge testne crte. Pozitivan rezultat pokazuje crvena
crta koja se pojavi na kontrolnoj regiji (C) i jedna ili vise crta u testnim regijama (K, O, V,
1ili N), Sto znaci da uzorak sadrzava jednu ili vise karbapenemaza. Negativan rezultat
pokazuje samo kontrolna crta, Sto znadi da uzorak ne sadrzava nijednu od pet
karbapenemaza. Ako se kontrolna crta ne pojavi, rezultat testa nije vazeci.

ISPORUCENI REAGENSI | MATERIJALI

U svakom kompletu sadrzano je sljedece:

« 20 testnih kaseta u aluminijskim vrecicama s desikantom

« 20 mikroepruveta

« 20 jednokratnih pipeta od 100uL

« 1 ekstrakcijska puferska otopina u plasti¢noj bocici (4,5 mL)
«1upute za upotrebu
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POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU ISPORUCENI
Brojaé vremena « Rukavice za jednokratnu upotrebu « Stapi¢ za inokulaciju (1uL)
« VrtloZzna mijesalica

MJERE OPREZA
« Test za in vitro dijagnostiku. Samo za stru¢nu uporabu.
« |zvrSite sve radnje u skladu s dobrom laboratorijskom praksom.
« Ne upotrebljavajte nakon isteka roka valjanosti.
« Proizvodi moraju ostati u zatvorenim vre¢icama sve do upotrebe.
« Rukujte uzorcima kao da su potencijalno zarazni.
« Nakon upotrebe bacite proizvod u spremnik za infektivni otpad.
« Nemojte ponovno upotrebljavati proizvod.

SKLADISTENJE | STABILNOST

Cuvaijte proizvode u zatvorenim vreéicama izmedu 4 i 30 °C. Ne zamrzavajte. Kompleti su
stabilni u netaknutom pakiranju (vrecica s desikantom) do roka valjanosti navedenog na
pojedinom kompletu.

KULTURA | UZORKOVANIJE

Uzorci za testiranje moraju se dobiti i upotrebljavati u skladu sa standardiziranom
mikrobioloskom praksom.

Potvrdeni mediji za uzgoj kultura:

Luria Broth (LB) i LB agar, triptikaza-soja-agaru (TSA), Mueller Hinton (MH) agar,
UriSelect™ 4, Columbia agar + 5 %-tna konjska krv, Columbia agar + 5 % ovcje krvi,
ChromID® ESBL agar, ChromID® CARBA SMART, Drigalski (DRIG) agar, CHROMagar™
mSuperCARBA™, TSA + 5 %-tna ovcja krv, Mac Conkey, HardyCHROM™ CRE agar.

RADNI POSTUPAK

1/ Nosite zastitne rukavice.

2 / Drzite dijelove kompleta na sobnoj temperaturi barem 10 minuta.

Priprema uzorka

1/ Ukapajte 5 kapi (150uL) ekstrakcijskog pufera u jednu od mikroepruveta iz kompleta.
2 /1z solidne kulture na bazi agara napunite dtapi¢ od TuL dodirom na 3 kolonije (ali ne
sakupljajuci ih), a zatim je suspendirajte u mikroepruveti koja sadrzi 150uL pufera za
ekstrakciju. Zatvorite mikroepruvetu.

3/ Zatvorite mikroepruvetu.

4 [ Zamije&ajte vrtloznom mijesalicom da biste homogenizirali prije upotrebe.
NAPOMENA: Viskozne / mukozne kolonije mogu dovesti do problema s migracijom
zbog velike viskoznosti. Kada zapoéinjete od viskoznih/mukoznih kolonija, vrtite
koloniju tijekom 3 minute u puferu za ekstrakciju i ostavite ga da inkubira 10
minuta na sobnoj temperaturi prije obavijanja testa.

Provodenje testa

1/ Otvorite vreéicu i izvadite proizvod. Nakon otvaranja upotrijebite test odmah.

2 /lIsporuéenom pipetom dodajte 100uL pripremliene mijesavine (za ispravnu
aspiraciju 100pL uzorak mora dosegnuti crnu crtu na pipeti) u jaZicu za uzorke
oznacenu slovom ,S".

3/ Ocitajte rezultate za to&no 15 minuta i protumacdite ih kako je navedeno u nastavku.
NAPOMENA: Ne tumacite rezultate ispitivanja nakon 20 minuta, jer vrio vjerojatno
mogu uzrokovati lazno pozitivne rezuitate.
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TUMACENJE REZULTATA

c

K Negativan rezultat

o Ako se u kontrolnoj regiji (C) pojavi samo jedna crvena linija:

Y uzorak ne sadrzi nijednu od naznacenih karbapenemaza (ili su na

N razini koja se ne moze otkriti) i mora se tumaciti kao negativan
NEG A_TIV AN rezultat.

Pozitivan rezultat

=) Ako se u kontrolnoj regiji (C) pojavi jedna crvena crta, a u testnim
regijamaK, O, V, |, N jedna ili viSe crta: uzorak sadrzava jednu ili vise
karbapenemaza i mora se tumacditi kao pozitivan rezultat.
NAPOMENA: intenzitet crvene testne crte (ili crtd) moze se
\ ) razlikovati ovisno o koncentraciji karbapenemaza u uzorku. Slaba
VIM POZITIVAN crta treba se smatrati pozitivnim rezultatom.

zZ—-<0X0n

Nevazedi rezultat

C C

K K Ako se kontrolna crta (C) ne pojavi, ili ako nije poravnana sa slovom

o o (C), rezultat testna nije vazeci. Razlog za nedostatak kontrolne crte

Y Y najcesce je nedovoljan volumen uzorka ili neispravan postupak.

N N Mozda je doslo do propadanja testnog kompleta. Ponovite
. postupak s pomocu novog testa. Ako problem i dalje postoji, ne

NEVAZECI upotrebljavajte vise komplet i obratite se distributeru.
KONTROLA KVALITETE

U test je uklju¢ena interna kontrola kvalitete. Kad se razvije kontrolna crta, to znaci da
je volumen uzorka dovoljan i da je postupak ispravan.

OGRANICENJA

1/ Negativan rezultat ne iskljuuje prisutnost organizama koji proizvode karbapenemaze
(npr.: SME, GES, IMI).

2 / Mogu se pojaviti lazni negativni rezultati ako postoji vise supkultura bakterijskog
izolata bez selektivnog pritiska.

3/ Ovaj test nije potvrden za Acinetobacter.

4 [ Neki lazni negativni rezultati mogu se pojaviti kad se Proteus mirabilis testira samo
iz krvnog agara.

5/ Proteus spp. imaju tendenciju rasta u obliku spruda na krvnom agaru, pa bi samo
povrsinu spruda trebalo dodirnuti Stapi¢em u 3 razlicite kolonije.

6/ Ovaj je test kvalitativna analiza i neée dati kvantitativne rezultate.

7 / Test je namijenjen kao pomo¢ pri brzoj identifikaciji pacijenata otpornih na
karbapenemske antibiotike. Dobivene rezultate treba potvrditi alternativnim ili
komplementarnim dijagnosti¢kim postupcima.

8 / Pozitivan ili negativan rezultat testa ne isklju¢uje prisutnost drugih mehanizama
otpornosti na antibiotike.

RADNA SVOJSTVA | KARAKTERISTIKE

Granica otkrivanj:
Granica otkrivanja utvrdena je procis¢enim rekombinantnim enzimima:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL
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Klini¢ka procjena:

NG-Test® CARBA-5 procijenjen je u NRC-u (Nacionalni istrazivacki centar za
antibioti¢ku otpornost, bolnica Kremlin-Bicétre, Pariz, Francuska). Slijepo je testirano 147
sojeva sa sadrzajem B-laktamaze karakteriziranim kao WGS. U procijenjenoj skupini nisu
otkrivene samo dvije rijetke varijante D179Y KPC (KPC-31i KPC-33). Varijanta D179Y utjecala
je na aktivhost enzima pri hidrolizi karbapenema koji se ne moZe smatrati
karbapenemazom, Sto je takoder dovelo do negativnog rezultata u biokemijskim
testovima. Osjetljivost i specificnost testa NG-Test® CARBA-5 5 izracunata je uzimajuéi u
obzir varijante KPC-31i KPC-33 kao negativne rezultate.

Tablica 1: Rezultati dobiveni u NRC-u Kremlin-Bicétre”

WGS
POZITIVNO NEGATIVNO UKUPNO
POZITIVNO 19 o] 19
o ®

N e e [NEGATIVNG 0 28 28

UKUPNO 1o 28 147
OSJETLIIVOST 100% 95 %-tni interval pouzdanosti (Cl)= 96.9 - 100 %
SPECIFIENOST 100% 95 %-tni interval pouzdanosti (Cl) = 87.9 - 100 %

Sazetak varijanti otkrivenih pomocéu NG-Test® CARBA-5 u validacijama:

. oh Varijante otkrivene analiticki i
Grupa organizama Ciline tijekom validacija 8; 11; 12
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2,4,5,6,1,19,23,27,31
IMP 1,4, 6,8,10, 11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,1,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VviM 2,51
aeruginosa IMP 1,2,5,7,13,14, 15, 16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1
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Sazetak varijenti otkrivenih testom NG-Test Carba 5 u publikacijama:

. L Variants détectés dans les publications
Grupa organizama Ciljne 8; 9;10; 11;12; 13
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
*
Enterobacterales VIM 1,2, 4,5,6,1,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56, 58, 59
IMP 1,4,6,7,8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,23,45,6,78,9,11,19
KPC 1,235
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 251
aeruginosa IMP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

*Uklju¢ujuci neke: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedfakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganelia morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia alcalifaciens, Raoultelia
ornithinolytica, Salimonella enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

BIBLIOGRAFIJA
Bibliografija se nalazi na kraju dokumenta.
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INTRODUZIONE

NG-Test® CARBA-5 € un test rapido diagnostico in vitro, esclusivamente per uso
professionale. E un test qualitativo immunocromatografico multiplex (flusso laterale) a
lettura visiva per la ricerca e la differenziazione delle cinque famiglie piu comuni di
carbapenemasi (KPC, OXA-48-like, VIM, IMP e NDM), provenienti da colonie batteriche di
Enterobacterales (incluse Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) e di Pseudomonas
Aeruginosa produttrici di carbapenemasi, isolate in ambito sanitario.

SINTESI E PRINCIPIO

| B-lattamici sono antibiotici di prima linea per il trattamento delle infezioni causate
dalle Enterobacterales; tuttavia, la loro efficacia & stata messa in discussione dalla
produzione di enzimi batterici, noti come B-lattamasi, che idrolizzano I'anello
B-lattamico e inattivano l'antibiotico. Le B-lattamasi possono essere classificate in
quattro classi secondo la classificazione di Ambler: le classi A, C e D sono B-lattamasi
con serina nel sito attivo, mentre la classe B, nota anche come metallo-p-lattamasi o
MBL, ha uno zinco- sito attivo dipendente. Dall'introduzione degli antibiotici B-lattamici
nella pratica clinica diffusa, il range di attivita delle B-lattamasi & cresciuto. Le
B-lattamasi con un'attivita a spettro esteso (in grado di idrolizzare le
ossimino-cefalosporine e i monobattami, ma non le cefamicine o i carbapenemi), note
come B-lattamasi a spettro esteso o ESBL, sono emerse in ambiente ospedaliero negli
anni '80 e sono diventate piu comuni in contesti comunitari negli anni '90 e all'inizio
degli anni 2000, associate alla famiglia delle ESBL CTX-M. Recentemente, la prevalenza
delle B-lattamasi con la capacita di idrolizzare gli antibiotici carbapenemici piu le
penicilline, le cefalosporine e gli agenti monobattamici (note come carbapenemasi) &
in aumento e le resistenze si sono diffuse in tutto il mondo. Esempi delle
carbapenemasi piu diffuse presenti nelle Enterobacterales sono KPC (Classe A), le
metallo -lattamasi IMP, VIM e NDM (Classe B) e gli enzimi OXA-48-like (Classe D).
L'uso di NG-Test® CARBA-5 nei laboratori, insieme alle informazioni cliniche e alle
procedure diagnostiche complementari, fornisce indicazioni che possono supportare
scelte terapeutiche antimicrobiche appropriate, nonché decisioni e interventi
tempestivi per il controllo delle infezioni.

NG-Test® CARBA-5 & un test immunocromatografico multiplo rapido per la rilevazione
di uno dei cinque, o piU, tipi comuni di carbapenemasi (KPC (K), OXA-48-like (O), IMP (1),
VIM (V), NDM (N)) nelle colonie batteriche. Il tampone di estrazione liquido viene
utilizzato come soluzione di lisi cellulare quando viene miscelato con le colonie. Gli
anticorpi monoclonali che riconoscono singolarmente ciascuna delle cinque
carbapenemasi sono immobilizzati su una membrana di nitrocellulosa. Gli anticorpi
monoclonali liberi sono presenti nel coniugato e sono marcati con oro colloidale.
Quando le colonie risospese nel tampone di estrazione vengono dispensate nel
dispositivo, I'azione capillare della nitrocellulosa consente la migrazione del campione
attraverso gli anticorpi mobili e gli anticorpi immobilizzati sulla striscia reattiva. Gli
anticorpi di controllo immobilizzati catturano gli anticorpi mobili che migrano
attraverso la membrana senza essersi legati ad altre linee Test. Si verifica un risultato
positivo quando una linea rossa appare in corrispondenza dell’area di controllo (C) e
una o piu linee appaiono nelle aree Test (K, O, V, | o N), e indica che il campione contiene
uno o piu carbapenemasi. Si verifica un risultato negativo quando viene osservata solo
la linea di controllo e cid indica che il campione non contiene nessuno delle 5
carbapenemasi. Se la linea di controllo non appare, il risultato del test non ¢ valido.
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REAGENTI E MATERIALI FORNITI

Ogni kit contiene:

« 20 cassette Test in sacchetti di alluminio con essiccante

« 20 microprovette

« 20 Pipette monouso da 100uL

«1Soluzione tampone di estrazione in una provetta di plastica (4,5 mL)
«1lIstruzioni per l'uso

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI
Timer « Guanti monouso « Ansa da TuL « Vortex
PRECAUZIONI

« Test diagnostico in vitro. Solo per uso professionale.

« Tutte le operazioni devono essere eseguite secondo le buone pratiche di laboratorio.
« Non utilizzare dopo la data di scadenza.

« | dispositivi devono rimanere nelle buste sigillate fino al momento dell'utilizzo.

« Maneggiare i campioni come se fossero potenzialmente infettivi.

« Dopo l'uso, eliminare il dispositivo in un contenitore per rifiuti infettivi.

« Non riutilizzare il dispositivo.

CONSERVAZIONE E STABILITA
Conservare i dispositivi nelle loro buste sigillate tra 4 e 30°C. Non congelare. | kit sono
stabili nella loro confezione intatta (bustina con essiccante) fino alla data di scadenza
indicata su ogni kit.

COLTURA E CAMPIONAMENTO
| campioni da testare devono essere ottenuti e manipolati secondo le procedure
microbiologiche standardizzate.
Terreni di coltura validati:
Agar Luria Broth (LB) e agar LB, Trypticase soja agar (TSA), agar Mueller Hinton (MH),
UriSelect™ 4, agar Columbia + 5 % di sangue di cavallo, Columbia agar + 5% sangue di
montone, agar ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, agar Drigalski (DRIG),
CHROMagar™ mSuperCARBA™, TSA + 5 % di sangue di montone, Mac Conkey, agar
HardyCHROM™ CRE.

PROCEDURA OPERATIVA

1/ Indossare guanti protettivi.
2/ Portare i componenti del kit a temperatura ambiente per almeno 10 minuti.

Preparazione del campione

1/ Versare 5 gocce (150uL) di tampone di estrazione in una delle provettine fornite con
il kit.

2/Da una coltura solida a base di agar, riempire un'ansa da 1uL toccando (non
raccogliendo) 3 colonie, quindi risospenderle nella microprovetta contenente 150uL di
tampone di estrazione.

3/ Chiudere la provettina.

4 [ Prima dell'uso, omogeneizzare la miscela con il Vortex.

NOTA: Le colonie di aspetto viscoso/mucoso possono ingenerare problemi di migrazione,
a causa delia loro elevata viscosita. Prima di eseguire il test, omogeneizzare con il vortex
per 3 minuti una colonia stemperata nel tampone di estrazione e successivamente
incubaria per 10 minuti a temperatura ambiente.
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Esecuzione del test

1/ Aprire il sacchetto ed estrarre il dispositivo. Una volta aperto, utilizzare immediatamente il
test.

2/ Utilizzando la pipetta in dotazione, aggiungere 100pL della miscela preparata (il campione
deve raggiungere la linea nera indicata sulla pipetta per aspirare accuratamente 100pL) nel
pozzetto del campione etichettato "S".

3 [Leggere i risultati a 15 minuti e interpretarli come indicato di seguito.

NOTA: Non interpretare il risultato dopo che siano trascorsi 20 minuti, poiché molto
probabilimente si potrebbero verificare risultati falsi positivi.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Risultato negativo

Se compare solo una linea rossa nella regione di controllo (C): il
campione non contiene nessuna delle carbapenemasi indicate (o
un livello non rilevabile) e deve essere interpretato come risultato
negativo.

z-<0Xn

NEGATIVO

Risultato positivo

Se nella regione di controllo (C) appare una linea rossa e nelle
regioni Test K, O, V, I, N appaiono una o piu linee rosse: il campione
contiene uno o piu carbapenemasi e va interpretato come
risultato positivo.

NOTA: lintensitd della linea/e rossa/e del test pud variare a
VIM POSITIVO seconda della concentrazione delle carbapenemasi presenti nel
campione. Una linea debole deve essere considerata come un
risultato positivo.

zZz-<0X0n

Risultato non valido

Se la linea di controllo (C) non appare, o non & allineata alla lettera (C),
il risultato del test non & valido. Le ragioni piu probabili per 'assenza
della linea di controllo possono riguardare un volume di campione
insufficiente o una procedura non corretta. Puo essersi verificato un
deterioramento del kit di prova. Ripetere la procedura utilizzando un
NO VALIDO nuovo test. Se il problema persiste, non riutilizzare il kit e contattare il
distributore locale.

CONTROLLO QUALITA

Il test prevede un controllo di qualita interno. Lo sviluppo della linea di controllo sta ad
indicare che il volume del campione era sufficiente e che la procedura era corretta.

Z—-<0Xn0n
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LIMITI

1/ Un risultato negativo non esclude la presenza di microrganismi produttori di
carbapenemasi (esempio: produttori SME, GES, IMI).

2/ Risultati falsi negativi possono verificarsi con sottocolture eterogenee di un isolato
batterico senza alcuna pressione selettiva.

3/ Questo test non & stato validato per Acinetobacter.

4 { Alcuni risultati falsi negativi possono verificarsi con Proteus mirabilis testato solo da
agar sangue.

5 / Proteus spp. tende a mostrare una crescita a sciame su agar sangue, quindi
dovrebbe essere toccata con un'ansa in 3 diverse colonie solo la superficie della
sciamatura.
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6/ Questo test & un test qualitativo e non fornira alcun risultato quantitativo.

7 / Questo test deve essere utilizzato come ausilio per una rapida identificazione dei
pazienti che presentano una resistenza agli antibiotici carbapenemi. | risultati ottenuti
devono essere confermati con procedure diagnostiche alternative o complementari.
8/ Un test positivo o negativo non esclude la presenza di altri meccanismi di resistenza
agli antibiotici.

PRESTAZIONI E CARATTERISTICHE

Limite di rilevazione:
Il limite di rilevazione é stato determinato utilizzando enzimi ricombinanti purificati:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL

Valutazione clinica:

NG-Test® CARBA-5 ¢é stato valutato presso I'NRC (Centro nazionale di riferimento per
la resistenza agli antibiotici, Ospedale Kremlin-Bicétre, Parigi, Francia). 147 ceppi sono
stati sottoposti a test in cieco con un contenuto di B-Lattamasi caratterizzato con WGS.
All'interno della collezione sottoposta a valutazione, solo 2 rare varianti di D179Y KPC
non sono state rilevate (KPC-31 e KPC-33). La variante D179Y indebolisce I'attivita
idrolitica carbapenemica dell’'enzima, quindi non pud essere considerata come una
carbapenemasi, e genera risultati negativi anche con test biochimici. La sensibilita e la
specificita di NG-Test® CARBA-5 ¢ stata calcolata considerando le varianti KPC-31 e
KPC-33 come risultati negativi.

Tabla 1: Resultados obtenidos en el Hospital NRC Kremlin Bicétre!

WGS
POSITIVO NEGATIVO TOTALE
POSITIVO 9 (0] 19
NG-TEST
CARBA-5 NEGATIVO 0 28 28
TOTALE L) 28 147
SENSIBILITA 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICITA 100% Cl 95% = 87.9 - 100%

Riepilogo delle varianti rilevate da NG-Test® CARBA-5 nelle validazioni:

Gruppodi | : Varianti rilevate an: amente e nelle
microrganismi Bersaglio validazioni s;11;12
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2,4,5,6,11,19,23,27,31
IMP 1,4, 6,8,10, 11, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas viM 251
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1
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Riepilogo delle varianti rilevate da NG-Test® CARBA 5 nelle pubblicazioni:

Gruppo di o Varianti rilevate nelle pubblicazioni
microrganismi Bersaglio 8; 9;10; 11;12; 13
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
*
Enterobacterales VIM 1,2, 4,5,6,11,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56, 58, 59
IMP 1,4, 6,7, 8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,235
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 2,51
aeruginosa IMP 1,2, 4,5,7, 8,13,14, 15, 16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

*Incluse alcune: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedfakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganella morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia aicalifaciens, Raouitella
ornithinolytica, Salmonella enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

BIBLIOGRAFIA
La bibliografia si trova alla fine del documento.
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@ Polski NG<TEST7CARBA-5

WPROWADZENIE

Test NG-Test® CARBA-5 jest szybkim odczynnikiem do diagnostyki in vitro,
wytgcznie do uzytku profesjonalnego. Jest wizualnym, multipleksowym,
immunochromatograficznym (metoda bocznego przeptywu) testem jakosciowym
stuzacym do wykrywania i réznicowania pieciu najbardziej rozpowszechnionych
rodzin karbapenemaz (KPC, OXA-48, VIM, IMP, NDM) 2z wytwarzajacych
karbapenemazy, czystych kolonii bakterii Enterobacterales (w tym Escherichia coli
oraz Klebsiella pneumoniae) oraz Pseudomonas aeruginosa, obecnych w placéwkach
opieki zdrowotnej.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE METODY

Antybiotyki B-laktamowe to leki pierwszego rzutu do leczenia zakazern wywotanych
przez Enterobacterales. Niemniej jednak, ich skutecznos¢ zostata znacznie obnizona
ze wzgledu na enzymy bakteryjne, zwane B-laktamazami, ktére hydrolizuja pierscien
B-laktamowy i tym samym dezaktywuja dziatanie antybiotyku. B-laktamazy
kategoryzujemy do 4 klas strukturalnych, zgodnie z klasyfikacja Amblera: klasy A, Ci D
to B-laktamazy z seryng w centrum aktywnym, podczas gdy klasa B, znana réwniez
jako metalo-B-laktamazy lub MBL, wymaga jonéw cynku jako kofaktoréw reakcji w
centrum aktywnym.

Od czasu wprowadzenia antybiotykéw p-laktamowych do powszechnej praktyki
klinicznej zakres dziatania B-laktamaz wzrost. B-laktamazy o rozszerzonym spektrum
dziatania (zdolne do hydrolizy oksyimino-cefalosporyn i monobaktaméw, ale nie
cefamycyn ani karbapenemaéw), znane jako B-laktamazy o rozszerzonym spektrum lub
ESBL, pojawity sie w warunkach szpitalnych w latach 80 XX w. i staty sie bardziej
powszechne w spoteczenstwie w latach 90. XX wieku i na poczatku lat
dwutysiecznych; sg one zwigzane z rodzing CTX-M ESBL. Ostatnio B-laktamazy ze
zdolnosciag do hydrolizy antybiotykéw karbapenemowych oraz penicylin, cefalosporyn
i antybiotykéw monobaktamowych (znanych jako karbapenemazy) wystepuja coraz
czesciej i rozprzestrzenity sie na catym $wiecie. Przyktadami najbardziej
rozpowszechnionych karbapenemaz wystepujacych u Enterobacterales sg KPC (klasa
A), metalo-B-laktamazy IMP, VIM i NDM (klasa B) oraz OXA-48 (klasa D).

Oprécz informacji  klinicznych i uzupetniajacych procedur diagnostycznych,
zastosowanie testu NG-Test® CARBA-5 w laboratorium dostarcza informacji, ktére
moga wspiera¢ odpowiednie wybory terapeutyczne w zakresie Srodkéw
przeciwdrobnoustrojowych, szybkie podejmowanie decyzji dotyczacych kontroli
zakazen i interwencji.

NG-Test® CARBA-5 jest  szybkim,  wizualnym, multipleksowym testem
immunochromatograficznym do diagnostyki in vitro, wykrywajacym jeden lub wiecej
z pieciu najpopularniejszych enzymoéw karbapenemowych (KPC (K), OXA-48-(O), IMP
(1), VIM (V), NDM (N)) w koloniach bakteryjnych. Ptynny bufor ekstrakcyjny po dodaniu
go do kolonii bakteryjnych powoduje ich lize. Przeciwciata monoklonalne, ktére
indywidualnie rozpoznaja kazda z pieciu karbapenemaz, sg unieruchomione na
membranie nitrocelulozowej. Wolne przeciwciata monoklonalne sg obecne w
poduszce z koniugatem i oznakowane ztotem koloidalnym. Po naniesieniu na okienko
testowe kolonii bakteryjnych zmieszanych z buforem ekstrakcyjnym, wedruja one
sitami kapilarnymi po membranie, napotykajac unieruchomione przeciwciata oraz
przeciwciata ruchome, obecne na pasku testowym. Unieruchomione przeciwciata
kontrolne znajdujace sie na membranie wychwytuja wszelkie ruchome przeciwciata,
ktére po migracji przez okienko testowe i membrane testu nie ulegly zwigzaniu z
zadna linig testowa. Wynik pozytywny wystepuje, gdy czerwona linia pojawia sie w
regionie kontrolnym (C), a jedna lub wiecej linii pojawia sie w obszarach testowych (K,
O, V, I lub N) i wskazuje, ze prébka zawiera jedng lub wiecej karbapenemaz. Negatywny
wynik wystepuje, gdy obserwujemy tylko linie kontrolng i wskazuje, ze badana prébka
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nie zawiera zadnej z 5 karbapenemaz. Jedli linia kontrolna nie pojawia sig, wynik testu
jest nieprawidtowy.

ODCZYNNIKI | MATERIALY DOSTARCZONE W ZESTAWIE

Kazdy zestaw zawiera:

« 20 kaset testowych w aluminiowych opakowaniach ze srodkiem osuszajacym
« 20 mikroprobéwek

« 20 jednorazowych pipet po 100 uL

« 1 Bufor ekstrakcyjny w plastikowej butelce (4,5 ml)

« 1Instrukcje obstugi

MATERIALY WYMAGANE ALE NIE DOSTARCZONE
Zegar «Jednorazowe rekawiczki « Eza (TuL) « Mieszadto typu Vortex

SRODKI OSTROZNOSCI
« Test do diagnostyki in-vitro, wytacznie do uzytku profesjonalnego.
« Wszystkie czynnosci musza by¢ wykonywane zgodnie z zasadami dobrej praktyki
laboratoryjne;j.
« Nie nalezy uzywac testu po uptywie daty waznosci.
« Testy powinny by¢ przechowywane w zamknietych opakowaniach i otwarte
bezposrednio przez uzyciem.
» Nalezy traktowac wszystkie probki oraz odczynniki jako materiat potencjalnie
zakazny.
» Po uzyciu testu, wszystkie elementy nalezy utylizowaé¢ zgodnie z procedurg
materiatéw zakaznych.
« Nie mozna powtérnie uzywac kaset testowych.

PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Wyroby nalezy przechowywaé w zamknietych opakowaniach w temperaturze od 4 do
30 °C. Nie zamrazaé. Zestawy przechowywane w nienaruszonym opakowaniu
(saszetka ze Srodkiem osuszajacym) nadaja sie do uzycia do uptyniecia daty waznosci
podanej na kazdym opakowaniu.

HODOWLA | POBRANIE PROBEK
Prébki, ktére maja by¢ poddane badaniu powinny by¢ uzyskane zgodnie z obowigzujgcymi
procedurami mikrobiologicznymi.
Zweryfikowane podtoza mikrobiologiczne:
Podtoze Luria-Bertani oraz LB agar, agar Tryptozowo-sojowy (TSA), Mueller Hinton (MH)
agar, UriSelect™ 4, Columbia agar + 5% krwi konskiej, Columbia agar + 5% krwi owczej,
ChromID® ESBL agar, ChromID® CARBA SMART, Drigalski (DRIG) agar, CHROMagar™,
mSuperCARBA™, TSA + 5 % krwi owczej, Mac Conkey, HardyCHROM™ CRE agar.

PROCEDURA
1/ Pracowa¢ w rekawiczkach ochronnych.
2 / Doprowadzi¢ elementy zestawu do temperatury pokojowej przez co najmniej 10
minut.

Przygotowane prébki

1 /Odmierzy¢ 5 kropli lub 150uL buforu ekstrakcyjnego do jednej z mikroprobéwek
dostarczonych z zestawem.

2 /Za pomocy 1L ezy pobraé (poprzez dotykanie, nie zbieranie) z hodowli na statym
agarze 3 kolonie bakteryjne, a nastepnie zawiesi¢ w mikroprobéwce zawierajgcej 150uL
buforu ekstrakcyjnego.

3/ Szczelnie zamknaé mikroprobdwke.

4 [ Dokfadnie zworteksowaé probéwke przed przystapieniem do dalszego etapu.
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UWAGA: Kolonie $luzowe moga powodowacé nieréwnomierng migracje ze wzgledu
na ich wysoka lepkos$é. W przypadku pracy z taka kolonig nalezy worteksowaé w
buforze do ekstrakcji pobrane kolonie przez 3 minuty oraz zostawi¢ na 10 minut
celem inkubacji w temperaturze pokojowej przed wykonaniem testu.

Przeprowadzenie testu

1/ Otworzyé opakowanie i wyjaé wyréb. Po otwarciu niezwtocznie uzyé.

2/Z uzyciem dostarczonej pipety dodac 100pL przygotowanej mieszaniny (ilosé probki
musi siegnac¢ czarnej linii na pipecie, celem dokfadnego podania 100uL) do studzienki
testowej oznaczonej "S".

3 / Odczytaé wyniki po 15 minutach i zinterpretowac zgodnie z ponizszym schematem.
UWAGA: Nie nalezy interpretowac testu po czasie 20 minut, jako iz moga wystapi¢
wyniki falszywie pozytywne.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Wynik negatywny
Jedli w obszarze kontrolnym (C) pojawia sie tylko jedna czerwona
linia: prébka nie zawiera wskazanych karbapenemaz (lub zawiera je
na poziomie niewykrywalnym przez test) i musi by¢ interpretowana
Jjako wynik negatywny.

Z-<0X 0

NEGATYWNY

Wynik pozytywny

Jesli w obszarze kontrolnym (C) pojawia sie jedna czerwona linia

oraz pojawia sie jedna lub kilka linii w regionach testowych K, O, V,

I, N: prébka zawiera jedng lub kilka karbapenemaz i musi by¢

interpretowana jako wynik pozytywny

UWAGA: Natezenie jednej lub kilku linii testowych moze sie rézni¢

POZYTYWNY W zale_zr'loéci od stezgnia kal:bapenemaz 'obecnyc_h w prébce.
DLA VIM Staba linia zawsze powinna byc¢ traktowana jako wynik pozytywny.

zZ-<0X0n

Wynik nieprawidiowy

Jeslilinia kontrolna C nie pojawi sie lub nie zréwna sie z literg C, wynik
testu uznaje sie zaniewazny. Przyczyng takiego stanu rzeczy sa
najczesciej niewystarczajaca ilos¢ prébki lub blad wykonania
procedury. Mogto réwniez dojs¢ do pogorszenia jakosci testu. Nalezy
powtdérzy¢ procedure, uzywajgc nowego testu. Jesli problem bedzie
sie utrzymywac, nalezy zaprzestac¢ uzywania testu i skontaktowac sie
z dystrybutorem.

Z-<0X 0
Z-<0X 0

NIEPRAWIDLOWY

KONTROLA JAKOSCI

Wewnetrzna kontrola jakosci zawarta jest w tescie. Pojawienie sie czerwonej linii
kontrolnej swiadczy o wystarczajacej ilosci probki i prawidlowo przeprowadzonej
procedurze.

OGRANICZENIA
1/ Ujemny wynik nie wyklucza obecnosci drobnoustrojéw produkujacych inne typy
karbapenemaz (np. produkujacych SME, GES, IMI).
2 / Fatszywie ujemne wyniki moga wystapi¢ w przypadku wielu pasazéw kolonii
bakteryjnej, bez zastosowania czynnikéw selektywnych.
3/ Test ten nie zostat zwalidowany dla Acinetobacter.
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4 [ Niektore fatszywie ujemne wyniki moga wystapi¢ w przypadku Proteus mirabilis
testowanego wytgcznie na agarze z krwia.

5/ Proteus spp. wykazuja tendencje do mgtawicowego (petzajacego) wzrostu na
agarze z krwig, dlatego nalezy pobrac¢ kolonie bakteryjne w trzech réznych miejscach
wzrostu na ptytce.

6/ Produkt jest testem jakosciowym, nie otrzymamy wynikéw ilosciowych.

7/ Test ten powinien by¢ stosowany jako pomoc w szybkiej identyfikacji pacjentéw ze
szczepami wykazujacymi opornosé na antybiotyki karbapenemowe. Uzyskane wyniki
musza by¢ potwierdzone alternatywnymi lub uzupetniajacymi metodami diagnostycznymi.
8 / Wynik pozytywny lub negatywny nie wyklucza obecnosci innych mechanizméw
opornosci na antybiotyki.

WYDAINOSC | CHARAKTERYSTYKA

Limit detekgcji:

Granice wykrywalnosci okreslono przy uzyciu oczyszczonych rekombinowanych
enzymow:

KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL
Ocena kliniczna:

Ewaluacja testu NG-Test® CARBA-5 zostata przeprowadzona w NRC (Krajowe
Centrum Referencyjne dla Antybiotykoopornosci, Szpital Kremlin-Bicétre, Paryz,
Francja). W Slepym tescie przebadano 147 szczepdw zawierajacych B-laktamazy
(potwierdzone przez WGS). Wéréd ocenianych szczepdw nie wykryto tylko 2 rzadkich
wariantéw D179Y KPC (KPC-31 i KPC-33). Typ D179Y charakteryzowat sie zaburzona
aktywnoscig hydrolityczng i tym samym nie mozna go uzna¢ za karbapenemaze,
potwierdza to réwniez ujemny wynik w testach biochemicznych. Czutos¢ i swoistos¢
testu NG-Test® CARBA-5 obliczono, uznajac warianty KPC-31 i KPC-33 za wyniki
ujemne.

Tabela 1: Wyniki uzyskane w NRC Kremlin Bicétre"

WGS
POZYTYWNE | NEGATYWNE LACZNIE
POZYTYWNE 19 o] 19
NGTEST
CARBA-5 NEGATYWNE 0 28 28
LACZNIE 19 28 147
czuLosc 100% 1C 95% = 96.9 - 100%
SPECYFICZNOSC, 100% IC 95% = 87.9 - 100%
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Podsumowanie wariantéw wykrytych przez test NG-Test® CARBA-5 w walidacji:

Grup! Warianty wykryte w procesie
drobnouse:'opw Target walidacji 8; ;12
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales* VIM 1,2, 4,5,6,1,19, 23,27, 31
IMP 1,4, 6, 8,10, 11, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VviM 2,51
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,15, 16, 18, 19, 26, 29, 31,37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

Podsumowanie wariantéw wykrytych przez test NG-Test® CARBA-5 w oparciu
o publikacje naukows

arobrmBlojow || Teroet | e S
KPC 2,3,4,5,6,7,12, 14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
oxassilike | o8 150 A EGs, Bis, 517, S1b, 535, 75
Enterobacterales™ VIM 1,2, 4,5,6,1,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
, 58,
IMP 1,4,6,7,8,10,11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VIM 2,51
aeruginosa MP 1,2, 4,5,7, 8,13, 14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

*w tym niektdre: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sediakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kiuyvera ascorbate, Morganelia morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia aicalifaciens, Raouitelia
ornithinolytica, Saimonelia enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydii, S. sonnei, S.
bicestrii, Yersinia enteroliitica.

PISMIENNICTWO
Petna lista piSmiennictwa znajduje sie na koricu dokumentu.
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INTRODUGAO

O NG-Test® CARBA-5 é um teste rapido de diagnéstico in vitro, apenas para uso
profissional. E um ensaio multiplex qualitativo imunocromatografico visual para a
deteccdo e diferenciacdo das cinco familias de carbapenemases mais comuns (KPC,
OXA-48-like, VIM, IMP e NDM) a partir de colénias bacterianas puras produtoras de
carbapenemases, com Enterobacterales (incluindo Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae) e Pseudomonas aeruginosa em ambientes de salde.

SINTESE E PONTOS PRINCIPAIS

Os B-lactdmicos sdo antibiéticos de primeira linha para o tratamento de infeccdes
causadas por Enterobacterales; no entanto, sua eficacia tem sido contestada pela
produgdo de enzimas bacterianas, conhecidas como B-lactamases, que hidrolisam o
anel B-lactdmico e inativam o antibidtico. As B-lactamases podem ser categorizadas
em quatro classes de acordo com a classificagdo de Ambler: as classes A, C e D sédo
B-lactamases com serina no sitio ativo, enquanto a classe B, também conhecida como
metalo-B-lactamases ou MBLs, possui sitio ativo dependente. Desde a introdugéo dos
antibidticos B-lactamicos na pratica clinica generalizada, a gama de atividade das
B-lactamases cresceu. As B-lactamases de espectro estendido de atividade (capazes de
hidrolisar oximinocefalosporinas e monobactédmicos, mas ndo cefamicinas ou
carbapenémicos), conhecidas como B-lactamases de espectro estendido ou ESBLs,
surgiram em ambiente hospitalar na década de 1980 e tornaram-se mais comuns em
ambientes comunitarios na década de 1990 e inicio de 2000 associados a familia
CTX-M de ESBLs. Recentemente, B-lactamases com capacidade de hidrolisar antibioti-
cos carbapenémicos mais penicilinas, cefalosporinas e agentes monobactémicos
(conhecidos como carbapenemases) tém aumentado em prevaléncia e se espalhado
pelo mundo. Exemplos das carbapenemases mais prevalentes encontradas em
Enterobacteriaceas sdo KPC (Classe A), as metalo B-lactamases IMP, VIM e NDM
(Classe B) e enzimas OXA-48-like (Classe D).

Juntamente com informacdes clinicas e procedimentos complementares de diagnés-
tico, o uso do NG-Test® CARBA-5 no laboratério fornece informacées que podem
apoiar escolhas terapéuticas antimicrobianas adequadas, tomada de decisdes e
intervencdes imediatas no controle de infe¢des.

NG-Test® CARBA-5 é um ensaio imunocromatografico multiplo in vitro visual e rapido
que detecta uma ou mais dos cinco tipos comuns de enzimas carbapenemases (KPC
(K), tipo OXA-48 (O), IMP (1), VIM (V), NDM (N)) em colénias bacterianas. O tampao de
extragdo liquido é usado como uma solugao de lise celular quando misturado com
colénias. Os anticorpos monoclonais que individualmente reconhecem cada uma das
cinco carbapenemases sdo imobilizados numa membrana de nitrocelulose. Os
anticorpos monoclonais livres estdo presentes na placa conjugada e etiquetados com
ouro coloidal. Apés a adi¢édo de coldnias misturadas com o tampao de extragao a placa
da amostra, a agdo capilar da nitrocelulose extrai a amostra através de anticorpos
moveis e anticorpos imodveis da faixa de teste. Os anticorpos de controlo imobilizado
capturam quaisquer anticorpos méveis que passam rapidamente na placa de amostra
e na nitrocelulose sem vincularem as outras linhas de teste. Um resultado positivo
ocorre quando aparece uma linha vermelha na regido de controlo (C) e uma ou mais
linhas aparecem nas regides de teste (K, O, V, | ou N) e indicam que a amostra contém
um ou mais carbapenemases. Um resultado negativo ocorre apenas quando é
observada a linha de controlo e indica que a amostra ndo contém nenhuma das 5
carbapenemases. Se a linha de controlo ndo aparecer, o resultado do teste é invalido.
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REAGENTES E MATERIAL FORNECIDO

Cada kit contém:

« 20 cassetes de teste em bolsas de aluminio com dissecante

« 20 microtubos

« 20 pipetas descartaveis de 100uL

« 1solucdo de tampao de extragdo numa garrafa frasco de plastico (4,5 mL)
«1Instrucdes de utilizagdo

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
Temporizador « Luvas de utilizagdo unica « Ansas de incoulagdo (1pL) » Vértice

PRECAUCOES
« Teste de diagnéstico /n vitro. Apenas para utilizagao profissional.
« Todas as operagdes devem ser efetuadas de acordo com as boas praticas laboratoriais.
« N&o utilize apds a data de validade.
« Os dispositivos devem permanecer nas bolsas seladas até serem utilizadas.
» Manuseie as amostras como se fossem potencialmente infeciosas.
« Ap6s utilizacdo, elimine o dispositivo num contentor de residuos infeciosos.
» Nao reutilize o dispositivo.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Armazena os dispositivos nas suas bolsas seladas a temperaturas entre 4 e 30 °C. Ndo
congele. Os kits sdo seguros na sua embalagem intacta (saqueta com dissecante) até
a data de validade indicada em cada kit.

CULTURA E AMOSTRAGEM

As amostras a serem testadas devem ser obtidas e manuseadas de acordo com os
procedimentos microbiolégicos estandardizados.

Meios de cultura validados:

Caldo Luria (LB) e LB &gar, Triptico de soja agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar,
UriSelect™ 4, agar Columbia + 5 % sangue de cavalo, Columbia agar +5% de sangue de
carneiro, dgar ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, agar Drigalski (DRIG),
CHROMagar™ mSuperCARBA™, TSA + 5 % sangue de ovelha, Mac Conkey, agar
HardyCHROM™ CRE.

PROCEDIMENTO DE FUNCIONAMENTO
1/ Utilize luvas de proteccéo.
2 / Coloque os componentes do kit a temperatura ambiente durante, pelo menos,
10 minutos.

Preparacido da amostra

1/ Distribua 5 gotas (150uL) do tamp&o de extragdo num dos microtubos fornecidos no kit.
2 /De uma cultura sélida com base em agar, recolha uma ansa de TuL tocando em 3
colénias com o anel e depois suspenda-o no microtubo que contem 150uL do tampéo
de extragao.

3 /Tape o microtubo.

4 [ Agite em vortice para homogeneizar a mistura antes da utilizag&o.

NOTA: As coldnias viscosas /mucosas podem conduzir a problemas de migragéo,
devido & sua elevada viscosidade. Quando inicia o teste a partir de colénias
viscosas/mucosas, vortex por 3 minutos uma colénia no tampdo de extracdo e
deixe-a incubar por 10 minuto @ temperatura ambiente antes de realizar o teste.
Realizagdo do teste

1/ Abra a bolsa e retire o dispositivo. Assim que a abrir, utilize o teste imediatamente.
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2/ Utilizando a pipeta fornecida, adicione 100uL da mistura preparada (a amostra deve
alcancar a linha negra indicada na pipete para aspirar devidamente 100uL) na amostra
bem etiquetada "S".

3/ Leia os resultados durante 15 minutos e interprete-os conforme indicado abaixo.
NOTA: Ndo interprete os resultados do teste apds 20 minutos, pois eles podem
estar causando resuitados faisos positivos.

INTERPRETAGAO DE RESULTADOS

Resultado negativo

Se apenas uma linha vermelha aparecer na regiao de controle (C):
a amostra ndo contém nenhuma das carbapenemases indicadas
(ou um nivel ndo detetavel) e deve ser interpretada como um
resultado negativo.

Z-<0Xn

NEGATIVO

Resultado positivo

Se aparecer uma linha vermelha na regido de controlo (C) e uma

ou vdrias linhas aparecerem nas regides de teste K, O, V, |, N: a

amostra contém uma ou varias carbapenemases e deve ser

interpretada como um resultado positivo.

NOTA: A intensidade da(s) linha(s) de teste vermelha(a) podem

VIM POSITIVO Variar dependendo da concentragao da carbapenemase presente
na amostra. Uma linha fina deve ser considerada como resultado
positivo.

Z-<0X 0

Resultado invalido

Se a linha de controlo (C) ndo aparecer, ou ndo estiver alinhada
com a letra ( C), o resultado do teste é invalido. Um volume de
amostra insuficiente ou um procedimento incorreto sdo as razées
mais provaveis para a falha da linha de controlo.

. Pode ter ocorrido a deterioracdo do kit de teste. Repita o
INVALIDO procedimento utilizando um novo teste. Se o problema persistir,
néo reutilize o kit e contacte o seu distribuidor.

Z-<0Xn
Z-<0Xn

CONTROLO DE QUALIDADE
Esta incluido um controlo de qualidade interno no teste. Quando a linha decontrolo se
desenvolve, confirma que o volume da amostra foi suficiente e o procedimento foi
correto.

LIMITAGOES
1/ Um resultado negativo ndo exclui a presenca de organismos que produzem
carbapenemase (exemplo: productoras de SME, GES, IMI).
2/ Podem ocorrer falsos resultados negativos com multiplas subculturas de bactérias
isoladas sem qualquer pressdo seletiva.
3/ Este teste nao foi validado para Acinetobacter.
4 [ Alguns falsos resultados negativos podem ocorrer com Proteus mirabilis testado
apenas de agar sangue.
5 [ Proteus spp. tendem a apresentar crescimento de “swarming” em gelose de
sangue, portanto, apenas a superficie do crecsimento deve ser tocada com a ansa em
3 colénias diferentes.
6/ Este teste é um ensaio qualitativo e ndo produzira qualquer resultado quantitativo.
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7 | Este teste deve ser utilizado como uma ajuda para a rapida identificacdo de
pacientes com uma resisténcia a antibidticos carbapenema. Os resultados obtidos
devem ser confirmados com procedimentos de diagndstico complementares ou
alternativos.

8 / Um teste positivo ou negativo ndo rege a presenca de outros mecanismos de
resisténcia antibidtica.

DESEMPENHOS E CARACTERISTICAS

Limite de detecao:
O limite de detegao foi determinado utilizando enzimas recombinantes purificadas:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL

Avaliacgdo Clinica:

NG-Test® CARBA-5 foi avaliada no NRC (National Reference Center for Antibiotic
Resistance, Kremlin-Bicétre Hospital, Paris, Franga). 147 estirpes foram sujeitas a
ensaios-cegos com teor B-lactamase caracterizado com WGS. Entre a colegdo avaliada,
apenas 2 variantes raras de D179Y KPC ndo foram detetadas (KPC-31 e KPC-33). Este
D179Y afetou a atividade hidrolitica de carbapenema da enzima que ndo pode ser
considerada como uma carbapenemase, conduzindo também a resultado negativo
por testes bioquimicos. A sensibilidade e especificidade do NG-Test® CARBA-5 foram
calculadas considerando as variantes KPC-31 e KPC-33 como resultados negativos.

Tabela 1: Resultados obtidos no NRC Kremlin Bicétre!

WGS

POSITIVO NEGATIVO TOTAL

POSITIVO 9 o o

NG-TEST®

CARBA-5 [NEGATIVO 0 28 28

TOTAL 19 28 147
SENSIBILIDADE 100% Cl1 95% = 96.9 - 100%
ESPECIFICITADE 100% Cl 95% = 87.9 - 100%

Sumario das variantes detectadas pelo NG-Test® CARBA-5 em validagdes:

: Variantes detectadas analiticamente
Grupo de organismo Alvo e em validacoes &11; 12
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales*
VIM 1,2,4,5,6,1,19,23,27,31
IMP 1,4,6,8,10, 11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VviM 2,510
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14,15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1
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Sumrio das variantes detectadas pelo NG-Test® CARBA 5 em publicacdes:

f Variantes detetadas em publicagées
Grupo de organismo Alvo 8:9; 10; 11 12: 13
KPC 2,3,4,5,6,712,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
. 48,162,163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales™ VIM 1,2,4,5,6,1,19, 235; 26,27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
, 58,
IMP 1,4,6,7, 8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,235
OXA-48-like 181
Pseudomonas viM 2,51
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1

*Incluindo aigum: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedlakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kiuyvera ascorbate, Morganella morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia aicalifaciens, Raouitelia
ornithinolytica, Saimonefia enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigelia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

BIBLIOGRAFIA
A bibliografia pode ser encontrada no final do documento.
SiMBOLOS
30°C
Contetdo para g Data de validade Limite de
20 20 ensaios temperatura
4°C
Dispositivo médico Consulte
de diagnéstico N3o reutilize E]E] instrugdes de
in vitro utilizagao
. Referéncia de M :

Numero de lote catalogo Fabricante
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HA3HAYEHMUE

DKcnpecc-TecT Ana onpegeneHus kKapbaneHemaz KPC, OXA, VIM, IMP n NDM B
6aKTepmanbHoOM KONoHUK U3 KynbTypbl (NG-Test® CARBA-5) npegHasHaueH ans 6bicTporo
KayecTBeHHoro onpefeneHus kapbaneHemas KPC, OXA, VIM, IMP, NDM B 6akTepuarnbHom
KOMTOHUWM FpaMoTpULIATENbHBIX GaKTepuin U3 KyrbTypbl, MOMYYEHHOMN U3 KIMHUYECKOTO
MaTepuara YerioBeka pasinyHbIX TUMOB UMMYHOXPOMaTOrpadhUieCKUM METOAOM.

OBJIACTb MPUMEHEHUA
KnunHuyeckas nabopatopHas AvarHocTuKa.
OYHKUUOHAJIbHOE HABHAYEHUE

BcrioMoraTtenbHoe cpeacTBo B onpeneneHun kapbarneHemas KPC, OXA, VIM, IMP, NDM B
GaKTepuarnibHOM KOMOHUU MPaMOTPULIATENbHbIX GaKTepUid U3 KyfbTypbl, MOMyYeHHON U3
KIMHUYECKOro Matepuana pasnuyHbiXx TuroB. Mcnonb3oBaHue NG-Test® CARBA-5 B
natopatopun  HAPFAOY C  KIMHWYECKMMU  OaHHBIMM U OOMOSHUTENbHbIMU
[MarHOCTUYECKMMU MpoLedypPamMmn NMO3BOSET MOMYyYUTb MHPOPMALIMIO, KOTOPas MOXET
rnomoub B BblGOpe Hafnexallero MpoTUBOMUKPOGHOIO feyeHus, 6biICTpo MpUHATb
peLleHre 1 NPUHSTL Mepbl Mo 6opbbe ¢ MHPeKLMEN.

TUN AHAJIUBUPYEMOIO OGPA3LIA

Buonornyeckum MaTepuanoM Ona uccnegoBaHua ¢GBNAKOTCA BUObl KITMHUYECKOro
MaTepuana 4enoBeka pPasfiyHbIX TUMOB, NpedHa3Ha4YeHHbIX A9 BbiCeBa C UesNblo
nony4eH1sa U30MpPOBaHHbIX KOJTOHUM TaKMe Kak: KPOBb, MO4a, d)eKaﬂl/II/l (peKTanthle
cBabbl), rTHOW, paHeBoe OTOEeNAeMoe, U3bA3B/IEHUE KOXM, BUOMOrMUYEcKUe YUOKOCTH,
KOTOpPbIE MOYHO BbICEsiITb Ha arapnsoBaHHble cpefbl A1 NocneaytoLero onpeaeneHus
Kap6aneHemas KPC, OXA, VIM, IMP, NDM .

LIEJIEBOM AHANUT
LleneBbIM aHanuToM ans Nzpenus aensiotcs kapb6aneHemasbl KPC, OXA, VIM, IMP, NDM.

nonyngauuoHHbIE, AEMOrPA®UYECKUE ACMNEKTblI MPUMEHEHUSA
MEAULIMHCKOro usgenusa

WN3penue npegHasHa4vyeHo Osid NnpuMeHeHusa BO BCeX permoHax CTpaHbl A4 BCeX CroeB
HaceneHuda.

NOTEHUMUAJbHDbIE NOTPEBUTENIU

SKcnpecc-TecT AniA ornpefeneHus KapbarneHemas KPC, OXA, VIM, IMP 1 NDM B
6aKTepuanbHOM KoNoHUU 13 Kynbtypbl (NG-Test® CARBA-5) (Danee no Tekcty U3penve
nnn  NG-Test® CARBA-5) npefHasHayeHO Tonbko Ang  NpodeccUOoHanbHOro
npuMeHeHus. MNpoBeaeHWe aHanmsa AO/MKHO OCYLLECTBNATLCH KBanMULIMPOBaHHbIM
MEePCOHaNoM — creLmanmMcTamMmm B 0611acTu KIMHNYECKOM NabopaTopHOM AUarHOCTUKM.
MOKA3AHUS, NPOTUBOMNOKA3AHUS, MOBEOYHOE AENCTBUE

MokasaHusa. M3penve MOXET 6biTb MCMONMb30BAHO MPW MOAO3PEHUM Ha Hanuuve
Kap6aneHemas KPC, OXA, VIM, IMP, NDM B BblaeneHHoM 13 o6pasLoB NaumeHTa Y1cTom
KynbType MUKPOOPraHM3MoB. Pe3ynsraT TeCTUPOBaHUA He OO/MKEH MCMob30oBaThCs B
KadvecTBe eAMHCTBEHHOINo OCHOBaHMA ON19 ANAarHOCTUKW.

nporusonoxaaauuﬁ K MUCMOJIb30BaHUIO B paMKaxX YCTaHOB/E€HHOMo HasHayeHus He
nMeeT.

Mo6ouHble AeﬁCTBMﬂ, CBfA3aHHble C NpuMeHeHneM V|3,Ele}'ll/l','-|, OTCYTCTBYIOT.
CBEAEHMS OB USAENUN

« U3genuve paccunTtaHo Ha nposeaeHue 20 onpeaeneHui.

« N3genue BbinycKaeTca B HECTEPUIBHOM BUAE.

«N3penne npegHasHavyeHoO [N OOHOPA30BOrO  UCMONb30BaHWA, He TpebyeT
cTepunusaumnm mnum ,D,eBVIHCbSKLLI/IVI, TeXHUN4eCKoMy O6Cﬂy)KVIBaHVHO n peMoHTy He
noanexwur.
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COCTAB MEOAULIMUHCKOIO U3QENUA

« 20 TecT-KacceT B a/lloMUHMEBbIX MaKeTax C Baronornotutenem
+ 20 Npo6upok Tvna nneHgopd
« 20 NMNEeTOK 0A4HOPAa30BbIX C rPaAyMpPoBKoM Ha 100 MK
«1 pactBop 6ydepHbiit 41 SKCTPAKLMKU B MTAaCTUKOBOM driakoHe (4,5 mn)
« T MHCTPYKLMS MO MPUMEHEHMIo
MN3penve ynakoBaHO B KAPTOHHYIO KOPOGKY. MpUHAANEXKHOCTU OTCYTCTBYIOT.
MprMeYaHMe: UHCTPYKLMSA BXOOUT B KOMM/IEKT C HabopoM U MpeAcTaBreHa Ha
oduLManbHOM calTe NpousBoaAnTENS.

OMUCAHUE KOMIMOHEHTOB U3OENUA
PactBop  6ydepHbli [N 3KCTPaKUMM  COCTOMT U3 Tpuc-BydpepHoro  pacteopa
X/TOPUCTOBOAOPOAHOM KUCTOTbl, BCA (BbluMiA CbIBOPOTOUHBIV anbOyMUH), Xropuaa HaTpus,
ronucop6ata-20 (TBuH 20), 3-[(3-XonaHMaon PO AUMETUNIAaMMOHUI]-T-NporaHcybdoHaTa,
asnpa HaTpus.
TecT-rnorocka COAePXMT KOHBIOTaT KOJIOMAHOIO 30/10Ta U 2 MOHOK/TOHasbHbIX aHTU-NDM
aHTUTENQ, 2 MOHOKITOHANbHbIX aHTU-IMP aHTUTENa, 2 MOHOKOHAsbHbIX aHTU-VIM aHTuUTenNa, 2
MOHOK/OHA/bHbIX  aHTU-OXA  aHTUTENa, 2 MOHOK/IOHanbHbIX aHTU-KPC  aHTuUTena,
cTpenTaBuamH, BCA-6UOTUH, KO3bW aHTU-MbILLMHbIE aHTUTena: KAM.
Buonornyeckune Matepuarbl, BXOOsILLME B COCTaB KOMMOHEHTOB M3nenus, 6e3omnacHbl Ans
yerioBeKa. JlekapcTBeHHble CpeacTBa B MEOVLIMHCKOM V30envm oTCyTCTBYIOT.

NPUHLUMUMN AHAJTIU3A

NG-Test@CARBA-5 —3T0 roTOBbI K MPUMEHEHWIO BbICTPbIN UMMYHOXPOMaTOrpaduecKuin
TecT no onpepeneHuio KPC (K), OXA (O), VIM (V), IMP (I) u NDM (N) — kap6aneHemas B
6GaKTepUabHOM KOMIOHMM U3 KyssTyPbl. [115 MPoBEAeHWUS aHaIM3a aHTUOMOTUKOYCTOMYMBOCTH
c nomMoLubto NG-Test® CARBA-5 HeO6GXOOMMO B35ITb CYTOYHYKO KOMOHMIO C TBEpOOWn
arapusoBaHHOW cpefbl U 06paboTaTb eé 3KCTPaKUMOHHbIM BydepoMm. B xoae ucnbitaHua
obpaseL, MoMeLLAtoT B siYelKy KacceTbl. O6paseL, MUIPUPYET Mo MOAIOKKE KOHbloraTa 1, B
cnyyan ecnu depmeHTbl KPC, OXA, VIM, IMP 11 NDM npucyTcTBYIOT B 06pasLie, MPOUCXoauT
peaKuusi aHTUreH- aHTUTENO C COOTBETCTBYIOLLMMM MOHOKIIOHANIbHBIMU aHTUTENaMM.
TaknuM 06pasoM, KOMIIEKC ABMKETCS MOA AEUCTBUEM KamnWIAPHbIX CU yepes
HUTPOLIENTTIONO3HYO MeMBPaHy W B3aMMOAENCTBYET C MOHOKITOHANIbHbIMW aHTUTENaMK,
MIMMOGUIN30BaHHbIMU Ha TeCToBOWM 30He (T).

KoHTponbHas nonocka (C) o6pasyeTcs 3a CHET CBA3bIBaHWS MEYEHHOro CTPenTaBuanHa 1
MeUEHHbIX MOHOK/IOHAMbHbIX aHTUTeN ¢  BSA-BUOTMHOM W MOMUKIOHAMNBHBIMU
AHTUMbILLMHBIMUW aHTUTENAMU KO3bl, UMMOBUIN30BaHHbBIMU Ha MeMBpaHe.

Ecnn o6paseL, MonoXuTeneH Ha OaMH UM HECKOMNbKO GpepMeHTOB, Ha TecT-30He/ax (T) v
KOHTPOmNbHOM/bIX 30He/ax (C) nosiBNAOTCA  KpacHble Monocku. Ecnu  pesynbsrar
oTpULaTeNbHbIM, NOSBIAETCS TONbKO KpacHas! Mosiocka B KOHTPOs1bHOM 3oHe (C).

AOMNOJNIHUTE/IbHOE OGOPYAOBAHUE U MATEPUAIDI,
HEOBXOAUMBDIE NMPU PABOTE C USOEJ/IUEM, HE BXOOALWUE B
KOMIMJIEKT MOCTABKHU

Tanmep « OgHOpa3oBble NepyaTku « MeTns « BopTekc

NPOBEAEHME TECTUPOBAHUS U UHTEPMNPETALIUS PE3YJIbTATOB
NMPEAHAJTUTUMECKUU 3TAN

Onqa pa6oTtbl ¢ NG-Test CARBAS Heo6X04MMO MOMyYUTb M30NTUPOBAHHYO KOMTOHUIO Ha
BanuaupoBaHHOW arap1MsoBaHHOM cpeae:

XPOMarap™ mMCynepKAPBA™, Arap Mionnep-XuHtoHa (MX), URIselect™4 (YPUcenekt™
4), TPUNTMKa30-coeBbIM arap (TCA), KonyM6uinckui arap ¢ 5% noluaguHoin Kposum (COH),
XpoMoreHHbIn arap Chromid ESBL (Chromid ESBL arap), XpomMoreHHbln arap Chromid
CARBA smart (Chromid CARBA smart), Arap Opuransckoro (DRIG), [lypua 6ynboH (/16) u
JNypwa arap.
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HOPMATUBHOE PErY/IMPOBAHUE

B3aTue, TpaHCMopTUPOBKa, MoceB 6uonornyeckoro maTtepuana npousBoauTcs B
cooTBeTCTBMM € MY 4.22039-05 TexHuka cBopa W TpaHCNOPTUPOBaHUA
6roMaTepmanos B MMKpobuonormyeckmne nabopatopum.

Pa6oTta ¢ MUKpoopraHnsmMamu BefeTcsi B COOTBETCTBUM € TpeboBaHuaMKM CaHIuH
3.3686-21 «CaHuUTapHoO-anNMaeMuosnormyeckme TpeboBaHUA HO MNpodunakTuke
NHbEKLUMOHHbIX 60ne3Hen», CaHMuH 2.1.3684-21, MeToou4YecKMMU pekoMeHOauuaMm
MuH3gpaBa PCDOCP 19 pekabpa 1991 . «MeToabl  6aKTepUOorMyeckoro
VUCCNEefoBaHUS  YCNIOBHO-MATOreHHbIX ~ MUKPOOPraHW3MOB B K/IMHUYECKOM
MUKPOBUONOrMmn»., UHCTPpYKUMEN Mo MepaM NpodUnakTUKM pacrnpocTpaHeHUs
VHOEKUMOHHBIX  3a6oneBaHuit  npu  pabote B KIMHUKO-AUArHOCTUHECKUX
nabopaTtopusx Ne4ebHO-NPOPUNAKTUHECKUX YUpeXaeHnn, yTB. MuHsgpasom CCCP
17 aHBaps 1991 roga.

CneunanbHble Tpe6oBaHMUS B OTHOLUEHUWU JlabopaTopuil, B KOTOPbIX [OOSHKEH
NPOBOAMUTBLCA aHaNM3: NOMeLLEHUA OOMKHbl cooTBeTcTBoBaTh MOCT P 52905 (MCO
15190:2003) JlabopaTopuu MeauLMHCKMe. TpeboBaHua 6e3zonacHocty, TOCT P NCO
15189-2015 JlabopaTopuu MeguuUMHCKMEe. YacTHble TpeboBaHUA K KayecTBy WU
KOMTMeTeHTHOCTW. JlTabopaTopus AomKHa 6biTb 060pyaoBaHa LWKadoM € TaMUHAPHBIM
rnoTokoM Il knacca MUKpo6Uronornyeckomn 6es3onacHoCTU.

OTBOP OBPA3LIOB

OT60p NPo6 NPON3BOANTCA B COOTBETCTBMM CO CTaHAAPTHOM NpoLeaypou:

Mo OKOHYaHUU BPEMEHU KyNbTUBMPOBaHUS (24 4Yaca npu 37°C) npu BbISBNEHUU
M30/IMPOBAHHOM KyNbTYPbl Ha MOBEPXHOCTU MIIOTHOMO arapa KONMOHUIO aKKypaTHO
CHMMAIOT C MOBEPXHOCTW arapa C MOMOLLbID MUKPOBUONOrMYECKOM MNeTin n
nepeHocaT B MPOBUPKY, FOe CyCcrneHOUpYT B 3KCTPaKUMOHHOM 6ydepe ¢ Lenbio
romMoreHumsaummn I'IO}'Iy‘-IeHHOl;I cMecun OO0 nonyyvyeHuns MyTHOro pacrteopa. ,ELJ'IQ
onTuManbHom 3¢¢teKTVIBHOCTVI TeCTOB HaCTOATEe/IbHO peKoMeHOyeTCHd MCMo/1b30BaTb
CBeXXune KONToOHUU.

NPOBEAEHUE TECTUPOBAHUSA

1/ HapeTb 3alimMTHbIE NepYaTKu.
2 /BbigepkaTb KOMMOHeHTbl Habopa MpuW KOMHaTHOM TeMrepaType He MeHee 10
MUHYT.

MNoaroTtoBka o6pasua

1/BHect 5 karenb (150 MK) 3KCTpakuMoHHoro 6ydepa B Npo6Wpky TuMa
SnneHgopod.

2 /MeTneit oTo6paTh KOMOHMIO Ky/BTYPbl C TBEPLAOro arapa U MoMecTUTb B MPOGUPKY C
6ydepom.

3/ 3aKpbiTb NPOBUPKY KPbILLKOM.

4 [ TwaTenbHO NepemeLlaTh C MOMOLLbIO BOpTeKca.

NMPUMEYAHMUE: Cin3mncTbie KO/IOHMU MOrYT Bbi3bIBATb MNpPo6/ieMbl ¢ MUrpaumneint
M3-30 MX BbICOKOW BSI3KOCTU. KosloHuu B 6ydepe Ans SKCTPAKUMM nepemeLlanTe ¢
nomoLbio LeHTpugyru B TedeHne 3 MUHYT U MHKY6Upy#iTe B TedeHue 10 MUHYT rnpm
KOMHATHO# TeMrepaTtype repes BbiNo/IHEHNEM TecTa.

Nposepenue Tecta

1/ BeKpbITb MHAMBMAYaNbHYIO YNaKoBKy TecTa, 4oCTaTb u3genuve. Tect Heobxoanmo
MCMoNb30BaTh CPasy YKe Nocne BCKPbITUS YNaKOBKU.

2/ NuneTkom oto6paTh 100 MK/ CycreH3umK, NoAroToBeHHOM Ha NpeablayLlueMm stane
(Ha NMneTKe nMeeTca oTMeTKa 100 MK). BHeCcTu cycrneHsuio B NyHKy Ana obpasia Ha
TecT-KacceTe; NlyHKa noMeyeHa 6ykBom "S".

3 /Yepes 15 MUH cumUTaTb pesynbTaThl.
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BAXXHO: He MHTeprnpeTupoBaThL pe3y/bTATbl, €C/IN C HAYasIa BbIMO/IHEHUS] TecTd
npotuno 6onee 15 MUHYT. B 3TOM C/ly4ae MOXKHO IMOJTyYUTb JIOXHOMO/IOKMNTE/IbHbINA

pe3ynbrar.

WHTEPNPETALUSA PE3YJIbTATOB
c .
K OTpuuUaTenbHbIA pe3ynbTaT
o OpHa KpacHas Monocka B 30He KoHTpons (C): obpasew, He
‘I’ COAEePUT KapbarneHeMas WM KONMUYecTBO AaHHOro depMeHTa
N HE3HaUMTeNbHO, YTO MHTEPNPEeTUPYeTCS KaK oTpuuaTesibHbin

pe3ynbrat.

OTpuUaTeNbHbIN

Mono)xutenbHbIN pe3ynbrat

KpacHasi nonocka B 30He KoHTpons (C) u ogHa wnu 6Gonee
MONoCoK B TeCToBOM 30He (T): o6paseL, coaep>aT OaMH Unu 6onee
TMN  KapbGaneHeMas. PesynbtaT  MHTepnpeTupyeTcs  Kak
MOSIOXKUTENbHbBIN.

Z—-<0X 0N

MPUMEYAHUE: WHTEHCUMBHOCTb LBETa KpPacHOW TMONOCKNU
VvIM BapbMpyeT B 3aBMCUMOCTU OT KOHLEHTpaLun Kap6aneHemas B
MonoxutenbHbii  o6pasuie. Cnabo okpalleHHasi Moslocka UHTePrpeTUpyeTcs Kak
MOSNOXNUTENbHbIN pe3ynbTaT.

HepocToBepHbIi pe3ynbraT

Mpy  OTCYTCTBUM  KOHTPONbHOM nonocku (C), pesynbraTt
VIHTEPMPEeTUPYETCH Kak HepocToBepHbI. Hanbonee BeposaTHble
MPUYMHBI MOSIBMEHNS HEQOCTOBEPHOro pesyfbrata — Marnoe
KONMMYecTBO o6pasla WAM  HEeKOPPEeKTHas MoArotoBka K
B _uccnepoBaHuio. Takke BO3MOXHa Aerpafaumsi KOMMOHEHTOB
HepencTBUTeNbHLIN 1ocTa, MOBTOPUTE MCCedOBaHME Ha HOBOM TecTe. Ecnu npum
vccnefoBaHMM  Ha  OpYyroM  TecTe  Takke  nosy4aetcs
HEe[OCTOBEPHbIM pe3ysbTaTl, He WCMOosb3yMTe TecTbl AaHHOro
Habopa W CBSXKMUTECb C YMOMHOMOYEHHbIM MpeacTaBuTenem
KOMMaHWU B BalLeM pernoHe.

MEPbI MPEAOCTOPOXXHOCTU U OrPAHUYEHUA
TecT ANa ANArHOCTUKM In vitro. TonbKo Ang NpodeccrnoHanbHOro MCrosb30BaHMA.
«Bce onepauuu [OMKHbI MPOBOAUTLCA B COOTBETCTBMM C  Haa/exaluemn
nabopaTopHOM MPaKTUKOM.
« He ncnonb3oBath nocne UCTeYeHNst CpoKa roAHOCTU.
« M130enua [oMmKHbI XPaHUTLCS HePacnakoBaHHbIMU, B MHAMBWUAYalbHbIX NaKeTax, Ao
MOMEHTa MUCMONb30BaHUS.
« O6palLLaTbCs CO BCEMM 06pasLLaMm, Kak ¢ MOTeHLMANbHO MHPEKLIMOHHbBIMU.
« Mocne Mcrnonb3oBaHUA BbIBPOCUTL U3OENUe B KOHTEMHEP ONa UHGEKUMOHHbIX
OTXOA0B.
« He ncronb3oBaTh Usfenve NoBTOPHO.
« OTpUUATeNbHbIM  pesynbTaT  He  UCK/oYaeT  MPUCYTCTBUS  OpraHvM3MoB
npoayuupytolmx kap6aneHeMasbl (MpuvMepbl He onpepensemMbix B Tecte
Kap6aneHemas: SME, GES, IMI).
« [aHHbIN TecT He 6bin BanuamnposaH Ans Acinetobacter.
« Mpwn TecTMpoBaHuM Proteus mirabilis U3 kpoBsHoro arapa MoryT Ha6niogatbes
JIOXHOOTPULATENbHbIE Pe3y bTaTbl.
« Proteus spp. UMetoT TEHASHLMIO K POEHUIO Ha KPOBSIHOM arape, TakiMm o6pasom, npu
oT6GOpe KONMOHWUW GaKTEPUONOrMUECKON MeTel HEeOBGXOAMMO KacaTbCs TONbKO
MOBEPXHOCTU POEHUS B 3 PasHbIX TOUKaX.

Z—-<0Xn
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+ NG-Test® CARBA-5 aBnsieTCsl Ka4eCTBEHHbIM U He npeaHasHaveH ans rnonyyeHus
KOJIMYECTBEHHOro pe3ysbTaTa.

« NG-Test® CARBA-5 npefHasHayeH Onsa NMepBUYHON CTpaTUOUKaALMU MaLMUEHTOB.
Mony4yeHHble pe3ynbTaThl AOMKHbI BbiTh MOATBEPXKAEHbI Ha KynbType, BblpalLEeHHOM
Ha COOTBETCTBYIOLLEN arapusoBaHHOW cpede, a Takke MOoCPeAcTBOM OLeHKMU
MWHUMaNbHOM MHIIMBMPYLOLLEN KOHLEHTpaummn (MUK).

« MONOXUTENbHBIN UK OTPULIATENbHBIA Pe3ynbTaT TecTa He WUCK/loYaeT Hanuuus
OPYrUX MEXaHN3MOB aHTUBNOTUKOPE3NCTEHTHOCTU.

« Jlo)kHooTpuLaTeNbHble pe3ynbTaTbl MOryT BO3HWKaTb MPW  MHOMOKpPaTHOM
Cy6KyNbTUBUPOBaHUU GaKTepuanbHOro UsonsaTa 6e3 Kakoro-mbo cenekTUBHOro
naBneHus.

KOHTPO/J1b KAYECTBA

TecT WMeeT BCTPOEHHbIN BHYTPEHHWUI KOHTPOSb [OCTOBEPHOCTU pes3yrbraTa.
MosiBfieHWe MOMOCKM B KOHTPOSbHOM 30He (C) MNOATBEPXKAAET KOPPEKTHOCTb
NPOBOAVMOTO UCCNIeA0BaHMS.

AHAJIUTUHECKUE, TEXHUYECKUE U 3KCMTYATALUOHHDIE
XAPAKTEPUCTUKU USAENUA

Mpenen o6Hapy)XeHUs ¥ Npeaes KONUYeCTBEHHOro onpeaeneHus:

OueHKy npefena o6HapyxeHua pAna NG-Test® CARBA-5 npoBogunu Ha 2
MOMOXUTENBHBIX OBpasLax Asis Kaaoro ¢pepMeHTa W 1 oTpuuaTenbHOM obpasLie.
WccnenoBaHve MpoBOAMIOChE Ha 3 pasHbIX MapTUAX TecTa Mo 20 NOBTOpa Ha Kaayo
KOHLLeHTpaLuo.

Mpepen peTekumUn onpepeneH ¢ UCMonb30BaHUEM OYULLIEHHbIX

PEeKOMBUHAHTHBIX PepPMEHTOB:

KPC 600 nr/mn. « OXA 300 nr/mn « VIM 300 nr/mn « IMP 200 nr/mn « NDM 150 nr/mn

3ddeKT BbicoKon [03bl («XyK»-3¢hdeKT):

XyK-2pDeKT — 2pDeKT BbICOKOM A03bl — ONpefenseTcs Kak MakCUMarbHasa KOHLIeHTpaLms
depMeHTa, AN KOTOpOro He HabrofaeTcsl CHWKEHUA CUrHanma Mpy  BbICOKOM
KOHLEHTpaLMn aHanuTa. XyK-apheKT onpenensancs npm 4x ypoBHAX KOHLEHTpaLmm 2100
nr/mn. Mpu 100 Hr/MN HabnoAaeTCs MaKCMMasbHbIN yPOBEHb cUrHana.

HauuHas oT 1 MKI/MI 1 BbliLLE, UHTEHCUBHOCTb TECTOBOM JIMHUM CHUXAETCS [l KaXKAOro
depMeHTa, ofHaKo pe3ynbTaTbl MPW  3TOM  OCTalTCS  MOSMIOKUTENbHbIMKU. - Mpun
KOHUeHTpaumsx pepmeHTos KPC, OXA, VIM, IMP 1 NDM g0 100 Hr/Mn «xyk» - 3bdeKT He
BO3HMKaET.

MpeunsnoHHOCTb (BOCNPOM3BOAUMOCTD):

WccnepoBaHue NpPeunsMoHHOCTM MpPOoBOOUNOCH Ha 10 KOHLIEHTPaUUAX MO KaXKOoMy
depMeHTy: Kaxabi ypoBeHb KOHLIEHTPaLMKM UCMbITbIBANCA B 5 mapannenbHbix aHanmsax
Ha MOBTOPSIEMOCTb PE3Y/LTaTOB U BOCMPOM3BOAMMOCTb B PasHbiX cepusax (3 cepum), B 3
napannenbHbIX aHanmsax Ha BOCMPOW3BOAMMOCTb pPasHbIMKU  onepaTtopamu (2
orepaTopa) 1 B 3 napasnnernbHblX aHanmsax Ha BOCMPOU3BOAMMOCTb B pasHble AHU (2
OHs). Ucnonb3oBanuck 3 naptum TecT-cucteM NG-Test® CARBA-5. Bcero B AaHHOM
vcenenoBaHm 6bIfo BbIMOMHEHO 450 TeCToB. Mo KaXKAoM TECTOBOM NIMHUM PE3ynbTaThl
Tecta NG-Test® CARBA-5 cuumTatoTcs NOBTOPSiEMbIMU U BOCMPOU3BOAUMbIMU, ecrin 100%
BbIMOMTHEHHbIX TECTOB MOKa3ain MOSOXKUTEbHbIN pe3ynbrat npu  KOHUEHTpauumn
nccnegyemoro d)epMeHTa > MOPOroBoro 3Ha4YeHu4a.

« Mo TectoBow MHUM NDM pe3ynbraT TecTa CHMTAETCsl BOCTPOU3BOAMMbIM M MOBTOPSIEMbIM B
npenenax ot 0750 nr/mn oo 100 nr/mn.

« Mo TecToBOM NTMHUM IMP pe3ynsraT TecTa CHUTAETCS BOCMPOM3BOAMMDIM U MOBTOPSIEMbIM B
npegenax ot 0100 nr/Mn o100 nr/mn.

e Mo TectoBOM nNMHUMM VIM pesynstaT TecTa CYMUTAEeTCA BOCMPOW3BOAUMBIM 1
nosTopsieMbIM B Npeaenax ot 0150 nr/mn ao 100 nr/mn.
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« Mo TecToBOM NHMM OXA pesynbTaT TecTa CHUTAETCst BOCTPOM3BOAMMBIM U MOBTOPSIEMbIM B
npegenax ot 0150 nr/mn 4o 100 Ar/mn.

+ Mo TectoBon nuHum KPC pesynbraT TecTa cuyMTaeTcs BOCMPOM3BOAMMBIM M
noeTopsieMbIM B npegenax ot 0.300 nr/mn go 100 ar/mn.

AHanus BepOATHOCTM BO3HUKHOBEHUSI MEPEKPECTHbIX pPeakuuii MNpousBoauTenb
NPOBOAMN Ha CeaytoLLIMX cpeaax:

XPOMarap™ MCynepKAPBA™, Arap Mionnep-XuHtoHa (MX), URIselect™4
(YPUcenekT™4), Tpuntukaso-coeBbin arap (TCA), Konym6uickuim arap ¢ 5%
nowaguHon kposu (COH), XpoMoreHHbI arap Chromid ESBL (Chromid ESBL arap),
XpoMmoreHHbit arap Chromid CARBA smart (Chromid CARBA smart), Arap
Opwuranbckoro( DRIG), llypwa 6ynboH (/1B6) n Jlypua arap.

C paHHbIMU cpenaMm nepekKpecTHbIX peaKLLI/IPI He BbisiBNeHo. CaenaH BbiBOA, O TOM,
4yTO Bbl60p cpenbl He BNMAeT Ha TeCT.

[aHHble KIWMHUYECKUX UCMbITaHWA W3aenus, NpoBefeHHbIX Ha TeppuTopum
Poccuiickom pauum npeacTaBneHbl B Tabnuue Hmke:

Mo pe3ynbTaTaM nccnenoBaHui YyBcTBUTENbHOCTL NG-Test® CARBA-5

nong)si(;;rael-?;uue nom noT2 BeerD % rlono:(wrenbﬂblx
NDM 8/8 8/s 16/16 100%
IMP 8/8 8/8 1616 100%
VIM 8/s 8/s 16/16 100%
OXA 8/8 8/8 16/16 100%
KPC 8/8 8/s 16/16 100%
YYBCTBUTE/IbHOCTb 100% Cl 95% = 96.1 - 98.8%
CMELMOUYHOCTb 100% Cl 95% = 96.1 - 98.8%

I'IonyquHble pe3ynbraTtbl NoATBepAuUnUM  OaHHble MNpou3BOoAUTENd, MO3BOMAOT
caenaTtb BblBOA, UTO Bbl60p Cpenbl He BNUAET Ha pe3yrnbraTbl TeCTa.

TexHU4YecKue xapaKTepucTuku Uspenus:

MOKASBATE/b OMUCAHUE

MIMMyHOXPOMOTOrpadmyecKuil aHanms B
TecT-NonocKax, MoKasblBaloLLMiA Hanmume
. depmeHTOB KPC, OXA, VIM, IMP, NDM B
BHewHui Bua, KONOHUSAX BaKTepPUit. 30Ha CUMTbIBAHMS
COCTOUT U3 TECTOBOM NIUHUM 1
KOHTpO}'IbHOlZ NMHUK. TecT aBnaeTtca
TeCTOM faTepasibHO-MNPOTOYHOro T1Mna.

FeoMeTpuyeckue pasmepbl 59x5]1Mm
[JeTeKTUpyeMbl aHanuT KPC, OXA, VIM, IMP, NDM
BpeMs cunTbiBaHUSA 15 MUHYT
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AHanuTnyeckas CneLlMd)Vl‘-IHOCTb:

PeTpocnekTnBHasi oLleHKa npoBogunacb B HauWoHanbHOM pedepeHCHOM LeHTpe
NRC Ha 147 usonarax, Hanuuuve kapbarneHemas B KOTOpbIX MnoaTeBepxkgeHo [MLP.

OueHka npoBoAMnach C Uenblo MAEHTUDMKaLMM BapuaHTOB, ornpefdensiembix
NG-Test® CARBA-5:

™n BapuaHTbl, 06Hapy)KeHHble BO BpeMsl MPOBEPKU

NDM 1,2,3,4,56,7,8,9,1,19

KPC 1,2,3,4,5,6,7 12,14, 23,28, 39

IMP 1,2,4,5,6,78,10,1,13,14,15, 16, 18,19, 22, 26,

29, 31, 39, 37, 46, 47, 56, 58, 61, 63, 71, 79
VIM 1,2, 4,5, 6,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52,
54,56, 58, 59
OXA-48 _ 162,181, 204, 232, 244, 245, 370, 436, 484
nopo6HbIN 515, 517, 519, 535, 793

Hekap6aneHeMasbl (NepeKkpecTHas peaKTUBHOCTb) OXA-163 ©n  OXA-405 (OXA-48-nopo6Hble
OKCaUMNMHa3sbl PacLUMPEHHOro CrekTpa C oYeHb cnaGoi KapGaneHeMasHOM aKTUBHOCTbIO).
MpuMeyaHMe: NpeCcTaBNeHHbIN Bbille NepeyeHb MOXET He GbiTb UCHEPTbIBaOLLMM.

AWUATHOCTUYECKUE XAPAKTEPUCTUKU USOENUA

AuvarHocTuyeckas 3¢ ¢peKTUBHOCTb:
MpownsBoguTenem nsyyanacb KmMHu4eckasa apdPeKTUBHOCTb (crneunduyHoCTb)
NG-Test CARBA 5 B na6opatopusx:

JaHHble KIIMHUYECKUX UCTbITaHUM NoslydeHHble B KpeMneH-BuceTp - CNR:

(nonHoreHoMHoOe ceKBeHUpOBaHUe)
MONIOXUTENbHbIV | OTPULIATENbHbIN utoro
NONOMUTENBHBIN 1o 0] 1o
EE.RIER-IS OTPULIATENbHbIA 0 28 28
uToro 19 28 147
YYBCTBUTE/IbHOCTb 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
CMELEE®UYHOCTb 100% Cl 95% = 87.9 - 100%

[aHHble KMMHUYECKUX MUCMbITaHUI W3penus, NpoBefAeHHbIX Ha TeppUTOpUMU
Poccuiickoin defepaumm NpeacTaBneHbl B Tabnuue HUKe:

Konuyectso Pa6ouune
coBnapaowmx | BCEro xapakTepucTukm 95% AN
o6pasuos

PaGoune [93.9%;
YYBCTBUTENIBHOCTb 978 985 97.3% !
apaspucT, 98.6%]
. ® A L72%
NOERT | cnewmommocrs 978 985 99.7% ![9%9;;:]’

YYBCTBUTE/IbHOCTb 97.3% Cl 95% = 93.9 - 98.8%

CMELIMOUYHOCTb 99.7% Cl 95% = 99.1 - 99.9%

DTV pesynbTaThl COOTBETCTBYIOT AOKYMeHTY "ObLune TexHUYeckme crneumbmnkaumm ans MeanUMHCKNX
V3Aenunii Ans AMarHOCTUKM in vitro”, a Takke OXnaaeMbiM KIMHUYECKUM paboynM XxapaKTepUcTMKam.
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ycnoBuda NPUMEHEHUS, XPAHEHUSA U TPAHCINTOPTUPOBKU
YcnoBus XxpaHeHUs U TPaHCMOPTUPOBKU
XpaHuTb U3aenme Heo6xoAMMO B OPUMMHANBbHOM YNaKOBKeE, 3aLLMLLEHHOM OT NPSAMOro
COJIHEYHOrO CBETa, B CyXOM, MPOX/1afHOM M XOPOLLO MPOBETPUBAEMOM MOMELLEHUN,
BOAMM OT NPOAYKTOB MUTAHUA U HAaNWTKOB, NPU TemMnepaType nntoc (4 — 30°C).
TpaHcnopTUpoBaTb UM3OeNus CregyeT TPaHCMOPTOM BCeX BUMAOB B KPbITbIX
TPaHCMOPTHbIX CPEACTBaX B COOTBETCTBUM C MpaBUiaMu NepeBO30K, AENCTBYIOLLMMU
Ha TpaHcrnopTe JaHHOro BUAQ, B yNakoBKe NPOU3BOAMUTENS Mpu TeMriepaTtype niioc (4
—30°C). BubpaLms npm TpaHCNOPTUPOBKE Ha NoTpebuTenbckue KayecTBa M3penus He
BNMseT. [/IUTENbHYIO TPaHCMOPTUPOBKY PEeKOMEeHOyeTcs OCyLUeCTBMATb Mnpu
Temniepatype OT +4 fo +30°C, BO3MOXHO KpaTKOBPEMEHHOEe HaxoXaeHue B
TeMrnepaTypHOM ananasoHe ot 0 oo +45°C.

3AMOPAXXUBAHUE HE OOMYCKAETCA

YcnoBus sKcnnyaTaumm

PekoMeHayeTcsi BbIMOMHATb MpoLenypy TECTUPOBaHUS Cpasy e Mocfe BCKPbITUS
MepBUYHOM YMaKOBKM (MaKeTnKa-calle 13 aloMUHUEBOM Porbrn) Unu He nosgHee 7
YacoB Mocre BCKPbITUSA.

PactBop 6ydepHblit A1 SKCTPaKUMW Mocfe MepBOro BCKPbLITUS XPaHWUTb Mpu
Temnepatype (4 - 30) °C B Te4eHMe cpokKa rogHocT1 Habopa.

Cpok rogHocTu U3penus — 24 Mecsilia. KOMMOHeHTbl Habopa COXpaHsIoT CTabUbHOCTb
[0 AaTbl UCTEYEHUSI CPOKa MOAHOCTU, HaneyaTaHHOM Ha MHAMBUAYaNbHOW yrNaKoBKe.

NOPAAOK YTUTUSALIUU UTN YHUUTOXXEHMA MEOULIMHCKOIO
U3penua

YTUnusaumss  MeOMLMHCKOro  WM3Jenust  [O/KHa  MPOBOAWMTbCA  COrlacHoO
nencTeyloLlieMy 3aKoHoAaTeNbCTBY. Mpu pabote c Uspenvem B
KITMHUKO-AMAarHocTMyeckon  nabopatopum  o6pasyloTcs  OTXOAbl,  KOTopble
KnaccnPUUMpPYIOTCs U YTUITU3UPYIOTCS B COOTBETCTBUM € TpeboBaHusamMu CaHlMuH
21.3684-21 ««CaHUTapHO-3MMAeMUOoNIoTMYeckMe TpeboBaHUA K  coaepyKaHuto
TePPUTOPUIA FOPOACKUX U CeNbCKUX MoceneHui, K BOAHbIM 06beKTaM, MUTbeBOM Boae
M MUTbEBOMY BOAOCHAGXKEHWIO, aTMOChepHOMY BO3[yXy, rO4YBaM, >KWUIbIM
MoMeLLEHUSM, 3KCr/lyaTaluuu MPOU3BOACTBEHHbIX, OBGLLUECTBEHHbIX MOMELLEHUN,
opraHusaumm 2 nposefeHuIo CaHUTapHO-NPOTUBO3MMAEMNYECKMX
(npodurnakTnyeckmx) Mep». McnonbsosaHHble M3gennst oTHOcsTCs K Knacey bB.
M3pgenus, npuwleaLive B HEMPUroAHOCTb, B TOM YMCe B CBSI3N C UCTEYEHNEM CPpOKa
rogHOCTW, U HEWCMosNb30BaHHble PeaKTUBbl OTHOCATCH K Kiaccy A. YnakoBka
(kopobka) oTHOCUTCSI K OTXOA4AaM Kilacca A U yTUNU3NPYETCS C BbITOBbIMMW OTXOA4AMU.
OTxodbl criefyeT yTUIM3MpOoBaTh Yepes opraHM3aLMm, UMetoLIMe NIMLIEH3MIO Ha 3TOT
BWU[, OEATENbHOCTU.

NEPEYEHb NPUMEHAEMbIX MPOU3BOAUTENIEM CTAHOAPTOB
NF EN 13612: 2002; EN 13612: 2002; NF EN 13641: 2002; EN 13641: 2002; NF EN SO 14971:
2013; EN ISO 14971: 2012; NF EN ISO 18113-1: 2012; EN ISO 18113-1: 2012; NF EN ISO 18113-2:
2012; EN ISO 18113-2: 2012; NF EN 62366-1: 2015; EN 62366-1: 2015; NF EN ISO 13485: 2016;
EN ISO 13485: 2016; NF EN SO 15223-1:2017; EN ISO 15223-1:2016; NF EN ISO 23640: 2015;
EN ISO 23640: 2015

FAPAHTUWHBIE OBSI3ATE/IbCTBA

MpousBoauTeNb rapaHTUPYeT CTabUIbHOCTb MeAULIMHCKOIO U3Aennsa A0 OKOHYaHUA
CpOKa FofQHOCTUM MPU COBMIOAEHUN YCMOBUM TPaAHCMOPTUPOBAHUSA, XpPaHeHUs u
NPUMEeHeHUS, YKaszaHHbIX B MHCTPYKUUN.

MpousBoguTenb rapaHTUpyeT 6e30MacHOCTb MEeOULIMHCKOrO U3Aenus, OoTCyTCTBUe
HeoonyctMMoro pucka MnpuUYnHEHUS Bpeda J>XU3HW, 300pOBbKO 4enoBeka U
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OKpy)>KaloLlielt cpefie MpW UCMoMb30oBaHNUN Habopa pPeareHTOB MO HasHaYeHUo B
YCnoBusaXx, NpeayCcMOTPeHHbIX Npon3BoauTenem.

BUBJ/INOrPA®UA
Bu6nuorpadpuio MoOXXHO HaUTU B KOHLIE AOKYMeHTa.
YCJIOBHbIE OBO3HAYEHUA
Copepxumoro 30°C
WO AocrarouHo ana g WUcnonb3oBaTtb Ao

nposeaeHus 20
KofnmyecTBa TeCToB

3anpet 4°C
MepuumnHckoe Ha noBTOpHOe

YCTpOICTBO Ans npuMeHeHve ;engggggzy(gggm
AMarHoCTMKM in vitro

XpaHeHUs usaenus)
- Homep naptum

Homep no kaTtanory
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@ Slovensky NG<TEST7/CARBA-5

uvob

NG-Test® CARBA-5 je rychlym in vitro diagnostickym stanovenim, ktoré je uréené iba
pre profesiondlne pouzitie. Ide o vizualny multiplexovy imunochromatograficky
kvalitativny test (s laterdlnym prietokom) na detekciu a diferencidciu piatich
najbeznejSich rodov karbapenemaz (KPC, OXA-48-like, VIM, IMP a NDM) z
karbapenemazy produkujucich cistych bakteridlnych kolénii Enterobacterales
(vratane Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae) a Pseudomonas aeruginosa v
zdravotnickych zariadeniach.

SUHRN A ZAKLADNE INFORMACIE

B-laktamy su antibiotikami prvej linie na lieCbu infekcii spdsobenych enterobaktériami;
avsak ich U€innost bola spochybnena produkciou bakteridlnych enzymov, znamych ako
B-laktamazy, ktoré hydrolyzuju B-laktamovy kruh a inaktivuju antibiotikum. B-laktamazy
mozno kategorizovat do Styroch tried podla Amblerovej klasifikacie: triedy A, C a D su
B-laktamazy so serinom na aktivnom mieste, zatial Co trieda B, tieZz zndma ako
metalo-B-laktamazy alebo MBL, ma zinok- dependentné aktivne miesto. Od zavedenia
B-laktdmovych antibiotik do Sirokej klinickej praxe rozsah aktivity B-laktamaz vzrastol.
B-laktamazy s rozSirenym spektrom aktivity (schopné hydrolyzovat
oxyimino-cefalosporiny a monobaktamy, ale nie cefamyciny alebo karbapenémy), zname
ako Siroko spektralne B-laktamazy alebo ESBL, sa objavili v nemocni¢nom prostredi v
osemdesiatych rokoch a stali sa beznejsimi v komunitnych prostrediach v 90. rokoch a
zaciatkom 21. storocia v spojeni s CTX-M rodom ESBL. V poslednej dobe sa prevalencia
B-laktamaz so schopnostou hydrolyzovat karbapenémové antibiotikd plus peniciliny,
cefalosporiny a monobaktamové agenty (zname ako karbapenemazy) zvysuje a rozsirila
sa po celom svete. Priklady najrozsirenejich karbapenemaz, nachadzajlcich sa v
enterobaktériach, su KPC (trieda A), metalo B-laktamazy IMP, VIM a NDM (trieda B) a
enzymy OXA-48-like (trieda D).

Pouzitie testu NG-Test® CARBA-5 v laboratériu spolu s informaciami o klinickom stave a
komplementarnymi diagnostickymi postupmi, poskytuje informacie, ktoré mozu
podporit spravny vyber antibiotickej lieCby, v€éasny vyber opatreni na kontrolu infekcie a
ich naslednd implementaciu.

NG-Test® CARBA-5 je imunochromatograficka rychla a vizualna viacnasobna analyza in
vitro, ktora deteguje jeden alebo viaceré z piatich beznych druhov karbapenemazovych
enzymov (KPC (K), typ OXA-48 (O), IPM (1), VIM (V), NDM (N)) v koléniach baktérii. Tekuty
extrakény pufor sa pouziva ako bunkovy lyzaény roztok, ked' sa zmieSa s koléniami.
Monoklonalne protilatky, ktoré jednotlivo rozpoznavaju kazdu z piatich karbapenemaz, su
na nitrocelulézovej membrane imobilizované. Volné monoklondlne protilatky sa
nachadzaju na konjugacnej podlozke a su oznacené koloidalnym zlatom. Po pridani
kolénii zmieSanych s extrakénym pufrom na podlozku so vzorkou, kapilarna akcia
nitrocelulézy vedie vzorku cez mobilné a imobilné protilatky na testovacom prazku.
Imobilizované kontrolné protildtky zachytia vsetky mobilné protilatky, ktoré prechadzaju
podlozkou so vzorkou a nitrocelulézou bez naviazania sa na ostatné testovacie Ciary.
Pozitivny vysledok nastane, ked' sa jedna ¢ervena Ciara objavi v kontrolnej oblasti (C) a
jedna alebo viac ciar v testovacich oblastiach (K, O, V, | alebo N). To naznacuje, Ze vzorka
obsahuje jednu alebo viac karbapenemaz. Negativny vysledok nastane, ked'sa zobrazi iba
kontrolna ciara. To naznacuje, ze vzorka neobsahuje ziadnu z 5 karbapenemaz. Ak sa
kontrolna ¢iara (C) neobjavi, vysledok testu je neplatny.

DODANE CINIDLA A MATERIALY
Kazda suprava obsahuje:
« 20 testovych kaziet v hlinikovych vreckach s desikantom

« 20 mikroskumaviek
« 20 jednorazovych 100uL pipiet
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« 1 roztok extrakéného pufru v plastovej flaske (4,5 mL)
«1navod na pouzitie

MATERIAL POTREBNY, ALE NIE JE SUCASTOU SUPRAVY
stopky « jednorazové rukavice « Inokulacné ocko (1uL) « trepacka

UPOZORNENIA

« Diagnosticky test /n vitro. Len na profesiondlne pouZzitie.

« Vietky operacie musia byt vykonané v sulade so spravnou laboratérnou praxou.
« Nepouzivajte po datume expiracie.

« Kazeta musi az do pouZzitia zostat uzavreta v obale.

« So vzorkami zaobchadzajte ako s potencialne infekénymi.

« Po pouziti kazetu zlikvidujte ako infekény odpad.

« Kazetu nepouzite opakovane.

USKLADNENIE A STABILITA

Testovacie kazety skladujte v neporusenom obale medzi 4 a 30 °C. Nezamrazujte. Suprava
je stabilnd do datumu expiracie (v obale s desikantom), ktory je uvedeny na obale
supravy.

KULTIVACIA A VZORKOVANIE
Vzorky na testovanie sa ziskaju podla standardnych mikrobiologickych postupov.
Overené kultivaéné média:
Luria Broth (LB) a LB agar, Tryptikdza sojovy agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar,
UriSelect™ 4, Columbia agar + 5 % konskej krvi, Columbia agar + 5% ovcej krvi,
ChromID® ESBL agar, ChromID® CARBA SMART, Drigalski (DRIG) agar, CHROMagar™
mSuperCARBA™, TSA + 5 % ov¢ej krvi, Mac Conkey, HardyCHROM™ CRE agar.

PRACOVNY POSTUP

1/ Dajte si jednorazové rukavic.

2 [/ Nechajte supravu vytemperovat pri izbovej teplote aspof 10 minut.

Priprava vzorky

1/ Do jednej z mikroskimaviek zo sUpravy nakvapkajte 5 kvapiek alebo napipetujte 150
ul extrakéného pufra.

2/ Z kultivacie na pevnom agare naplrite TuL o&ko 3 koléniami dotykom (nie nabratim)
a potom tieto suspendujte v mikroskimavke obsahujticej 150uL extrakéného pufra.

3/ Zavrite mikroskimavku.

4 [ Pred pouzitim zmes pre homogenizaciu vortextujte.

POZNAMKA: Viskézne/mukdzne kolénie mézu viest k problémom s migrdciou kvéli
ich vysokej viskozite. Ak zaéinate s viskéznymi/mukdéznymi koléniami, pred
vykonanim testu koléniu vortexujte 3 minuty v extrakcnom pufre a nechajte ju
inkubovat 10 minut pri izbovej teplote.

Vykonanie testu

1/ Otvorte obal a vyberte kazetu. Po otvoreni ihned vykonajte test.

2/ Napipetujte 100pL pripravenej zmesi do jamky pre vzorku, ktoré je oznadena ,S" (ak
pouzijete pipetu zo sUpravy, vzorka musi byt nabrata po ciernu ciarku, ktora indikuje,
Ze pipeta nasala presne 100pL).

3/ Vysledok odéitajte po 15 minutach a interpretujte ho podla postupu.

POZNAMKA: Neinterpretujte vysledok po 20 minutach, kedZe potom mézete ziskat
falosne pozitivny vysledok.
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INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Negativny vysledok

Pokial sa objavi iba jedna Cervena ciara v kontrolnej oblasti (C):
vzorka neobsahuje Ziadnu z indikovanych karbapenemaz (alebo
iba v nedetekovatelnom mnozstve) a vysledok je interpretovany
ako negativny.

Z—-<0Xn0n

NEGATIVNY

Pozitivny vysledok

Pokial'sa v kontrolnej oblasti (C) objavi jedna ¢ervena Ciara a jedna
alebo niekolko Ciar v testovacej oblasti K, O, V, |, N: vzorka obsahuje
jednu alebo viac karbapenemaz a vysledok je interpretovany ako
pozitivny.

Z—-<O0X 0

POZNAMKA: Intenzita Eervenej testovacej &iary (iar) sa moze ligit
VIM POZITIVNi V zavislosti od koncentracie karbapenemaz pritomnych vo vzorke.
Slabu Ciaru treba povazovat za pozitivny vysledok.

c c Neplatny vysledek
K K Pokial sa v kontrolnej oblasti (C) neobjavi ¢ervena &iara, alebo nie
o o je oznaend pismenom (C), vysledok testu je neplatny.
Y Y Najcastejsim dévodom byva nedostatocny objem vzorky alebo
N N nedodrzany pracovny postup.
. Tiez moze byt poskodena testovacia sUprava. Test zopakujte s novou
NEPLATNY kazetou. Pokial problém pretrvava, sUpravu uZ nepouZzivajte a
kontaktujte distributora.
KONTROLA KVALITY

V teste je zahrnuta interna kontrola kvality. Pokial sa objavi kontrolna Ciara, potvrdzuje
tato, Ze bolo pouzité dostatocné mnozstvo vzorky a Ze pracovny postup bol dodrzany.

OBMEDZENIA

1/Negativny vysledok nevyluéuje pritomnost organizmov produkuijicich karbapeneméazu
(priklad: produkujuce SME, GES, IMI).

2 / Falo$ne negativne vysledky sa méZzu vyskytnut pri viacerych subkultdrach
bakteridlneho izolatu bez akéhokolvek selektivneho tlaku.

3 /Tento test nebol validovany pre Acinetobacter.

4 [ Niektoré falosne negativne vysledky sa mozu vyskytnut pri testovani Proteus
mirabilis len z krvného agaru.

5 / Proteus spp. maju tendenciu vykazovat hufny rast na krvnom agare, preto sa
dotknite ockom iba povrchu na 3 réznych koléniach.

6/ Tento test je kvalitativnou analyzou a neprinesie Ziadny kvantitativny vysledok.

7 / Tento test by sa mal pouzit ako pomécka na rychlu identifikaciu pacientovych
infekcii baktériami s rezistenciou na karbapenémové antibiotika. Ziskané vysledky
musia byt potvrdené alternativnymi alebo doplnkovymi diagnostickymi postupmi.

8/ Pozitivny alebo negativny test nevylu€uje pritomnost inych mechanizmov
rezistencie na antibiotika.

VYKONY A VLASTNOSTI
Detekény limit:
Detekény limit bol stanoveny purifikovanymi rekombinantnymi enzymami:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL
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Klinické hodnotenie:

NG-Test® CARBA-5 byl hodnocen v NRC (Narodni referenéni stfedisko pro
antibiotickou rezistenci, Nemocnice Kremlin-Bicétre, Pafiz, Francie). 147 kmenU bylo
zaslepeno a testovdno na obsah R-laktazy charakterizované WGS. V hodnoceném
souboru nebyly detekovany pouze 2 vzacné varianty D179Y KPC (KPC-31a KPC-33). Tato
D179Y zhorsila hydrolytickou aktivitu karbapenemu u enzymu, ktery nelze povazovat
za karbapenemazu, coz vedlo k negativnim vysledkim biochemickych testu. Citlivost
a specificita NG-Test® CARBA-5 byla vypoctena tak, ze byly varianty KPC-31 a KPC-33
povazovany za negativni vysledky.

Tabul'ka 1: Vysledky ziskané v NRC Kremlin Bicétre!

WGS
POZITIVNE | NEGATIVNE CELKOM
POZITIVNE 9 o 119
ggggg'_r; NEGATIVNE 0 28 28
CELKOM n9 28 147
cITLivost 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICKOST 100% Cl 95% = 87.9 - 100%

Suhrn variantov zistenych testom NG-Test® CARBA-5 pri validaciach:

: : ol Varianty zistené analyticky a
Skupina organizmu Ciel Vo validaciach 8; 11; 12
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
I 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
*
Enterobacterales VIM 1,2,4,5,6,1,19, 23,27, 31
IMP 1,4, 6,8,10, 11, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 2,51
aeruginosa \MP 1,2,5,7,13,14, 15, 16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1
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Suhrn variantov zistenych testom NG-Test® CARBA 5 v publikaciach:

f f el Varianty detel 1é v publikaciach
Skupina organizmu Ciel 8:9;10; 11: 12: 13
KPC 2,3,4,5,6,712,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobacterales* VIM 1,2,4,5,6,11,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
, 58,
IMP 1,4, 6,7, 8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas viM 2,51
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1

*Vrdtane niektorych: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sediakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganelia morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia alcalifaciens, Raoultelia
ornithinolytica, Sa/monelia enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigefia boydii, S. sonnei,
S.bicestrii, Yersinia enterolitica.

LITERATURA
Bibliografia sa nachadza na konci dokumentu.

SYMBOLY
W Obsah pre g Datum 30°C
20 20analyz exspiracie Teplotny limit
4°C
Diagnosticka Nepouzivajte Pozrite si navod
zdravotnicka opakovane na pouzitie
pomécka in vitro
Cislo sarze Katalégovy Vyrobca
odkaz
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