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INTRODUCTION

NG-Test® MCR-1 is a qualitative rapid immunoassay for the detection of the MCR-1
enzyme in a bacterial colony obtained from culture. It is an in vitro diagnostic assay, for
professional use only, that aids in the rapid identification of antibiotic-resistant
bacteria.

SUMMARY

The presence of Gram-negative multiresistant bacterial strains represents a global and
growing threat. They constitute an increase of nosocomial infections in hospital.
Polymyxin E (colistin) is an antibiotic considered as a last line of defense against
infections caused by resistant strains.

The appearance of the MCR-1 gene (mobilized colistin resistance) in the genome of
bacterial plasmids calls into question the use of colistin.

This gene was first discovered in China in 2011 and is present to date in about 18
countries. Global spread is a challenge in terms of sanitary safety. Indeed, the MCR-1
gene coding for the MCR-1 enzyme confers an antimicrobial resistance to colistin. It
allows the addition of a phosphoethanolamine residue to lipid A lipopolysaccharide
(LPS) bacteria and thus inhibits the attachment of colistin to LPS, thereby affecting its
mechanism of operation. This antibiotic resistance enzyme co-exists with others such
as carbapenemases and extended-spectrum B-lactamases, thus causing a problem
difficult to anticipate.

PRINCIPLE

NG-Test® MCR-1 is a ready for use rapid immunoassay for the detection of the MCR-1
enzyme in a bacterial colony sampled on a solid agar medium after culture (an
overnight) and processed in an extraction buffer.

The assay is carried out by dispensing the sample in the cassette well. The sample
migrates towards the conjugate pad and, if present, the MCR-1 enzymes react with
labelled anti-MCR-1 mouse monoclonal antibodies. The complex migrates through
nitrocellulose membrane by capillarity and interacts with the anti-MCR-1 mouse
monoclonal antibodies immobilized on the membrane, on the test region “T".

The control line C, is formed by labelled streptavidin and monoclonal antibodies
reacting with biotin-BSA and goat anti-mouse polyclonal antibodies immobilized on
the membrane.

If the sample is positive for MCR-1, a red line will appear on the test region “T" and on
the control region “C"” of the membrane. If not, only one red line will appear on the
control region “C".

REAGENTS AND MATERIALS SUPPLIED

Each kit contains :

« 20 Test cassettes in aluminium pouches with desiccant
« 20 Eppendorf tubes

« 20 Disposable pipettes of 100 pL

« 1 Extraction buffer solution in a plastic bottle (4,5 mL)
1 Leaflet

MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED
Timer « Single use gloves « Loop « 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.
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« 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 and 30°C. Do not freeze. Kits are
stable until the expiry date indicated on every kit.

CULTURE AND SAMPLING
The samples to be tested shall be obtained and handled according to the standardised
microbiology procedures. A colony will be collected in a solid agar-based culture, then
will be suspended in the extraction buffer provided into the kit. It is highly
recommended to use fresh bacterial colonies for the assay performance to be optimal.
Recommended culture media:
Luria Broth (LB) and LB agar, Trypticase soy agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar and
URI-4, Columbia agar + 5% horse blood, ChromIDTM ESBL agar, ChromIDR CARBA
SMART, Drigalski (DRIG) 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, collect a colony with a loop, and then suspend it in
the microtube containing 150pL of extraction buffer.
3/ Close the microtube.
4 | Vortex to homogenise the mixture before use.
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 aspirate 100pL) 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 results after 20 minutes, as they may vary possibly
causing false positive results.

RESULT INTERPRETATION
N
c Negative result
If only one red line appears on the control region (C): the sample
does not contain MCR-1 enzyme or non-detectable level of this
T
one and must be interpreted as a negative result.
NEGATIVE
o Positive result
c If two red lines appear, one on the control region (C) and one on

the test region (T): the sample contains MCR-1 enzyme and must
T be interpreted as a positive result.

NOTE : The intensity of the red test line(s) may vary depending on
the concentration of the MCR-1 enzyme level in the sample. A
weak line should be considered as a positive result.

—
POSITIVE
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Invalid result

[ [ If the control line (C) does not appear, the test result is invalid.
Insufficient sample volume or an incorrect procedure are the
T T most likely reasons for control line failure.
Deterioration of the test kit may have occurred. Repeat the
procedure using a new test. If the problem persists, do not reuse
INVALID the kit and contact your distributor.
QUALITY CONTROL

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

LIMITATIONS
This test is a qualitative assay, so it cannot yield any quantitative result.
This first-line test allows a rapid stratification of the patients. The obtained results
must be confirmed with alternative or complementary diagnostic procedures.
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 a purified recombinant MCR-1 enzyme and
evaluated at 300 pg/mL.

Validation on a reference strain bank:

NG-Test® MCR-1 was evaluated on 44 clinical strains at NRC Kremlin Bicétre Paris
(National Reference Center), 123 clinical strains at ANSES (National Health Security
Agency) Lyon and 117 clinical strains at NRC Clermont Ferrand.

A total of 284 strains were evaluated.

Evaluation study:
All results were correlated to the genotype of strains determined by PCR analysis.
NG-Test® MCR-1 detects some MCR-2 variants.

Table 1: Results obtained at NRC Kremlin Bicétre

STATUS

POSITIVE NEGATIVE TOTAL

POSITIVE 25 0] 25

NGTEST® [NEGATIVE -
MCRA 3 (mcr-2) 16 19
TOTAL 28 (3 mcr-2

detected) 16 44
SENSIVITY 100% conFiDENce INTErvAL 95% [86.7% ; 100%)]
SPECIFICITY | 81.25% conFiDeNce INTErvAL 95% [62.4% ; 94.5%)]
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Table 2 : Results obtained at NRC Clermont-Ferrand

STATUS
POSITIVE NEGATIVE TOTAL
POSITIVE 17 o] 17
NGTEST® |NEGATIVE 0 100 100
MCR-1 TOTAL 17 100 7
SENSITIVITY 100% conriDeNcE INTErvAL 95% [81.6% ; 100%)]
sPecIFicITY | 100% conripence INTErvAL 95% [96.3% ; 100%)]

Table 3 : Results obtained at ANSES Lyon

STATUS
POSITIVE NEGATIVE TOTAL
POSITIVE 59 o) 59
NG-TEST® |[NEGATIVE 0 64 64
MCR-1 TOTAL 59 64 123
SENSITIVITY 100% conripeNce INTErvAL 95% [93.9% ; 100%]
SPECIFICITY 100% conribence INTErvAL 95% [94.3% ; 100%)]

Table 4 : Overall results of the three sites for MCR-1

STATUS

POSITIVE NEGATIVE TOTAL

POSITIVE 101 o} 101

NG<TEST® |NEGATIVE| 3 (mcr-2) 180 183

MCR-1

TOTAL 104 180 284
SENSITIVITY 100% conFiDeNce INTErvAL 95% [96.3% ; 100%]
SPECIFICITY 98.3% conFiDENcE INTERVAL 95% [95.3% ; 99.4%)]
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This test was developed in collaboration
with the CEA*.

*The French Alternative Energies and Atomic
Energy Commission is a key player in research,
development and innovation.

NG-BIOTECH® ZA Courbouton, secteur 1 - 35480 GUIPRY - France Phone : +33(0)2 23 30 17 83 contact@ngbiotech.com - https://amr.ngbiotech.com/ng-test-mcr-1/




@ Frangais NG-TEST/MCR-1

INTRODUCTION

NG-Test® MCR-1 est un test rapide immunologique pour la détection de I'enzyme
MCR-1 a partir d'une colonie bactérienne aprés culture. C'est un test de diagnostic
in-vitro a usage exclusivement professionnel qui aide a l'identification rapide de
bactéries résistantes aux antibiotiques.

RESUME

La présence de souches bactériennes multirésistantes Gram négatives représente une
menace mondiale et croissante. Elles constituent une augmentation des infections
nosocomiales en milieu hospitalier. La polymyxine E (colistine) est un antibiotique
considéré comme une derniére ligne de défense face aux infections causées par des
souches résistantes.

L'apparition du géne MCR-1 (mobilized colistin resistance) dans le génome des
plasmides bactériens remet en cause I'utilisation de la colistine.

Ce géne est découvert pour la premiére fois en Chine en 2011 et est présent a ce jour
dans environ 18 pays. Sa propagation au niveau mondial constitue un challenge en
termes de sureté sanitaire. En effet, le géne MCR-1 codant pour l'enzyme MCR-1
confére aux bactéries une résistance a la colistine. Elle permet I'addition d'un résidu
phosphoéthanolamine au lipide A des lipopolysaccharide (LPS) des bactéries et inhibe
ainsi la fixation de la colistine au LPS, affectant ainsi son mécanisme de fonctionne-
ment. Cette enzyme de résistance aux antibiotiques peut co-exister avec d'autres
telles que les carbapénémes et les B-lactamases a spectre étendu, causant ainsi un
probleme difficile a anticiper.

PRINCIPE

NG-Test® MCR-1 est effectué a partir d'une colonie bactérienne prélevée sur un milieu
gélosé solide apres culture (16-24 heures) et traitée dans un tampon d'extraction.

Le test est réalisé en distribuant I'échantillon dans le puit de la casette. L'échantillon
migre au travers du papier conjugué et les enzymes, si elles sont présentes, réagissent
avec les anticorps monoclonaux anti-MCR-1 marqués. Le complexe migre a travers la
membrane de nitrocellulose par capillarité et interagit avec les anticorps monoclo-
naux de souris anti-MCR-1 immobilisés sur la membrane au niveau de zone test T.. La
bande de contréle (C) se forme par la fixation de la streptavidine marquée et par des
anticorps monoclonaux marqués. lls réagissent avec des anticorps polyclonaux
anti-souris de chévre et de la biotine-BSA immobilisés sur la membrane. Si I'échantil-
lon est positif, une bande rouge apparaitra a la fois sur la zone test et la zone contréle.
Sinon, une seule bande rouge apparaitra sur la zone de contréle.

REACTIFS ET MATERIEL FOURNIS
Chaque coffret contient :
« 20 cassettes test en sachet aluminium avec dessicant
« 20 tubes Eppendorf
« 20 pipettes de 100 L
« 1solution tampon d'extraction en flacon plastique (4,5mL)
« 1 notice
MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI
Chronomeétre « Gants a usage unique « Oese « 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.
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« 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 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.
Une colonie sera prélevée a partir d'une culture sur gélose solide, puis mise en suspen-
sion dans le tampon d'extraction fourni dans le kit.
Il est fortement recommandé d'utiliser des colonies bactériennes fraiches pour obtenir
une performance optimale du test.

Milieux de culture recommandés :

Luria Broth (LB) et LB agar, Trypticase soja agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar et
URI-4, Columbia agar + 5 % sang de cheval, ChromIDTM ESBL agar, ChromIDR CARBA
SMART, Drigalski (DRIG) agar.

MODE OPERATOIRE
1/ Porter des gants de protection.
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 tube eppendorf
fourni dans le coffret.
2/ A partir de la culture sur gélose solide, prélever une colonie & I'aide d’une oese puis
la mettre en suspension dans le tube eppendorf contenant 150uL de tampon d'extrac-
tion.
3/ Fermer le tube eppendorf.
4 [ Vortexer pour homogénéiser le mélange avant I'utilisation.

Réalisation du test

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

2 /A l'aide de la pipette fournie, prélever 100uL du mélange préparé (faire monter
I'échantillon jusqu'au trait noir indiqué sur la pipette) 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, les résultats
pouvant varier et causant potentiellement des résultats faux positifs.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Résultat négatif

Si une seule bande de couleur rouge apparait sur la zone contréle
T (C) : I'échantillon ne contient pas d'’enzyme MCR-1 ou en contient

un niveau non détectable et doit étre interprété comme un

NEGATIF résultat négatif.
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Résultat positif Table 1: Résultats obtenus au CNR du Kremlin Bicétre
Deux bandes de couleur rouge apparaissent, une sur la zone STATUT
Cc contréle (C) et une autre dans la zone test (T) : I'échantillon
contient une enzyme MCR-1 et doit étre interprété comme un POSITIF NEGATIF TOTAL
T résultat positif. POSITIF
NOTE : L'intensité de la couleur rouge de la ligne de test (T) varie - 25 o 25
POSITIE en fonction de la concentration d’'enzyme MCR-1 présente dans NG<TEST® | NEGATIF | 3 (mcr-2) 16 19
I'échantillon. Une ligne d'intensité faible doit étre considérée MCR- TOTAL | 28 (3 mer-2
comme un résultat positif. détectés) 16 44
Résultat invalide SENSIBILITE 100% INTERVALLE DE conFiance 95% [86.7% ; 100%]
C C Si la bande de contréle (C) n'apparait pas, le résultat du test n'est SPECIFICITE 81.25% | intErvALLE DE conFiance 95% [62.4% ; 94.5%]
pas valide. Un volume d'échantillon insuffisant ou une procédure
T T ipcorrecte son:c les raiso?s les plus fréquentes de I'ab'sence' de Table 2 : Résultats obtenus au CNR du Clermont-Ferrand
ligne de contrdle. Une dégradation du coffret peut avoir eu lieu.
Répétez la procédure en utilisant un nouveau test. Si le probléme STATUT
INVALIDE persiste, ne pas réutiliser le coffret et contacter votre distributeur.
. . POSITIF NEGATIF TOTAL
CONTROLE QUALITE
POSITIF
Un contrdle de qualité interne est inclus dans le test. L'apparition de la bande de . ?S 17 o 17
contréle «Crdans la fenétre de lecture confirme un volume d'échantillon suffisant et NG-TEST" | NEGATIF 0 100 100
une procédure correcte. MCR- TOTAL 17 100 n7
LIMITATIONS
Ce test est qualitatif et en conséquence ne peut pas fournir une valeur quantitative. SENSIBILITE 100% INTERVALLE DE conFiance 95% [81.6% ; 100%)]
Ce test doit étre utilisé comme une aide pour lidentification rapide de patients SPECIFICITE 100% INTERVALLE DE coNFiance 95% [96.3% ; 100%)]
porteurs d'une résistance a la colistine. Les résultats obtenus doivent étre confirmés
par des proc'sg'dures'diagnos'tic alternatives 9u complémentair'es. ) » Table 3 : Résultats obtenus a ANSES de Lyon
Un test positif ou négatif n'écarte pas la présence d'autres mécanismes de résistance
aux antibiotiques. STATUT
PERFORMANCES ET CARACTERISTIQUES POSITIF NEGATIF TOTAL
Limite de détection:
La limite de détection a été déterminée l'aide d'enzymes MCR-1 recombinantes POSITIF 59 0 59
purifiée et évaluée & 300 pg/mL. NGTEST® | NEGATIF [ 64 64
MCR-1
Validation clinique : TOTAL 59 64 123
NG-Test® MCR-1 a été évalué sur 44 souches cliniques au CNR (Centre National de = ’ S v 5
Référence) du Kremlin Bicétre Paris (France), 123 souches cliniques a '’ANSES de Lyon SEE‘SIBILITE 100% TeRvaLLE o conriance 95% [93.9% ; 100%]
(France) et 117 souches clinique au CNR de Clermont Ferrand (France). Au total 284 SPECIFICITE 100% INTERVALLE DE conriance 95% [94.3% ;100%]

souches ont été évaluées.

Table 4 : Résultats global des trois sites pour MCR-1
Cross-réactivité :

Tous les résultats ont été corrélés avec le généotype des souches déterminées par STATUT
analyse PCR. NG-Test® MCR-1 détecte certains variants MCR-2.

POSITIF NEGATIF TOTAL
POSITIF 101 [0} 101
NG<TEST® | NEGATIF | 3 (mcr-2) 180 183
MCR-1
TOTAL 104 180 284

SENSIBILITE 100% INTERVALLE DE conrFiance 95% [96.3% ; 100%]
SPECIFICITE 98.3% INTERVALLE DE conFiance 95% [95.3% ; 99.4%]

NG-BIOTECH® ZA Courbouton, secteur 1- 35480 GUIPRY - France Phone : +33(0)2 23 30 17 83 contact@ngbiotech.com - https://amr.ngbiotech.com/ng-test-mcr-1/




@ Frangais NG-TEST/MCR-1

BIBLIOGRAPHIE

1. Gao R et al. Dissemination and Mechanism for the MCR-1 Colistin Resistance. PLoS
Pathogens. 2016; 12(11).

2. Centers for Disease Control and Prevention. Newly ReportedGene, mcr-1, Threatens
Last-Resort Antibiotics. Antibiotic/Antimicrobial Resistance: AR Solutions in Action. 30
November 2016.

3. Ye H et al. Diversified mcr-1-harbouring plasmid reservoirs confer resistance to
colistin in human gut microbiota. MBio. 2016; 7(2).

4. Paterson DL et al. Colistin resistance: a major breach in our last line of defence.
Lancet Infect Dis. 2016; 16(2):132-133.

5. Hu Y et al. Dissemination of the mcr-1 colistin resistance gene. Lancet Infect Dis.
2016;16(2): 146-147.

6. Liu YY et al. Emergence of plasmid-mediated colistin resistance mechanism MCR-1
in animals and human beings in China: a microbiological and molecular biological
study. Lancet Infect Dis. 2016; 16(2):161-168.

SYMBOLES
Contenu suffisant g Date d'expiration 30°C o
20 bour 20 tests /ﬂ/ tlelte‘s de
empérature
4¢ de conservation
(4°C-30°C)
Dispositif médical @ Ne pas réutiliser
de diagnostic
in vitro
Référence
N° de lot du produit
Consulter .
E]zl les instructions Fabricant
d'utilisation

Ce test a été développé en collaboration

avec le CEA*

*Le Commissariat a I'énergie atomique et

aux énergies alternatives est un acteur frangais
majeur de la recherche technologique

et de I'innovation.

NG-BIOTECH® ZA Courbouton, secteur 1 - 35480 GUIPRY - France Phone : +33(0)2 23 30 17 83

contact@ngbiotech.com - https://amr.ngbiotech.com/ng-test-mcr-1/



@ Cestina NGTEST7/MCR-1

uvop

NG-Test® MCR-1 je kvalitativni imunologickym testem testem k rychlé detekci enzymu
MCR-1 z kolonie bakteridlnich kultur. Jedna se o in vitro diagnosticky test uréeny pouze
pro laboratorni pouZiti, ktery napomaha k rychlé identifikaci bakterii rezistentnich na
kolistin.

SOUHRN

Pfiomnost gramnegativnich multirezistentnich bakteridlnich kmenU predstavuje
globdlni a rostouci hrozbu. ZpUsobuji nardst nosokomialnich infekci v nemocnicich.
Polymuynxin E (kolistin) je antibiotikum povazovano za jednu z poslednich moZnosti obrany
proti infekciim zpUsobenym rezistentnimi kmeny.

PFitomnost mcr-1 genu (mobilizovatelna rezistence ke kolistinu) v DNA bakteridlnich
plazmidu zpochybnuje pouziti kolistinu.

Tento gen byl poprvé objeven roku 2011 v Ciné a k dnesnimu dni se vyskytuje asi v 18 zem
ch. Globalni sifeni je vyzva, pokud jde o hygienickou bezpe&nost. Gen mcr-1, k duje MCR-1
enzym, ktery je zodpovédny za antimikrobialni rezistenci ke kolistinu. MCR-1 umoznuje
vazbu fosfoetanolaminového zbytku na lipid A lipopolysacharidu (LPS) bakterii a tim
inhibuje prichyceni kolistinu na LPS, &imz ovliviuje jeho mechanismus plsobeni. Tento
enzym pro rezistenci ke kolistinu koexistuje s dalsimi enzymy, jako napriklad karbape-
nemdzamy a Sirokospektrymi B-laktamazamy, ¢imz vznikd obtizné predvidatelny
problém.

PRINCIP

K provedeni NG-Test® MCR-1testu je potfeba bakteridlni kolonie po kultivaci (pres noc)
odebrat z pevné agarové pudy a resuspendovat v extrakénim pufru.

Esej se provadi nanesenim vzorku do kazetkové jamky. Vzorek migruje smérem ke
konjugacni podlozce a pokud je pfitonen, MCR-1 enzym reaguje se znacenymi
anti-MCR-1 monoklonalnimi protilatkami. Tento komplex migruje pres nitroceluloso-
vou membranu diky kapilarnim sildm a interaguje s anti-MCR-1 mysimi monoklonalni-
mi protildtkami imobilizovanymi na testovaci zéné (T).

Kontrolni prouzek (C) je tvofen znacenym streptavidinem a zna¢enymi monoklonalni-
mi protildtkami. Ty reaguji s biotin-BSA a kozimi polyklondlnimi protilatkami
imobilizovanymi na membrané, které jsou namifené proti mysim protilatkam.

Pokud je vzorek pozitivni na MCR-1, na testovaci zéné (T) a na kontrolni zéné (C)
membrany se objevi ¢erveny prouzek. Pokud je testovany vzorek negativni, objevi se
pouze jeden cerveny prozek v kontrolni zéné (C).

DODAVANA CINIDLA A MATERIALY
Kazdy sada obsahuje:
« 20 testovacich kazetek v hlinikovych obalech s desikantem
« 20 zkumavek Eppendorf
«+ 20 jednorazovych pipet o objemu 100 pl
« 1roztok extrakéniho pufru v plastové lahvicce (4,5 mL)
<1 pfibalovy letak

POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi BALENi
stopky « ochranné rukavice « bakteriologicka kli¢ka « Vortex

UPOZORNENI

« Diagnosticky test in vitro. Pouze pro laboratorni pouziti.

« V8echny postupy musi byt provadény v souladu se spravnou laboratorni praxi.

« NepouZivejte po uplynuti data exspirace.

- Testovaci kazety musi zlstat az do pouZziti v uzavieném hlinikovém obalu.

« Zachazejte se vzorky, jako by byly potencionalné infekéni.

« Po pouziti vyhodte kazety do infekéniho odpadu.

« Kazety nepouzivejte opakované.
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SKLADOVANI A STABILITA
Uchovavejte kazetky v jejich uzavienych obalech mezi 4 az 30°C. Nezamrazovat. Testy
jsou stabilni do uplynuti expirace vyznacené na kazdém obalu. Vyrobek je stabilni do
uplynuti expirace vyznac¢eného na krabici kitu.

BAKTERIALNi KULTURA A PRIPRAVA VZORKU
Testované vzorky by mély byt odebrany a zpracovavany podle standardnich mikrobio-
logickych postupt.
Pomoci klicky odeberte kolonii z kultury vyrostlé na pevném agaru a nasledné ji
resuspendujte v extrakénim pufru. Pro optimalni pribéh testu je doporuéeno pouzivat
Cerstvé bakterialni kolonie.
Validovana kultivaéni média:
Luria Broth (LB) a LB agar, Trypticase soy agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar a URI-4,
Columbia agar + 5% konsk krve, ChromIDTM ESBL agar, ChromIDR CARBA SMART,
Drigalski (DRIG) agar.

PRACOVNi POSTUP
1/ Pouzijte ochranné rukavice.
2 / Temperujte komponenty kitu pFi pokojové teploté po dobu nejméné 10 minut.
Priprava vzorku
1/ Napipetujte 5 kapek (150uL) extrakéniho pufru do dodavané zkumavky Eppendorf.
2 /Klickou odeberte kolonii z kultury vyrostlé na pevném agaru, a nasledné ji
resuspendujte ve zkumavce obsahujici extrakéni pufr.
3 / Zaviete zkumavku.
4 [ Homogenizujte danou smé&s pomoci vortexu.

Provedeni testu

1/ Oteviete obal a vyjméte testovaci kazetu. Po otevieni obalu provedte test ihned.
2/ Pomoci dodané pipety odeberte 100uL pFipravené smési (na pipeté je hranice
100ul oznacena Cernou ¢arou) a napipetujte ji do jamky (oznacené ,S") na kazeté.

3/ Odectéte Vysledek za 15 minut, jak je uvedeno nize.

POZNAMKA: Neodeditejte vysledky po uplynuti doby delsi neZ 20 minut z divodu
mozné falesné pozitivity.

INTERPRETACE VYSLEDKU

c Negativni vysledek
V kontrolni zéné (C) se objevi jeden cerveny prouzek. Vzorek
T neobsahuje enzym MCR-1 nebo jeho detekovatelnou hladinu a
vysledek by mél byt interpretovan jako negativni.
NEGATIVNi
Pozitivni vysledek
Objevi se dva Cervené prouzky, jeden v kontrolni zéné (C) a druhy
C Vv testovaci zoné (T) testu. Vzorek obsahuje enzym MCR-1 a
vysledek by mél byt interpretovan jako pozitivni.
T POZNAMKA: Intenzita &erveného prouzku v testovaci oblasti (T) se
muze lidit v zavislosti na mnoZzstvi enzymu MCR-1 ve vzorku. Slaby
POZITIVNI prouzek by mél byt povazovan za pozitivni vysledek.
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Neplatny vysledek
[ C Prouzek v kontrolni zéné (C) chybi: vysledek testu je neplatny.
Nejcastéjsimi dlvody absence prouzku v kontrolni zéné (C) jsou
T T nedostatecny objem vzorku nebo nespravné provedeni postupu

testu. Mohlo také dojit k degradaci testovaciho kitu. Opakujte
postup za pouziti nového testu (kazety). Pokud problém pretrvava,

NEPLATNY nepouzivejte dany kit a kontaktujte svého distributora.

KONTROLA KVALITY
Vnitini kontrola kvality je soucasti testu. Pfitomnost kontrolniho prouzku potvrzuje
dostatecny objem vzorku a spravné provedeni testu.

OMEZENI
Tento test je kvalitativnim, takze nemUze poskytnout zadny kvantitativni vysledek. Test
by mé&l byt pouzit jako usnadnéni rychlé identifikace pacientl s infekcemi zpUsobeny-
mi bakteriemi resistentnimi na kolistin. Dosazeny vysledek by mél byt potvrzen
alternativnimi nebo komplementarnimi diagnostickymi metodami.
Pozitivni nebo negativni vysledek testu nevylu¢uje pfitomnost jinych mechanismt
rezistence ke kolistinu.

DETEKCENI CHARAKTERISTIKA
Detekéni limit:
Detekéni limit byl stanoven za pouziti purifikovaného rekombinantniho enzymu
MCR-1a hodnocen pfi 300 pg/mL.

Validace na referen¢nich kmenech:

NG-Test® MCR-1 byl evaluovan na 44 klinickych kmenech v NRC Kremlin Bicétre Paris
(National Reference Center), 123 klinickych kmenech v ANSES (National Health
Security Agency) Lyon a 117 klinickych kmenech v NRC Clermont Ferrand (National
Reference Center).

Bylo vyhodnoceno celkem 284 kmen(.

SkfiZzena reaktivita:

VSechny vysledky korelovaly s genotypem kmenU stanovenym pomoci PCR.
NG-Test® MCR-1 detkuje nékteré varianty MCR-2.

Tabulka 1: Vysledky ziskané v NRC Kremlin Bicétre

STATUS

POZITIVNI | NEGATIVNI CELKEM

POZITIVNI 25 0 25

NGTEST® |[NEGATIVNi| 3 (mcr-2) 16 19

MCRT M iiem [28 detekovs
etekovanyi|

3 mcr-2) 16 44
SENZITIVA 100% INTERVAL sPOLEHLIVOsTI 95% [86.7% H 100%]
SPECIFICITA | 81.25% INTERVAL spoLeHLIVosTI 95% [62.4% ; 94.5%)]
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Tabulka 2: Vysledky ziskané v NRC Clermont-Ferrand

STATUS
POZITIVNI | NEGATIVNi CELKEM
POZITIVNI 17 [*] 17
NGTEST® |NEGATIVNi 0o 100 100
MCR-1 CELKEM 17 100 n7
SENZITIVA 100% INTERVAL sPoLEHLIVOsTI 95% [81.6% ; 100%]
SPECIFICITA 100% INTERVAL sPoLEHLIVOsTI 95% [96.3% ; 100%)]

Tabulka 3: Vysledky ziskané v ANSES Lyon

STATUS

POZITIVNI | NEGATIVNI CELKEM

POZITIVNI 59 [*] 59

NG-TEST® |NEGATIVNI o 64 64

MCR-1

CELKEM 59 64 123
SENZITIVA 100% INTERVAL sPOLEHLIVOsTI 95% [93.9% H 100%]
SPECIFICITA 100% INTERVAL sPoOLEHLIVOsTI 95% [94.3% H 100%]

Tabulka 4: Celkové vysledky ze tfi testovacich center

STATUS

POZITIVNi | NEGATIVNI CELKEM

POZITIVNI 101 [*] 101

NG<TEST® |NEGATIVNiI| 3 (mcr-2) 180 183

MCR-1

CELKEM 104 180 284
SENZITIVA 100% INTERVAL spoLEHLIVosTI 95% [96.3% ; 100%]
SPECIFICITA 98.3% INTERVAL spoLEHLIVOsTI 95% [95.3% ; 99.4%)]
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VERWENDUNG

NG-Test® MCR-1 ist ein Immunoassay zum schnellen Nachweis des Enzyms MCR-1in
einer Bakterienkultur. Dies ist ein diagnostisches in vitro-Testverfahren fiur ausschlie
lich professionellen Gebrauch fur die schnelle Identifizierung von antibiotikare-
sistenten Bakterien.

ZUSAMMENFASSUNG

Das Vorkommen von gramnegativen multiresistenten Bakterienstammen stellt eine
wachsende globale Bedrohung dar. Sie fuhren zu einer Zunahme nosokomialer
Infektionen. Polymyxin E (Colistin) ist ein Antibiotikum, das als Reserveantibiotikum
bei Infektionen durch resistente Stamme gilt.

Das Auftreten des MCR-1 Gens (Plasmid-vermittelte Colistin-Resistenz) im Genom
bakterieller Plasmide stellt die Verwendung von Colistin in Frage.

Dieses Gen wurde 2011 in China entdeckt und kommt bisher in ungefahr 18 Landern
vor. Seine weltweite Verbreitung stellt eine Herausforderung im Bereich Gesundheits-
sicherheit dar. Das MCR-1 Gen, das dieses Enzym kodiert, verleiht den Bakterien eine
Colistin-Resistenz. Sie erm glicht die Zugabe des Phosphoethanolaminrestes zum
Lipid A der Lipopolysaccharide (LPS) der Bakterien und verhindert somit die LPS-Bin-
dung am Colistin und daher seinen Funktionsmechanismus. AuBer diesem Antibioti-
karesistenz-Enzym existieren noch andere, wie Carbapenemasen und Extended
Spectrum B-Lactamasen, was zu einem schwer abschatzbaren Problem fUhren kann.

PRINZIP

Der NG-Test® MCR-1 wird mit einer Bakterienkultur durchgefihrt, die von einer
Agarplatte einer Kultur (16-24 Stunden) entnommen und in einem Extraktionspuffer
dispergiert wird.

Der Test wird durch Verteilen der Probe in der Mulde der Kassette durchgeflhrt. Die
Probe wandert durch das Konjugationspapier und die Enzyme, falls vorhanden,
reagieren mit den markierten monoklonalen MCR-1 Antikérpern. Der Komplex wandert
durch Kapillarwirkung durch die Nitrocellulosemmembran und interagiert mit den
monoklonalen MCR-1 Maus-Antikérpern, die im Bereich des Testbereichs T
membrangebunden sind. Das Kontrollband (C) wird durch die Bindung von markier-
tem Streptavidin und durch markierte monoklonale Antikérper gebildet. Sie reagiert
mit den polyklonalen Ziegen-Antikérpern und dem membrangebundenen BSA-Biotin.
Ist die Probe positiv, erscheint sowohl im Test- also auch im Kontrollbereich eine rote
Linie. Anderenfalls erscheint nur im Kontrollbereich eine rote Linie.

REAGENZIEN UND MITGELIEFERTES MATERIAL
Jedes Test-Set enthilt:

« 20 Testkassetten in Aluminiumbeuteln mit Trockenmittel
« 20 EppendorfgefaBe

« 20 Pipetten 100 pL

« 1 Extraktionspuffer-lsung in Kunststoffflasche (4,5 mL)
«1Bedienungsanleitung

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN
Stoppuhr « Einweghandschuhe « Ose « Vortexmischer

VORSICHTSMABNAHMEN
« in vitro-Diagnostiktest. Nur fur den professionellen Gebrauch.
« Alle MaBnahmen sind gemaf guter Laborpraxis durchzufihren.
» Nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.
« Die Produkte mussen bis zu ihrer Verwendung in den verschlossenen Beuteln
verbleiben.
« Proben mussen als potenziell infektios behandelt werden.
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« Die gebrauchten Tests nach der Verwendung in einem Behalter fur infektiose Abfalle
entsorgen.
« Die produkte durfen nicht wiederverwendet werden.

LAGERUNG UND STABILITAT
Die Produkte im geschlossenen Beutel bei 4 und 30°C aufbewahren. Die Kits sind bis
zum dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar. Nicht einfrieren.

NAHRMEDIUM UND PROBENGEWINNUNG
Die zu untersuchenden Proben mussen nach mikrobiologischen Standardmethoden
gewonnen und behandelt werden. Eine Kolonie wird von einer Agarplatte entnom-
men und dann in dem im Set enthaltenen Extraktionspuffer suspendiert. Um eine
optimale Testleistung zu erzielen, wird dringend empfohlen, frische Bakterienkolo-
nien zu verwenden.
Empfohlene Ndhrmedien:
Luria Broth (LB) und LB-Agar, Trypticase Soja-Agar (TSA), Mueller-Hinton-Agar und
URI-4, Columbia-Agar mit 5% Pferdeblut, ChromIDTM ESBL-Agar, ChromIDR CARBA
SMART, Drigalski-Laktose-Agar (DRIG).

ARBEITSANWEISUNGEN
1/ Schutzhandschuhe tragen.
2 / Die Bestandeteile des Sets fir mindestens 10 Minuten auf Raumtemperatur bringen.
Probenvorbereitung

1 /5 Tropfen (150 pL) des Extraktionspuffers in ein mitgeliefertes Eppendorfgefal
geben.

2 /Von einer Kultur auf einer Agarplatte mittels einer Ose eine Kolonie entnehmen
und dann im Eppendorfgefa3 mit 150 pl Extraktionspuffer-Lésung suspendieren.

3 /Eppendorfgefal verschlieBen.

4 [ Mit dem Vortexmixer mischen, um die Mischung vor dem Gebrauch zu homogeni-
sieren.

Durchflhrung des Tests

1/ Den Beutel 6ffnen und das Produkt entnehmen. Den Test sofort nach dem Offnen
verwenden.

2/ Mit hilfe der mitgelieferten Pipette 100 pL der vorbereiteten Mischung entnehmen
(die Probe bis zum auf der Pipette angegebenen schwarzen Strich ansaugen)und in
die Probenmulde ,,S" geben.

3/ Das Ergebnis nach 15 Minuten wie unten angegeben ablesen.

HINWEIS: Testergebnisse nicht nach 20 Minuten interpretieren. Die Ergebnisse
kénnen variieren und zu falsch positiven identifizierungen fihren.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

c Negatives Ergebnis
Im Kontrollbereich (C) erscheint nur eine rote Linie. Die Probe enth
T It kein MCR-1 Enzym oder einen nicht nachweisbaren Enzympegel

und sollte als negatives Ergebnis interpretiert werden.

NEGATIV
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Positives Ergebnis Tabelle 1: Ergebnisse des CNR Kremlin Bicétre
Im Kontrollbereich (C) werden zwei rote Linien angezeigt und
C eine weitere im Testbereich (T). Die Probe enthalt das MCR-1 STATUS
Enzym und sollte als positives Ergebnis interpretiert werden. POSITIV NEGATIV GESAMT
T HINWEIS: Die Intensitat der roten Farbe der Testlinie (T) variiert je
nach Konzentration MCR-1-Enzyms der Probe. Eine Linie mit PoOsITIV 25 o 25
POSITIV geringer Farbintensitit sollte als positives Ergebnis interpretiert NG<TEST® | NEGATIV | 3 (mcr-2) 16 19
werden. MCR-1
GESAMT 28 (3 mcr-2 16 4l
. . nachgewiesen)
Unguiltiges Ergebnis
C C Wenn die Kontrolllinie (C) nicht angezeigt wird, ist das Testergeb- SENSITIVITAT | 100% KoNFIDEZINTERVALL 95% [86.7% ; 100%]
nis ungultig. Ein zu geringes Volumen der Probe oder falsche - ™ o o . ™
T T Handhabung sind die hiufigste Ursache einer fehlenden SPEZIFITAT 81.25% koNFIDEZINTERVALL 95% [62.4% ; 94.5%]
Kontrolllinie. .
. Das Set kann auch beschadigt worden sein. Wiederholen Sie den Tabelle 2: Ergebnisse des CNR von Clermont-Ferrand
UNGULTIG Vorgang mit einem neuen Test. Wenn das Problem weiterhin
besteht, das Set nicht wiederverwenden und lhren Handler STATUS
kontaktieren. POSITIV NEGATIV GESAMT

QUALITATSKONTROLLE POSITIV 17 P 17
Im Test ist eine interne Kontrolle enthalten. Die Anzeige der Kontrolllinie ,C" im Display R ®
best tigt ein ausreichendes Probenvolumen und eine korrekte Vorgehensweise. NG TE‘_ST NEGATIV ° 100 100

EINSCHRANKUNGEN GESAMT 17 100 n7
Dieser Test .ist qt'JaIitativ' und kann daher kein'e.n.quantitativen Wert Iiefeltn. Digsgr Test SENSITIVITAT 100% konFiDEzZINTERVALL 95% [81.6% ; 100%]
sollte als Hilfsmittel bei der schnellen Identifizierung von Patienten mit Colistin-Re- -
sistenz eingesetzt werden. Die erzielten Ergebnisse mussen durch alternative oder SPEZIFITAT 100% oNFiDEZINTERVALL 95% [96.3% ; 100%]
zusatzliche Diagnoseverfahren bestatigt werden.

Ein positiver oder negativer Test schlieBt das Vorhandensein anderer Antibiotika-Re- Tabelle 3: Ergebnisse des ANSES von Lyon
sistenz-Mechanismen nicht aus.

TESTLEISTUNGEN UND EIGENSCHAFTEN STATUS
Nachweisgrenze: POSITIV NEGATIV GESAMT
Die Nachweisgrenze wurde mittels eines gereinigten rekombinanten MCR-1 Enzyms
festgestellt und bei 300 pg/ml bewertet. posITiv 59 o 59

NG TEST® | NEGATIV [ 64 64
Klinische Validierung: MCR-1
Der NG-Test® MCR-1 wurde am CNR (Nationales Referenzzentrum am Universitatsklinikum GESAMT 59 64 123
Kremlin Bicétre in Paris) an 44 klinischen Stammen, an 123 klinischen Stémmen am
ANSES in Lyon (frz. Behérde fiir Lebensmittelsicherheit, Umwelt- und Arbeitsschutz) SENSITIVITAT |  100% konriezinTervaLL 95% [93.9% ; 100%]
und an 117 klinischen Stammen an der Universitatsklinik von Clermont Ferand (CNR) SPEZIFITAT 100% KoNFIDEZINTERVALL 95% [94.3% ; 100%)]
untersucht.

Insgesamt wurden 284 Stamme untersucht. Tabelle 4: Gesamtergebnis der drei Institute flir MCR-1

Kreuz Reaktivitat: STATUS

Alle Ergebnisse wurden mit dem Genotyp der mittels PCR-Analyse ermittelten

Stamme korreliert. Im MCR-1 NG-Test wurden verschiedene MCR-2 Varianten POSITIV NEGATIV GESAMT

nachgewiesen. POSITIV 101 0 101
NGTEST" | NEGATIV| 3 (mcr-2) 180 183
MCR-1

GESAMT 104 180 284

SENSITIVITAT 100% KoNFIDEZINTERVALL 95% [96.3% ; 100%]
SPEZIFITAT 98.3% koNFIDEZINTERVALL 95% [95.3% ; 99.4%)]
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\itre Einmalige Temperaturgren
In-vitro- ® Verwendung ze
Diagnostikum
- Chargennummer - Katalogverweis

Gebrauchsanleitung “ Hersteller
lesen

Dieser Test wurde in Zusammenarbeit mit dem CEA*
entwickelt.

*Das Kommissariat fur Atomenergie und alternative
Energien (Commissariat a I'énergie atomique et aux
énergies alternatives) ist ein wichtiger franzdsischer
Akteur in Forschung, Entwicklung und Innovation.
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EIZArorH

NG-Test® MCR-1 gival pia Taxeia TOLOTIK avocoev{uikr pEB0dOG avixveuong Tou
€vbpov MCR-1 og pia amolkia Baktnpiwv mou AapBavetat arnd KahAEpyeta. Eivat pia
SLayvwaoTikr pEB0dog in vitro yia emayyeAPATIKr Xpron povoy, Tou odnyei otnv Taxeia
TAUTOTOINGN AVBEKTIKWY OE AVTIRLOTIKA BaKTnpiwy.

NEPIAHWH

H mapoucia apvnTkwy Katd Gram TOAUAVOEKTIKWY BAKTNPLOKWY OTEAEXWY AMOTEAEL
pia maykoopla kat avgavopevn anelir. Ta BakThpla avtd cuvteAoly 0TV avgnon Twv
VOOOKOPELAKWY HOAOVOEWV OTO voookopeio. To avtiBlotikd tng Polymyxin E(colistin)
Bewpeital wg To TEAeUTAIO PECOV avTiOTAONG €vavTtl HOAUVOEWY Tou ogeilovtal oe
QAVOEKTIKA OTENEXN.

H epgavion tou yovidiov tng MCR-1( Tou KivnTomoLet tTnv avBekTikotnta otnv Colistin)
oTO yoviSiwpa BakTnplakwy mAacudiwv odnyel otnv ap@loBnTnon tng XPnong tng
colistin .

To yovidlo auTo avakahbupenke yia mpwTn popd otn Kiva 1o 2011 Kat onpepa BpiokeTat
o€ Tepinou 18 xwpeg. H maykoopa e§AmAwor) Tou amoTeAel pia TpokAnon 6oov apopd
TNV UYELOVOULKI) AOPAAELD.

Mpdypaty, 1o yovidio g MCR-1 Tou Kwdikomolel To éviugo MCR-1 amodidel pia
QVTIUIKPORLaKN avBekTkoTNTa otnv colistin. Emutpénel Tnv mpooBrkn piag opddag
pwaopoatdavolapivng oto Auidlo A Tou AtmomoAvoayxapitn (LPS) twv Baktnpiwv Kat
€10l epunodiZel tnv obvdeon TnG colistin oTo LPS, omote eMnNpedleTal 0 PNXaviopog e
Aettoupyiag TnG. H avBeKTIKOTNTA 0TO AVTLBLOTIKG TOL EVUHOU QUTOL CUVUTIAPXEL KAL PE
GAAa OMWG TWV KAPUTATIEVEPACWY KAl TWV EUPEWS (PACHATOG B-AAKTAPACWY
0dnywvTag oe éva SuoETAUTO TIPORANUA.

APXH THXZ MEOOAOY

Ma va ekteAéoeTe T0 TEOT NG-Test® MCR-1, A\auBAveTE TNV anolkia Baktnpiwy anod to
BPETTIKO LALKO 0TEPEOL Ayap PETA TNV KaAALEpyeLa ( ONOVUKTLA) KAl TNV eMegepydleode
HE TO PUBULOTIKO SLdALpA EKXVALONG.

H péBodog yivetat pe tnv TornobETnon tou delypatog otnv B€on otnv kaceta. To delypa
06glEL TIPOG TNV {WVN TOL CLTELYHATOG Kal av LTIAPXEL To €viupo MCR-1 avtidpd pe ta
ONUACKEVA HOVOKAWVIKA aVTLoWHATa EvavTl Tou ev{UHou MCR-1.

To oVUMAOKO 08EVEL HECW TNG PEURPAVNG ATO VITPOKUTTAPIVN HE TPLXOELBELS duvapelg
Kat aAAANAETUOPA PE HOVOKAWVIKA QVTICWHATA TIOVTIKOL €vavTt Tou evOpov MCR-1 Tiou
£X0LV aKvnTomotnBei otn Zwvn Tov TeoT T.

H ypappn mototikol eléyxou (C) oxnuatidetar and onpacpevn otpemtaBdivn Kat
ONPAcpEVA HOVOKAWVIKA avTiowpata mou avtidpouv pe biotin-BSA kat TMOAUKAWVIKA
QAVTLOWHATA KATOIKAG £VAVTL TTOVTLKOU TIOU €X0ULV AKLVNTOTONBEL 0TNV HEPBPAVN.

Av o deiypa eival BeTikd 0To MCR-1, pia KOKKIvN {wvn epgavidetal otn B€on Tou Te0T
(T) kat dAAn pia Zwvn otn B€on ToloTikol eAéyyou (C) aTnv HepBpavn. Av To deiypa eival
apvnTIKO eppavideTat pia pévov Zwvn otn B€on moloTikol eAéyyou (C).

MAPEXOMENA ANTIAPAZTHPIA KAl YAIKA

Kaee kit mepthapBavet:

« 20 KAOETEG HOKIUNG O GAKOUAA AAOULHLVIOU HE APUYPAVTIKO

« 20 owAnvapta Tumou Eppendorf

« 20 Tunéteg Twv 100pL

« 1 pUBULOTIKO BLANUpA EKXUALONG OE pia MAACTIKY QLAAN (4.5 mL)
+ 1 @UANGSLO

ANTIAPAZITHPIA KAI YAIKA MOY AMAITOYNTAI AAAA AEN NMAPEXONTAI
XpovopeTpo « MavTtia plag xpnong « Kpikot « Vortex
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MPO®YAAZEIX
+ AlayVWOTIKO TECT in vitro. la emayyeAPATIK Xprion HOvov.
~'OMot oL xetplopol TNG peBOSOL Ba TIPEMEL va yivovTal oOHPWVa PE KANEG
£PYAOTNPLAKEG TIPAKTIKEG.
* VO PNV XPNOLUOTOLELTAL HETA TOV XPOVO ANENG.
* Ol UNxaviopoi 6a MPEMEL va TapapEVoLV 0Ta 0PPAYLOPEVA GAKOUAAKLA TOUG EWG OTOU
XPNOLHOTIONO0UV.
* va xelpideote ta deiypata wg SuvnNTIKA HOAUCHATIKA.
* HETA TNV XPON TWV KACETWYV TIETATE TIG OE KAG0 HOAVOHATIKWY ATOPPLHHATWY.
* va PNV £avaypnoLpoToLoETE TNV KACETA.

ATMOOHKEYZH KAI ZTAGEPOTHTA
AToBnKeVOTE TIG CUOKEVEG OTA OPPAYLIOHEVA GAKOVAAKLA Toug oToug 4-30°C. Mnyv T
Katapugete. To KiT eivat oTabepo €wg ToV avaypapopevo Xpovo ANENG oTny ETIKETA TOU
KiT.

KAAANEPTEIA KAl AEITMATOAHWIA
Ta mpog €Aeyxo deiypata Ba mpemet va AapBdvovtat Kat va xelpidovtat cOppwva pe
TIPOTUTIEG  ULKPOPLOAOYIKEG TEXVIKEG. H ouANNoyr) Tng amowkiag yivetat petd amo
KAAALEPYELQ OE BPETITIKO LAIKO OTEPEOL Ayap KAl AUECWG PETA Ba TIPETEL va evatwpnBel
OTO PLBULOTIKO SLAAvpa EKXVALONG, TIOL TIAPEXETAL OTO KIT. TLVIOTATAL va GUAAEYovTaL
(PPEOKEC BAKTNPLAKES ATOLKIES Yla dpLoTn anodoon Tng HeBddou.
Mpotewvopeva OpeTTIKG LAKA.:
Zwog Luria (LB) kat LB agar, Trypticase soy agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar kat
URI-4, Columbia agar + 5% horse blood, ChromIDTM ESBL agar, Chrom IDR CARBA
SMART, Drigalski (DRIG) agar.

AIAAIKAZIA EPTAZIAX
1/ ®opdte MPOOTATEVTIKA YAVTLA.
2 / AoTE Ta OUCTATIKA TOU KiT o€ Beppokpacia dwpatiou yia TovAdytotov 10 Aemtd.
TMposToipacia Tou Ssiyparog
1/ BdAte 5 otaydveg (150pL) Tou puBULOTIKOL SLAADHATOG EKXUALONG OE £va TIAPEXOHEVO
owAnvapto turou Eppendorf.
2 /3tnv KaAAEpyeLla oe BPEMTIKO LAKO 0Tepeol dyap cuAAEyoupe pia amokia pe éva
KPiKO Kal PETA TNV EVALWPOUHE OTO CWANVAPLO TIOU TIEPLEXEL TO PUBULOTIKG SLdAupa
€KXUALONG.
3 / K\eivoupe To Kamdkt Tou cwAnvapiou.
4 | AvakwvoUE pig vortex yla TNV OJOYEVOTIONNGN TOU PiyHaTog, TIpLV T XPHong Tou.
Ae€aywyn Tou TEoT

1/ Avoi&Te To 6aKOUAGKL Kat BYAATE TNV KAoeTa . H Kaogta Ba TpEMeL va xpnotponotnBei
apEoWG PETA.

2 /Me v Tunétta ,0uA\éETe 100pL amod To opoyevomonpévo piypa (yepiote €wg To
pavpo onpadt TG TUETTAG YLa To OyKo Twv 100pL) Kat BAAte Tov owoTtd OyKo oTn B€on
pe v €voelgn S.

3/ AwaBaote ta anoteAéopata oe 15 Aemtd Onwg MepLypdpeTaL TapakdTw.

THMEIQXH: Mnv gpunveiete Ta anoteAéopara ¢ Sokiurc petd amé 20 Asmtd, H16TL
pmopei va motkiAovv mpokaAwvtac Yevdwe BeTIKd amoTeAEopara.
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EPMHNEIA TON AMOTEAEZIMATON

I\
fof | ApvNTIKO anotéAeopa
Mia povadikr KOkkwvn Twvn epgavidetar otn B€on TMoLoTKoU
T eAéyyou (C). To deiypa bev mepiéxel To éviupo MCR-1 i omotadnmote
-, QVIXVEUOLUIN GUYKEVTPWON KAl B TIPETIEL VO EPHNVEVTEL LG ApVNTIKO
I anoteAeoya.
APNHTIKO
OETIKO AMOTEAECHA
72 AUO KOKKIVEG JWVEG EPPAVIZOVTAL, pia oTn BECN TIOLOTIKOL EAEYXOU
lod | (C) kau pia otn 6£0n Tov TéoT (T). To deiypa MepLEXEL TO €VupO
MCR-1 Kat ppnveveTal WG BETIKO AMOTEAECHA.
T | e THMEIQXH: H évtaon Tng KOKKNG {wvng otn B€on Tou TEoT T ival
— duvatov va dlapépel avdloya PE TNV CUYKEVIPWON TOU EVIUHOU
VIM OETIKO MCR-1 oo beiypa. Axvr) wvn Ba TIPETEL va EPUNVEVETAL WG BETIKO
anoTéAEopa.
AKupo anotéAecpa
c c Av n ypappr tou pdptupa (C) dev eppavigetal, n dokur dev eivat
£ykupn. OLTILO TUBAVEG ALTIEG YLa TNV ATOTUXIA TNG YPAUKNG TOL
T T paptupa eivat o avemapkng oykog delypatog rj n Aaveaouévn
Sladikaota.
Oa pmopouoe va €xel PRl alhoiwaon Tou KLT. EnavahdBete v
AKYPO

61a61kacia XpnoLHoToLWYTAG £va KavoupLo TeOT. Av TO TpOBANUA
ETUPEVEL PNV EQVAXPNOLLOTIOOETE TO KIT KAl ETUKOWWVIOTE PE
TOV QVTUPOOWTIO 0AG.

MOIOTIKOX EAErX0x
Evag ecwTePIKOG papTupag meptAapgBavetal oto Teot. Av gpgpavideTal n {wvn TOLOTIKOL
€AEYXOUL TILOTOMOLELTAL O EMAPKNG OYKOG ToL delypatog Kat Ot n Stadikacia akoAoudrenke
owoTa.

MEPIOPIZMOI THX MEOOAOY
To T€0T eivat MoLoTIKO Kal dev pmnopei va SWoeL oTIoLOdTOTE TOCOTIKO anoTeEAeopa. To
TEOT Ba TMpEMeEL va xpnowormoleitat cav éva Borbnua yla Tnv Taxeia Tavtomoinon
a0BEVWY TIOL TIAPOUCLAZOLY AvEEKTIKOTNTA 0Ta avTIRLOTIKA TNG colistin. Ta AapBavopeva
armotehéopata Ba Mpénel va emBeBatwvovtal Pe eVAAAKTIKEG N CUUTANPWHATIKEG
SLayVWOTIKEG TEXVIKEG. Eva BETIKO N apvnTKO anotéleopa 6ev Ba TPEMEL va AMOKAELEL
TNV Iapoucia GAAWV PNXaviopwy avioxng oTa avTLBLOTIKA.

XAPAKTHPIXTIKA EMIAOXHX THX MEOOAOY
‘Opto avixvevons:
To 6plo avixveuong KaBopioTnke Pe XPron €vog KaBapol avacuvdlacpEvou eviUpou
MCR-1 kat untohoyiotnke og 300 pg/ml.

ETUKOpWON PE TPATIELEG CTEAEXWV aAVaPOPAG:

To T€0T NG-Test® MCR-1 a&lohoynenke og 44 KAWVIKA oteAéxn oto NRC Kremlin Bicetre
Paris (National Reference Center), oe 123 KAwikd oteAéxn oto ANSES (National Health
Security Agency) Lyon kat 117 kAwika oteléxn oto NRC Clermont Ferrand (National
Reference Center).

SuvoAkd a&lohoyrBnkav 284 otehexn.

AlaoTaUPOUPEVES aVTLOPACELG:
‘O\a Ta anoTEAECPATA CUOXETIOTNKAY LE TOV YOVOTUTIO TWV OTEAEXWY TIOU KABOPIioTNKAV
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We availuon PCR.
To T€0T NG-Test® MCR-1 avixveLEL OPLOPEVEG TIOLKIAIEG TOU MCR-2.

Mivakag 1: AmoteAéopata and to NRC Kremlin Bicetre Paris

KATAZTAZH
O©ETIKO APNHTIKO ZYNOAO
OETIKO 25 (o] 25
NG<TEST® |APNHTIKO| 3 (mcr-2) 16 19
MCR-1 I Noro 28 (avixveoenka
\'/} vonkav,
3 mrc-2) 16 44
EYAIZOHZIA 100% | didotnua epmuotooivng 95% [86.7% ; 100%]
EIAIKOTHTA | 81.25% |&idotnpa epruotooivng 95% [62.4% ; 94.5%]

Mivakag 2: ArtoteAéopata anoé to NRC Clermont Ferrand

KATAZTAZH
OETIKO APNHTIKO ZYNOAO

OETIKO 17 o 17

NGTEST" |APNHTIKO o
MCRA 100 100

ZYNOAO 17 100 n7
EYAIZOHIIA 100% | Sudotnua sprotoouvng 95% [81.6% ; 100%]
EIAIKOTHTA | 100% | &idotnua spmuotoobvng 95% [96.3% ; 100%]

Mivakag 3: AmoteAéopata and to ANSES Lyon

KATAXITAIH
OETIKO APNHTIKO ZYNOAO
OETIKO 59 (0] 59
NG-TEST" [APNHTIKO o
MCR-1 64 64
ZYNOAO 59 64 123
EYAIZOHIIA | 100% | &idotnua epruotooivng 95% [93.9% ; 100%]
EIAIKOTHTA | 100% | &ldotnpa epruotooivng 95% [94.3% ; 100%]
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Mivakag 4: TuvoAkd anoteAéopata anod ta Tpia Kévipa

KATAXITAZH
©ETIKO APNHTIKO ZYNOAO
OETIKO 101 (0] 101
NG<TEST" |APNHTIKO| 3 (mcr-2
MCR ( ) 180 183
ZYNOAO 104 180 284
EYAIZGHZIA 100% | Sidotnpa epruotooivng 95% [96.3% ; 100%]
EIAIKOTHTA | 98.3% |5idotnpa epmiotoouvng 95% [95.3% ; 99.4%]
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ZYMBOAA
MNeplexopevo ya 20 Huepopnvia 30 C
20 Ookupacieg MEng Opto .
Beppokpaciag
in vitro Na pnv 4°C
SlayvwoTiko @ £TavaypnotyoT
LATPOTEXVOAOYLKO oleita
Tipoiov
) ) Avagpopa
Ap18p6¢ Taptidag Katahoyou
EEI zgl"p.o")‘w:rﬂm e u Kataokevaotig
oonyteg xpnong

AvTi n Sokipn avartuxBnke o ouvepyacia pe tn CEA*

*H MaAAkn Erutportr) Atopikng Evépyetag kat EvaAAak Tikwy Mnywv
Evépyelag anotelel BAoiko MPWTAYWVLOTH OTOUG TOUEIG TNG
£peuvag, TNG avarnTuéng Kat TG KawvoTtouiag.
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INTRODUCCION

NG-Test® MCR-1 es una prueba rapida inmunoldgica para la deteccién de la enzima
MCR-1 en una colonia bacteriana después del cultivo. Es una prueba de diagndstico in
vitro para uso exclusivamente profesional que ayuda a la identificacion rapida de
bacterias resistentes a los antibiéticos.

SIGNIFICADO CLIiNICO

La existencia de cepas bacterianas Gram negativas multiresistentes representa una
amenaza global creciente. Son la causa del incremento de infecciones nosocomiales
hospitalarias. La polimixina E (colistina) es un antibidtico considerado de ultimo
recurso contra infecciones causadas por cepas resistentes.

La aparicién del gen MCR-1 (mobilized colistin resistance) de resistencia a la colistina
en el genoma de plasmidos bacterianos cuestiona el uso de colistina. Este gen se
descubrié en China en 2011y actualmente se encuentra en 18 paises. Evitar la propaga-
cion a otros pa ses es una prioridad de salud publica global. De hecho, el gen MCR-1
que codifica el enzima MCR-1 confiere a la bacteria resistencia a la colistina, afiadiendo
un residuo de fosfoetanolamina al lipido A del lipopolisacarido (LPS) de la bacteria, de
modo que inhibe la unién de colistina al LPS y afecta su mecanismo de operacién. Este
enzima de resistencia antibidtica coexiste con otros como carbapenemasas y
B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA), causando un grave problema dificil de
prever.

PRINCIPIO

NG-Test® MCR-1 se lleva a cabo a partir de una colonia bacteriana obtenida en medio
de cultivo de agar sélido tras 16 a 24 horas de incubacién y procesada en un tampén de
extraccion.

La prueba se realiza entonces dispensando la muestra en el pozo del casette. La
muestra migra a través del papel conjugado y las enzimas, si estdn presentes,
reaccionan con los anticuerpos monoclonales anti-MCR-1 marcados. El complejo
migra a través de la membrana de nitrocelulosa por capilaridad e interactta con los
anticuerpos monoclonales de rata anti-MCR-1 inmovilizados en la zona de test (T). La
linea de control (C) se forma por la fijacion de la estreptavidina marcada y anticuerpos
monoclonales marcados. Estos reaccionan con anticuerpos policlonales anti-ratén de
cabra y biotina-BSA inmovilizados en la membrana. Si la muestra es positiva, aparecer
una linea roja tanto en la zona de test (T) como en la zona de control (C). De lo contrario,
solo aparecera una linea roja en la zona de control (C).

REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS
Cada kit contiene:
« 20 placas envasadas individualmente en aluminio con desecante
« 20 tubos Eppendorf
« 20 pipetas desechables de 100 pL
« 1 botella de solucién de tampdn de extraccion(4,5 mL)
«1folleto

MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS
Cronémetro « Guantes desechables « Asa « Vortex

PRECAUCIONES
« Test de diagnéstico in vitro. Sélo para uso profesional.
« El procedimiento debe llevarse a cabo siguiendo las buenas practicas de laboratorio.
« No utilizar si ha caducado.
« No abrir los estuches de las placas hasta su uso.
« Manipular las muestras como potencialmente infecciosas.
« Tras su uso, eliminar la placa en un contenedor de residuos infecciosos.
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« No reutilizar la placa.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD
Conservar las placas en sus envases debidamente cerrados a 4-30°C. Las placas son
estables hasta la fecha de caducidad indicada en cada estuche. La caja es estable
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.

CULTIVO Y MUESTREO
Las muestras que se van a analizar deben obtenerse y manipularse segun procedi-
mientos estandarizados de microbiologia.
En una placa de cultivo de agar sélido, se toma una colonia con un asa y se suspende
en el tampodn de extraccion.
Es altamente recomendable emplear colonias frescas para la obtencién de resultados
Sptimos.
Medios de cultivo recomendados:
Caldo Luria (LB) y LB agar, Trypticase soy agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar y URI-4,
Columbia agar + 5% con sangre de caballo, ChromIDTB ESBL agar, ChromIDR CARBA
SMART, Drigalski (DRIG) agar.

PROCEDIMIENTO OPERATIVO
1/ Emplear guantes.
2 / Dejar los componentes del kit a temperatura ambiente al menos 10 minutos.
Preparacién de la muestra

1/ Dispensar 5 gotas (150pL) de tampdén de extracciéon en un tubo Eppendorf (incluido
en el kit).

2 /En la placa de cultivo de agar sélido, tomar una colonia con un asa y suspenderla en
el tubo que contiene el tampdn de extraccion.

3/ Cerrar el tubo con el tapén.

4 [ Homogeneizar la mezcla con el vortex.

Realizacién de la prueba

1/ Abrir el envase, extraer la placa y realizar el anlisis de inmediato.

2/Tomar 100 pl de la mezcla con la pipeta (la muestra debe llegar a la linea negra de la
pipeta para tomar exactamente 100pL) y dispensar el volumen adecuado en el pozo de
la muestra identificado como "S".

3/ Leer los resultados a los 15 minutos e interpretarlos tal como se indica a continua-
cion.

NOTA: No leer el test pasados 20 minutos. Los resultados pueden variar causando
potencialmente falsos positivos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Resultado negativo

Sélo aparece una linea coloreada en la zona de control (C): la
T muestra no contiene enzima MCR-1 o el nivel que se detecta de

enzima debe interpretarse como resultado negativo.

NEGATIVO
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Resultado positivo
Aparecen dos lineas coloreadas, una en la zona de control (C) y

Cc otra en la zona de test (T): la muestra contiene enzima MCR-1y
debe interpretarse como resultado positivo.
T NOTA: La intensidad de la linea de test (T) puede variar

dependiendo del nivel de enzima MCR-1 en la muestra. Una linea

POSITIVO de baja intensidad debe considerarse como un resultado positivo.
Resultado no valido

[o (o Si no aparece la linea de control (C), el resultado se considera no

vélido. Las causas suelen ser volumen insuficiente de muestra o

T T un procedimiento incorrecto. También puede deberse a un

deterioro en el kit. Repetir el procedimiento con una nueva placa.

. Si persiste el problema, no volver a utilizar el kit y contactar con el

NOVALIDO  istribuidor.
CONTROL DE CALIDAD

La prueba incluye un control interno. Si aparece la linea de control, se confirma que el

volumen de muestra ha sido suficiente y que el procedimiento ha sido correcto.
LIMITACIONES

Esta es una prueba cualitativa por lo que no puede proporcionar resultados cuantita-

tivos.

Esta prueba de cribado permite una rapida clasificacién de pacientes. Los resultados

obtenidos deben ser confirmados mediante procedimientos diagndsticos alternativos

o complementarios. Un resultado positivo o negativo no descarta la presencia de otros

mecanismos de resistencia antibidtica.

ESPECIFICACIONES TECNICAS
Limite de deteccién:

El limite de deteccién se determiné empleando enzimas recombinantes purificado
MCR-1y se evalu en 300 pg/mL.

Validacién clinica:

NG-Test® MCR-1 se evalud en 44 cepas clinicas en el CNR Kremlin Bicétre (Centro
Nacional de Referencia) Paris (Francia), 123 cepas clinicas en ANSES (National Health
Security Agency) Lyon (Francia) y 117 cepas clinicas en el CNR Clermont Ferrand
(Centro Nacional de Referencia). Se evaluaron un total de 284 cepas.

Reacciones cruzadas:

NG-Test® MCR-1 Todos los resultados se correlacionaron con el genotipo de cepas
determinado por PCR.

NG-Test® MCR-1 detecta algunas variantes de MCR-2.
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Tabla 1: Resultados obtenidos en CNR Kremlin Bicétre

ESTADO
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 25 (0] 25
NG-TEST" [NEGATIVO) -2

MCRA 3 (mcr-2) 16 19

TOTAL | 28 (3 mcr-2) 16 44
SENSIBILIDAD | 100% INTERVALO DE conFianza 95% [86.7% ; 100%)]
ESPECIFICIDAD | 81.25% INTERVALO DE CONFIANZA 95% [62.4% H 94.5%]

Tabla 2: Resultados obtenidos en CNR Clermont-Ferrand

ESTADO
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 17 0] 17
NG<TEST" [NEGATIVO 0 100 100
MCR-1 TOTAL 17 100 n7
SENSIBILIDAD | 100% INTERVALO DE conFianza 95% [81.6% ; 100%)]
ESPECIFICIDAD | 100% INTERVALO DE conFianza 95% [96.3% ; 100%]

Tabla 3: Resultados obtenidos en ANSES Lyon

ESTADO
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 59 0 59
NGTEST” |NEGATIVO| (o] 64 64
MCR-1
TOTAL 59 64 123
SENSIBILIDAD 100% INTERVALO DE CONFIANZA 95% [93.9% H 100%]
ESPECIFICIDAD 100% INTERVALO DE conFianza 95% [94.3% H 100%]

Tabla 4: Resultados totales de MCR-1 para los tres centros

ESTADO
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 101 o 101
NG<TEST® [NEGATIVO[ 3 (mcr-2) 180 183
MCR-1

TOTAL 104 180 284
SENSIBILIDAD 100% INTERVALO DE conFianza 95% [96.3% ; 100%]
ESPECIFICIDAD | 98.3% INTERVALO DE conFianza 95% [95.3% ; 99.4%]
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INTRODUZIONE

NG-Test® MCR-1 & un test rapido immunologico per la rilevazione dell'enzima MCR-1a
partire da una singola colonia batterica ottenuta da coltura. E un test diagnostico in
vitro per uso esclusivamente professionale che aiuta nella rapida identificazione di
batteri resistenti agli antibiotici.

SOMMARIO

La presenza di ceppi batterici Gram-negativi multiresistenti rappresenta una minaccia
globale e crescente. Tali ceppi contribuiscono all'aumento delle infezioni nosocomiali.
La polimixina E (colistina) & un antibiotico considerato di ultima istanza nella difesa
contro le infezioni causate da ceppi multiresistenti.

La rilevazione del gene MCR-1 (mobilized colistin resistance) nel genoma dei plasmidi
batterici mette in discussione |'uso della colistina. Questo gene stato scoperto per la
prima volta in Cina nel 2011 ed & presente fino ad oggi in circa 18 paesi. La diffusione di
ceppi resistenti in altre parti del mondo potrebbe costituire una grande sfida per la
salute pubblica. Infatti, il gene MCR-1, che codifica per l'enzima MCR-1, conferisce
resistenza alla colistina. Permette I'aggiunta di un residuo di fosfoetanolammina al
lipide A lipopolisaccaride (LPS), e quindi inibisce l'attacco della colistina al LPS
alterando in tal modo il suo meccanismo di funzionamento. Questo enzima potrebbe
coesistere con altri enzimi, come le carbapenemasi e le B-lattamasi a spettro esteso,
causando cos un difficile problema che dovra essere affrontato in anticipo.

PRINCIPIO

NG-Test® MCR-1 ¢ effettuato a partire da una colonia batterica prelevata su un terreno
di coltura agarizzato (solido) dopo 16-24 ore di incubazione, e trattata in un tampone di
estrazione.

Poi il test viene eseguito dispensando il campione nel pozzetto della cassetta. Il
campione migra attraverso la striscia coniugata, e gli enzimi se presenti, reagiscono
con gli anticorpi monoclonali anti-MCR-1 marcati. || complesso migra per capillarit
attraverso la membrana di nitrocellulosa e interagisce con gli anticorpi di topo
monoclonali anti-MCR-1 immobilizzati sulla membrana. La linea di controllo (C) &

formata dal legame della streptavidina marcata e dagli anticorpi monoclonali marcati.

Reagiscono con anticorpi policlonali di capra anti-topo e biotina-BSA immobilizzati
sulla membrana. Se il campione & positivo, una linea rossa apparir sia nell'area di test
(T) che nell'area di controllo (C). Altrimenti, solo una linea rossa apparira nell'area di
controllo (C).

REAGENTI E MATERIALI FORNITI
Ciascun kit contiene:
«+ 20 Test card confezionate in sacchetti di alluminio sigillati con un agente essiccante
« 20 provettine Eppendorf
« 20 Pipette da 100pL
«1soluzione buffer di estrazione in un flaconcino di plastica (4,5 mL)
«1Foglio di Istruzioni per I'Uso
MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI
Timer « Guanti monouso « Anse « Vortex
PRECAUZIONI
« Test diagnostico in vitro. Solo per uso professionale.
« Tutte le operazioni devono essere condotte in conformita con la buona pratica di
laboratorio.
» Non utilizzare dopo la data di scadenza.
« La card deve essere conservata nel proprio involucro sigillato fino al momento
dell'utilizzo.
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« Manipolare i campioni come se fossero potenzialmente infettivi.
« Dopo l'utilizzo, smaltire le card e i reagenti in un contenitore per rifiuti infettivi.
« Non riutilizzare le card.

CONSERVAZIONE E STABILITA
Conservare le card nel loro involucro sigillato a una temperatura compresa tra 4 e 30°C.
Non congelare. | kit sono stabili fino alla data di scadenza indicata su ciascun kit.

PRELIEVO DEI CAMPIONI
| campioni da analizzare devono essere ottenuti e manipolati in accordo con le
procedure microbiologiche standardizzate.
Con un'ansa prelevare una colonia cresciuta su agar solido e risospenderla nel
tampone d'estrazione fornito nel kit.
Per prestazioni ottimali, si raccomanda vivamente I'uso di colonie batteriche fresche.
Terreni di coltura raccomandati:
Luria Broth (LB) e LB agar, Trypticase soy agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar e URI-4,
Columbia agar + 5% horse blood, ChromIDTM ESBL agar, ChromIDR CARBA SMART,
Drigalski (DRIG) agar.

PROCEDURA OPERATIVA

1/ Indossare guanti protettivi.
2 / Prima di eseguire I'analisi, consentire a tutti i componenti del kit di raggiungere la
temperatura ambiente per almeno 10 minuti.

Preparazione del campione

1/ Dispensare 5 gocce (150 pL) di tampone d'estrazione in una provettina Eppendorf
fornita.

2 /Con un'ansa, prelevare una colonia cresciuta su agar solido, quindi risospenderla
nella provettina Eppendorf contenente il tampone d'estrazione.

3 /Chiudere la provetta Eppendorf con il tappo.

4 [ Prima dell'uso, omogeneizzare la soluzione mediante Vortex.

Esecuzione del test

1/ Aprire I'involucro ed estrarre la card. Una volta aperta la confezione, utilizzare subito
la card.

2/ Utilizzando la pipetta fornita, dispensare 100 pL di soluzione preparata (il campione
deve raggiungere la linea nera indicata sulla pipetta per poter trasferire 100 pL) nel
pozzetto campione marcato con la lettera “S".

3 /Leggere i risultati dopo 15 minuti come indicato di seguito.

NOTA: non interpretare i risultati del test dopo che siano trascorsi 20 minuti. |
risultati possono variare potenziaimente causando falsi positivi.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

c Risultato negativo
Appare solo una linea rossa nella regione controllo (C). Il campione
T non contiene I'enzima MCR-1 o contiene MCR-1 a livelli non

rilevabili e deve essere interpretato come risultato negativo.

NEGATIVO
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Risultato positivo Tabella 1: Risultati ottenuti al CNR Kremlin Bicétre
Appaiono due linee: una nella regione controllo (C) e una nella
C regione test (T). Il campione contiene l'enzima MCR-1 e deve STATUS
essere interpretato come risultato positivo. POSITIVO NEGATIVO TOTALE
T NOTA: lintensita della linea rossa Test potrebbe variare in
relazione al livello di enzima presente nel campione. Una linea a o posITivo 25 o 25
POSITIVO bassa intensit dovrebbe essere considerata un risultato positivo . NS'CTES.IT NEGATIVO| 3 (mcr-2) 16 19
. . TOTALE
Risultato non valido 28 (3 mer-2) 16 44
[ [ Se la linea di controllo (C) non appare, il risultato del test non &
valido. Le cause principali potrebbero essere dovute all'insuffi- SENSIBILITA 100% INTERVALLO DI conFipenza 95% [86.7% ; 100%]
T T ciente quantita di campione o ad una procedura non C.orretta. SPECIFICITA | 81.25% | intervaLLo DI conFiDenza 95% [62.4% ; 94.5%]
Potrebbe anche essersi verificato un deterioramento del kit.

Ripetere la procedura utilizzando un nuovo test.

NO VALIDO Se il problema persiste, non riutilizzare il kit e contattare il distribu- Tabella 2: Risultati ottenuti al CNR Clermont-Ferrand
tore

CONTROLLO QUALITA STATUS
Nel test € incluso un controllo interno. Quando si sviluppa la linea di controllo, cio sta a POSITIVO NEGATIVO TOTALE
significare che il volume del campione era sufficiente e la procedura corretta. POSITIVO 17 ) 17

LIMITI . — = _— . o NGTEST® |NEGATIVO 0 100 100
Questo test & un test qualitativo, pertanto non € in grado di fornire risultati quantitativi. MCR-1
Questo test di prima-linea permette una rapida classificazione dei pazienti. | risultati TOTALE 17 100 nz
ottenuti devono essere confermati con specifiche colture su agar e allestendo il test di -
sensibilit in MIC, Minima Concentrazione Inibente. SENSIBILITA 100% INTERVALLO DI conFibenza 95% [81.6% ; 100%)]
Un test positivo non esclude la presenza di altri meccanismi di antibiotico-resistenza. SPECIFICITA 100% INTERVALLO DI conFiDEnza 95% [96.3% ; 100%]

PERFORMANCE E CARATTERISTICHE
Limite di rilevazione: Tabella 3: Risultati ottenuti al’ANSES Lyon
Il limite di rilevazione eéstato determinato utilizzando I'enzima MCR-1 purificato ricombi- STATUS
nante e valutato a 300 pg/mL.

POSITIVO NEGATIVO TOTALE
Validazione clinica:
Il test NG-Test® MCR-1 ¢ stato valutato su 44 ceppi clinici al CNR Kremlin Bicétre POSITIVO 59 o 59
Paris-France (Centro di riferimento Nazionale), 123 ceppi clinici presso ANSES (National NG TEST® INEGATIVO| 0 64 64
N Lo . MCRA

Hea!th SecuntyAAgency) Lyon e 117 ceppi clinici al CNR Clermond Ferrand (Centro di TOTALE 59 64 123
riferimento Nazionale).

Sono stati valutati in tutto 284 ceppi.

SENSIBILITA 100% INTERVALLO DI conFipenza 95% [93.9% ; 100%)]

Cross-reattivita: SPECIFICITA 100% INTERVALLO DI conrFipenza 95% [94.3% ; 100%)]
Tutti i risultati sono stati correlati al genotipo dei ceppi determinato mediante analisi
PCR.

NG-Test® MCR-1rileva alcune varianti MCR-2.

Tabella 4: Risultati complessivi dei tre siti per MCR-1

STATUS
POSITIVO NEGATIVO TOTALE
POSITIVO 101 0 101
NGTEST® |[NEGATIVO| 3 (mcr-2) 180 183
MCR-1
TOTALE 104 180 284

SENSIBILITA 100% INTERVALLO DI cONFIDENZA 95% [96.3% H 100%]
SPECIFICITA 98.3% INTERVALLO DI coNFIDENZA 95% [95.3% ; 99.4%)]
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uvob
NG-Test® MCR-1 je kvalitativnym rychlym imunostanovenim na detekciu MCR-1

enzymu v bakteridlnej koldnii z skanej z kultivacie.
Test je urCeny iba pre in vitro diagnostické pouzitie, uréené iba pre profesionadlne

pouzitie, ktorého cielom je rychla identifikacia baktériirezistentnych voci antibiotikam.

SUMAR

Pritomnost gramnegativnych multirezistentnych bakteridlnych kmenov predstavuje
globalnu a rastucu hrozbu. Predstavuju zvySenie nozokomialnych infekcii v nemocnici.
Polymyx n E (colistin) je antibiotikum, ktoré sa povazuje za posledni obrannu liniu
proti infekciam spdsobenym rezistentnymi kmerfimi.

Objavenie sa génu MCR-1 (mobilizovana rezistencia na colistin) v genéme bakteridlny-
ch plazmidov spochybriuje pouZzitie colistinu.

Tento gén bol prvykrat objaveny v Cine v roku 2011 a doteraz sa nachadza v priblizne 18
krajinach. Globalne rozsirenie je vyzvou, pokial ide o sanitarnu bezpeénost. Gén MCR-1,
ktory kéduje enzym MCR-1, skutoéne poskytuje antimikrobidlnu rezistenciu voci
colistinu. Umoznuje pridanie fosfoetanolam nov ho zvysku k lipopolysacharidovym
(LPS) bakt ri m lipidu A, ¢ m ovplyviuje jeho mechanizmus p sobenia. Tento enzym
rezistencie voci antibiotik m koexistuje s dals mi, ako su karbapenem zy a beta-lak-
tamazy s rozsirenym spektrom, ¢o spdsobuje tazkosti v predvidani.

PINCIP

NG-Test® MCR-1 je rychly imunotest pripraveny na pouzitie, je ur¢eny na detekciu
MCR-1enzymu v bakteridlnej koldnii, ktory vznikol kultivaciou na agare (cez noc) a bol
preneseny do extrakéného pufra.

Pri testovani sa napipetuje vzorka do jamky na kazete. Vzorka migruje k podlozke s
konjug tom a pokial's pritomné MCR-1 enzymy, tak reaguje s oznac¢enymi anti-MCR-1
mys mi monoklonalnymi protilatkami. Komplex migruje po nitrocelul zovej membr
ne kapil rnymi silami a reaguje s anti-MCR-1 mySimi monoklonalnymi protilatkami
imobilizovanymi na membrane v testovacej oblasti ,T".

Kontrolna ¢iara C je tvorend znac¢enym streptavid nom a monoklonalnymi protilatka-
mi reagujicimi s biotin-BSA a kozimi anti-mysimi polyklonalnymi protildtkami
imobilizovanymi na membrane.

Pokial'je vzorka pozit vna na MCR-1, v testovacej oblasti ,T“ sa objavi Cervena Ciara a tiez
v kontrolnej oblasti ,C". Pokial je vzorka negativna, objavi sa iba jedna ¢iara v kontrolnej
oblasti ,C".

REAGENCIE A MATERIAL DODANY V SUPRAVE
Kazda suprava obsahuje:
« 20 testovacich kaziet v aluminiovom obale s vystsacim balickom
« 20 Eppendorfiek
« 20 jednorazovych 100 ul pipiet
«1roztok extrakéného pufru v plastovej flaske (4,5 ml)
«1navod na pouzitie

MATERIAL POTREBNY, ALE NIE JE SUCAST’OU SUPRAVY
stopky « jednorazové rukavice « vortex « ocko

UPOZORNENIA
« In vitro diagnosticky test. Iba pre profesiondlne pouzitie.
« VSetky operacie musia byt vykonané v s lade so spravnou laboratérnou praxou.
« Nepouzivajte po datume expiracie.
« Kazeta musi az do pouzitia zostat v obale.
« So vzorkami zaobchadzajte ako s potencialne infekénymi.
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« Po pouziti kazetu zlikvidujte ako infekény odpad.
« Kazetu nepouzite opakovane.

USKLADNENIE A STABILITA

Testovacie platnicky skladujte v neporusenom obale medzi 4 a 30°C. Nezamrazujte.
Suprava je stabilna do datumu expiracie, ktory je uvedeny na obale stpravy.

KULTIVACIA A VZORKOVANIE

Vzorky na testovanie sa ziskaju podla standardnych mikrobiologickych postupov.
Koldnia sa ziska kultivaciou na agare, potom sa suspenduje v extrakénom pufre, ktory
sa nachadza v suprave. Velmi sa odporuca pouzivat Cerstvé koldnie baktérii na to, aby
bolo testovanie optimalne.

Odporuéané média kultivacie:

Luria Broth (LB) a LB agar, Trypticase soja agar (TSA), Mueller Hinton (MH) agar a URI-4,
Columbia agar +5% konskej krvi, ChromIDTM ESBL agar, ChromIDR CARBA SMART,
Drigalski (DRIG) agar.

PRACOVNY POSTUP

1/ Dajte si jednorazové rukavice.
2 / Nechajte supravu vytemperovat pri izbovej teplote asporn 10 minut.

Priprava vzorky:

1 /Do jednej z eppendorfiek zo supravy nakvapkajte 5 kvapiek (150pL) extrak&éného
pufra.

2/7Z kultivacie na agare odoberte pomocou ocka koléniu a potom ju suspendujte v
eppendorfke obsahujlcej 150uL extrakéného pufra.

3/ Zavrite eppendorfku.

4 [ Pred pouzitim pre homogenizaciu vortextuijte.

Vykonanie testu:

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

2 /Pomocou pipety zo sUpravy napipetujte 100uL pripravenej zmesi (vzorka musi byt
po Ciernu Ciarku, ktora indikuje, Ze pipeta nasala presne 100uL) do jamky pre vzorku,
ktora je oznacena ,S".

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

POZNAMKA: Neinterpretujte vysledok po 20 minutach, kedZe potom muzete ziskat
falosne pozitivny vysledok.

INTERPRETACIA VYSLEDKU

72N
fof | Negativny vysledok
Pokial sa objavi iba jedna €ervena ciara v kontrolnej oblasti (C):
T vzorka neobsahuje Ziadny MCR-1 enzym, alebo iba Vv
-, nedetekovatelnom mnoZstve, a vysledok je interpretovany ako
NEGATIVNY negathvny.
Pozitivny vysledok
) Pokial sa v kontrolnej oblasti (C) objavi jedna Ciara a jedna Ciara v
C | e testovacej oblasti (T): vzorka obsahuje MCR-1 enzym a vysledok je
interpretovany ako pozitivny.
T |=— POZNAMKA: Intenzita Eervenej Ciary (Ciar) moze byt rozna v
— zavislosti od koncentracie MCR-1 enzymu pritomného vo vzorke.
POZITIVNI Aj slaba ¢iara musi byt povazovana za pozitivny vysledok.
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Neplatny vysledok
[ C Pokial sa v kontrolnej oblasti (C) neobjavi Eervena Ciara, vysledok
testu je neplatny. Najcastejsim doévodom byva nedostatocny
T T objem vzorky alebo nedodrzany pracovny postup. Tiez méze byt

poskodena testovacia sUprava. Test zopakujte s novou kazetou.
Pokial problém pretrvava, supravu uz nepouzivajte a kontaktujte

NEPLATNY distributora.

KONTROLA KVALITY

V teste je zahrnuta internd kontrola kvality. Pokial sa objavi kontrolna ¢iara, potvrdzuje
tato, Ze bolo pouzité dostatocné mnozstvo vzorky a Ze pracovny postup bol dodrzany.
OBMEDZENIA
Tento test je kvalitativnym stanovenim, takZe dostanete iba kvalitativny vysledok.
Tento test sa pouziva s cielom rychlej identifikacie pacientov s rezistenciou na colistin
antibiotika. Ziskané vysledky musia byt potvrdené alternativnymi alebo komple-
mentarnymi diagnostickymi postupmi. Pozitivny alebo negativny vysledok nevylucuje
pritomnost inych mechanizmov antibiotickej rezistencie.
CHARAKTERISTIKY TESTU
Detekény o
Detekény limit bol stanoveny pomocou purifikovaného rekombinantného MCR-1
enzymu a bol stanoveny na 300 pg/mL.

Validacia na referenénej kmerovej banke:

NG-Test® MCR-1 bol hodnoteny na 44 klinickych kmerioch v NRC Kremlin Bicétre Paris
(Narodné referenéné centrum), 123 klinickych kmernoch v ANSES (Narodné agentura
pre zdravotnu bezpecnost) Lyon a 117 klinickych kmernoch v NRC Clermont Ferrand.
Celkovo bolo hodnotenych 284 kmenov.

Skrizena reaktivita:
Vsetky vysledky boli korelované s genotypom kmenov stanovenych PCR analyzou.
NG-Test® MCR-1 detekuje niektoré varianty MCR-2.

Tabul'ka 1: Vysledky ziskané v NRC Kremlin Bicétre

STAV

POZITIVNE | NEGATIVNE CELKOM

POZITIVNE 25 o] 25

NGTEST® | NEGATIVNE| 3 (mcr-2) 16 19

MCR-1 CELKOM | 28 (3 mer-2

detekované) 16 44
CITLIVOST 100% INTERVAL spoLaHLIVOST 95% [86.7% H 100%]
SPECIFICKOST 81.25% INTERVAL sporaHLIVosT 95% [62.4% ; 94.5%]
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Tabulka 2: Vysledky ziskané v NRC Clermont-Ferrand

STAV

POZITIVNE | NEGATIVNE CELKOM

POZITIVNE 17 0o 17

NGTEST" | NEGATIVNE [§) 1 1

MCR-1 00 00

CELKOM 17 100 n7z
cITLivost 100% INTERVAL spoLaHLIvosT 95% [81.6% ; 100%]
SPECIFICKOST 100% INTERVAL spotaHLIVosT 95% [96.3% ; 100%]

Tabul'ka 3: Vysledky ziskané v ANSES Lyon

STAV

POZITIVNE | NEGATIVNE CELKOM

POZITIVNE 59 [*] 59

NGTEST" | NEGATIVNE [§)

MCR 64 64

CELKOM 59 64 123
CITLIVOST 100% INTERVAL spoLAHLIVOsT 95% [93.9% H 100%]
SPECIFICKOST 100% INTERVAL sporaHLIVosT 95% [94.3% ; 100%]

Tabul'ka 4: Celkové vysledky pre MCR-1 ziskané na troch miestach

STAV

POZITIVNE | NEGATIVNE CELKOM

POZITIVNE 101 o 101

NG<TEST® [NEGATIVNE | 3 (mcr-2 180 183

MCR-1 ( )

CELKOM 104 180 284
ciTuvost 100% INTERVAL spoLaHLIvosT 95% [96.3% ; 100%]
SPECIFICKOST 98.3% INTERVAL spotaHLIvosT 95% [95.3% ; 99.4%)]
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USO PRETENDIDO

O NG-Test® MCR-1 é um imunoensaio qualitativo rapido para a detecdo da enzima
MCR-1 em colénia bacteriana obtida a partir de cultura. E um ensaio de diagnéstico in
vitro, apenas para uso profissional, que ajuda na identificacdo rapida de bactérias
resistentes a antibidticos.

RESUMO

A presenca de estirpes bacterianas multirresistentes Gram-negativas representa uma
amea a crescente e global. Estas constituem um aumento de infegées nosocomiais
em meio hospitalar. A Polimixina E (colistina) € um antibiético considerado como uma
Itima linha de defesa contra infecdes causadas por estirpes resistentes.

O aparecimento do gene MCR-1 (resisténcia a colistina mobilizada) no genoma de
plasmideos bacterianos coloca em questdo o uso da colistina.

Este gene foi descoberto pela primeira vez na China em 2011 e esta presente até hoje
em cerca de 18 paises. A disseminagao global € um desafio em termos de seguran a
sanitaria. De facto, o gene MCR-1 que codifica a enzima MCR-1 confere uma resisténcia
antimicrobiana a colistina. Permite a adigdo de um res duo de fosfoetanolamina as
bactérias de lipopolissacar deos (LPS) | pido A e inibe desta forma a ligagdo da
colistina ao LPS, afetando assim o seu mecanismo de funcionamento. Esta enzima de
resisténcia a antibidticos coexiste com outras, como as carbapenemases e as
B-lactamases de espectro alargado, causando um problema dificil de prever.
PRINCiPIO

O NG-Test® MCR-1 é um imunoensaio rapido pronto a utilizar, para a detegao da
enzima MCR-1em colénia bacteriana amostrada num meio de agar sélido apds cultura
(uma noite) e processada num tampao de extracao.

O ensaio é realizado distribuindo a amostra no po o da cassete. A amostra migra em
direcdo ao bloco conjugado e, se presente, as MCR-lenzimas reagem com anticorpos
monoclonais marcados de murganho anti-MCR-1. O complexo migra atravé s da
membrana de nitrocelulose por capilaridade e interage com os anticorpos monoclo-
nais de murganho anti-MCR-1imobilizados na membrana, na regicéo de teste “T".
Alinha de controlo C, é formada por estreptavidina marcada e anticorpos monoclonais
que reagem com biotina-BSA e anticorpos policlonais de cabra anti murganho
imobilizados na membrana.

Se a amostra for positiva para MCR-, ird aparecer uma linha vermelha na regido de
teste “T" e na regido de controlo “C"” da membrana. Caso contrario, apenas ira aparecer
uma linha vermelha na regiao de controlo “C". Caso contrario, apenas vai aparecer uma
linha vermelha na zona de controlo.

REAGENTES E MATERIAIS FORNECIDOS
Cada kit contém:
« 20 Cassetes de teste em bolsas de alum nio com dessecante
« 20 Tubos Eppendorf
« 20 Pipetas descart veis de 100uL
«1Solucdo tampao de extragcdo num frasco de plastico (4,5 mL)
« 1Instrucdes de utilizacdo
MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
Temporizador « Luvas de uso Unico « Ansa « Vortex
PRECAUGOES
« Teste de diagndstico in vitro. Apenas para uso profissional.
« Todas as operagbes devem ser realizadas de acordo com as boas praticas de
laboratario.
« N&o utilize apés o prazo de validade.
« Os dispositivos devem permanecer nas bolsas seladas até que sejam usados.
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« Manuseie as amostras como se fossem potencialmente infeciosas.
« Apos o uso, descarte o dispositivo num contentor de residuos infeciosos.
« Ndo reutilize o dispositivo de transferéncia.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE
Guarde os dispositivos nos seus sacos selados entre 4 e 30°C. Ndo congelar. Os kits séo
estdveis até a data de validade indicada em todos os kits.

CULTURA E AMOSTRAGEM
As amostras a serem testadas devem ser obtidas e manuseadas de acordo com os
procedimentos microbiolégicos padronizados. Uma coldnia ird ser colhida de uma
cultura sélida a base de agar, seguidamente serd suspensa no tampao de extragao
fornecido no kit. E altamente recomendavel utilizar colénias bacterianas frescas para
que o desempenho do ensaio seja o ideal.

Meios de cultura recomendados:

Luria Broth (LB) e dgar LB, agar Trypticase soja (TSA), agar Mueller Hinton (MH) e URI-4,
agar Columbia + 5% sangue de cavalo, agar ChromIDTM ESBL, dgar ChromIDR CARBA
SMART, Drigalski (DRIG).

PROCEDIMENTO OPERACIONAL
1/ Utilizar luvas de protecéo.
2 /Trazer os componentes do kit a temperatura ambiente durante pelo menos 10
minutos.
Preparacéo da amostra
1/ Dispensar 5 gotas (150uL) de tamp&o de extracdo num dos microtubos fornecidos
no kit.
2/ A partir de uma cultura sélida a base de agar, recolha uma colénia com uma ansa e,
em seguida, suspenda-a no microtubo que contém 150puL de tampao de extragao.
3/ Feche o microtubo.
4 | Vortex para homogeneizar a mistura antes de usar.

Execucdo do ensaio

1/ Abra a bolsa e retire o dispositivo. Depois de aberto, use o teste imediatamente.

2 /Usando a pipeta fornecida, adicione 100pL da mistura preparada (a amostra deve
alcancar a linha preta indicada na pipeta para aspirar com precisao 100uL) no pogo da
amostra identificado com "S".

3/ Leia os resultados ap6s 15 minutos e interprete-os como indicado abaixo.

NOTA : Nao interprete os resultados do teste apos 20 minutos, pois estes possivel-
mente podem variar, causando resultados falsos positivos.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

c Resultado negativo
Se apenas aparecer uma linha vermelha na regido de controlo (C):
T a amostra ndo contém a enzima MCR-1 ou nivel ndo detetavel

desta e deve ser interpretado como um resultado negativo.

NEGATIVO
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Tabela 1: Resultados obtidos no NRC Kremlin Bicétre
Resultado positivo

Se duas linhas vermelhas aparecerem, uma na regido de controlo ESTADO
C (C) e outra na regiao de teste (T): a amostra contem a enzima POSITIVO NEGATIVO TOTAL
MCR-1 e deve ser interpretada como um resultado positivo.
T NOTA : A intensidade da(s) linha(s) de teste vermelha pode variar POSITIVO 25 [0} 25
dependendo da concentragdo do nivel de enzima MCR-1 na NGTEST® [NEGATIVO| 3 (mcr-2) 16 19
POSITIVO amostra. Uma linha fraca deve ser considerada como um MCR-
resultado positivo. TOTAL 28 (3 mcr-2 16 4t
detetados)
R Itado invalid SENSIBILIDADE | 100% INTERVALO DE conFianca 95% [86.7% ; 100%]
esu_ ado invalido ~ . ESPECIFICIDADE| 81.25% INTERVALO DE CONFIANGA 95% [62.4% H 94.5%]
[ [ Se a linha de controlo (C) ndo aparecer, o resultado do teste é A L
invalido. Volume de amostra insuficiente ou um procedimento X
T T incorreto sdo os motivos mais provaveis de falha na linha de Tabela 2: Resultados obtidos no NRC Clermont-Ferrand
controlo.
B Pode ter ocorrido deterioragdo do kit de teste. Repita o procedi- ESTADO
INVALIDO isti 3
men't'o usa'ndo um novo teste. Se o prgblgmg persistir, ndo POSITIVO NEGATIVO TOTAL
reutilize o kit e entre em contato com seu distribuidor.
POSITIVO 17 o] 17
CONTROLO DE QUALIDADE NGSTEST® [NEGATIVO 0 100 100
Esta incluido um controlo interno no teste. Quando a linha de controlo se desenvolve, MCR-
confirma que o volume da amostra foi suficiente e o procedimento estava correto. TOTAL 17 100 n7
LIMITA(}()FS . o : . . SENSIBILIDADE | 100% INTERVALO DE coNFIaNcA 95% [81.6% ; 100%]
Eztaentisatteivs um ensaio qualitativo, por isso ndo pode produzir qualquer resultado ESPECIFICIDADE| 100% INTERVALO DE conFianca 95% [96.3% ; 100%]
Este teste deve ser usado como uma ajuda para a identificagdo rapida de doentes com .
resisténcia a antibiéticos colistinicos. Os resultados obtidos devem ser confirmados Tabela 3: Resultados obtidos na ANSES Lyon
com procedimentos de diagnéstico alternativos ou complementares. ESTADO
Um teste positivo ou negativo ndo exclui a presenca de outros mecanismos de
resisténcia a antibidticos. POSITIVO NEGATIVO TOTAL
DESEMPENHO E CARACTERISTICAS POSITIVO 59 ) 59
Limite de detecdo:
O limite de detegédo foi determinado utilizando uma enzima MCR-1 recombinante NSIETE_ST NEGATIVO ° 64 64
purificada e avaliada a 300 pg/mL. TOTAL 59 64 123
Validagdo num banco de estirpe de referéncia: SENSIBILIDADE | 100% INTERVALO DE conFianca 95% [93.9% ; 100%]
O NG-Test® MCR-1 foi avaliado em 44 estirpes clinicas no NRC Kremlin Bicétre Paris ESPECIFICIDADE| 100% INTERVALO DE conFianca 95% [94.3% ; 100%]
(Centro de Referéncia Nacional), 123 estirpes clinicas na ANSES (Agéncia Nacional de
Seguranca da Saude) Lyon e 117 estirpes clinicas no NRC Clermont Ferrand. X . N .
Foram avaliadas um total de 284 estirpes. Tabela 4: Resultados gerais dos trés locais para o MCR-1
Reatividade cruzada: ESTADO
Todos os resultados foram correlacionados com o gendtipo das estirpes determinadas POSITIVO NEGATIVO TOTAL
pela analise de PCR.
O NG-Test® MCR-1 deteta algumas variantes do MCR-2. POSITIVO 101 o 101
Na g ESIT® NEGATIVO| 3 (mcr-2) 180 183
) TOTAL 104 180 284
| SENSIBILIDADE | 100% INTERVALO DE conFianca 95% [96.3% ; 100%)]
|ESPECIFICIDADE 98.3% INTERVALO DE conFianca 95% [95.3% ; 99.4%)]
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