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Szybki test diagnostyczny in vitro do wykrywania
karbapenemaz OXA-48, KPC, NDM, VIM i IMP w hodowli
DO DIAGNOSTYKI IN VITRO

bakteryjnej
WYLACZNIE DO UZYTKU PROFESJONALNEGO .E

Odnosniki: K-15R11, 2x20 kaset, bufor, 20 probéwek i pipety transferowe
I WSTEP

Organizmy wytwarzajgce karbapenemazy (CPO), a dokfadniej oporne na karbapenemy
Enterobacteriaceae (CRE) stanowig powazny problem zdrowia publicznego na catym $wiecie
ze wzgledu na ich szerokie spektrum opornosci na antybiotyki, w tym, oprécz karbapenemow,
na wiekszos¢ klas srodkow przeciwdrobnoustrojowych, a tym samym pozostawiajg bardzo
niewiele opcji leczenia zakazonych pacjentéow. Oprécz CRE, CPO obejmujg réwniez
niefermentujgce pateczki Gram-ujemne (NFGNB), takie jak Pseudomonas aeruginosa i
Acinetobacter baumannii, ktére wykazujg opornos¢ nie tylko na antybiotyki betalaktamowe i na
inne grupy antybiotykéw, ale takze na karbapenemy. Szybkie rozprzestrzenianie si¢ CPO i
genow kodujgcych te opornosci doprowadzito do wybuchéw epidemii w szpitalach i sytuaciji
endemicznych na catym Swiecie.
Rozwdj nowych szybkich testéw diagnostycznych do $ledzenia wzorcéw opornosci na srodki
przeciwdrobnoustrojowe jest uwazany przez migdzynarodowych ekspertéw i organy stuzby
zdrowia za jedno z priorytetowych dziatan podstawowych. NDM i KPC reprezentujg dwie
najbardziej rozpowszechnione karbapenemazy w wielu krajach. Z drugiej strony,
karbapenemazy klasy D typu OXA-48 s3g najtrudniejszymi mechanizmami opornosci
wykrywanymi przez laboratoria kliniczne. VIM wystepuje nie tylko w Enterobacteriaceae, ale jest
réwniez bardzo rozpowszechniona w bakteriach niefermentujgcych. IMP nalezy traktowac¢ jako
potencjalny problem, poniewaz degradujg one nie tylko C3G, ale takze karbapenemowy lek
przeciwdrobnoustrojowy, taki jak Imipenem. Czesto$¢ wystepowania IMP jest najnizsza, z
wyjatkiem Japonii, gdzie jest bardziej rozpowszechniona.
Istniejg fenotypowe testy potwierdzajgce oparte na inhibitorach w celu potwierdzenia obecnosci
karbapenemaz klasy A (KPC) i klasy B (VIM, IMP, NDM). Obecnie ostateczne potwierdzenie
mechanizmu opornosci na CPO opiera sie na testach molekularnych. Testy te sg drogie i moga
by¢ wykonywane tylko w dedykowanym $rodowisku i przez wykwalifikowany personel, co
ogranicza ich bardziej ogélne zastosowanie.
O.K.N.V.l. Test RESIST-5 jest czgscig gamy testéw diagnostycznych oceniajacych opornos$é na
srodki przeciwdrobnoustrojowe Coris BioConcept RESIST.

. ZASADA TESTOW
Testy te sg gotowe do uzycia i opierajg si¢ na technologii membranowej z nanoczgsteczkami
ztota koloidalnego. Nasz zestaw jest przeznaczony do wykrywania i identyfikacji karbapenemaz
z izolatu kolonii bakteryjnej Enterobacteriaceae lub NFGNB wyhodowanych na ptytce agarowe;.
Kazdy woreczek zawiera: 2 kasety z przeptywem bocznym do identyfikacji (i) OXA-48, KPC,
NDM oraz (ii) VIM i IMP.
Identyfikacja OXA-48, KPC i NDM. Membrana nitrocelulozowa jest uwrazliwiona:
(1) przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko karbapenemazie OXA-48 i jej
wariantom (z wyjagtkiem enzyméw podobnych do OXA-163) (linia ,0”)
(2) przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko karbapenemazie KPC (linia ,K”)
(3) przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko karbapenemazie NDM (linia ,N”)
(4) odczynnikiem do wychwytywania kontrolnego (gérna linia ,C”).
Cztery rozne koniugaty nanoczagstek koloidalnego ztota suszy si¢ na membranie: koniugat
skierowany przeciwko drugiemu epitopowi karbapenemazy OXA-48, koniugat skierowany
przeciwko drugiemu epitopowi karbapenemazy KPC, trzeci koniugat specyficzny dla
karbapenemazy NDM i koniugat kontrolny do zwalidowania warunkéw testowych.
Identifikacja VIM i IMP. Membrana nitrocelulozowa jest uwrazliwiona:
(1) przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko karbapenemazie VIM (linia ,V")
(2) przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko karbapenemazie IMP (linia ,|”)
(3) odczynnikiem do wychwytywania kontrolnego (gérna linia ,C”).
Trzy rézne koniugaty nanoczastek koloidalnego ziota suszy sie na membranie: koniugat
skierowany przeciwko karbapenemazie VIM, koniugat skierowany przeciwko karbapenemazie
IMP i koniugat kontrolny.
Gdy dostarczony bufor zawierajagcy ponownie zawieszone bakterie wejdzie w kontakt z
membrang, rozpuszczone koniugaty migrujg z probkg poprzez dyfuzje bierna, podczas gdy
koniugaty i materiat prébki wchodzg w kontakt z unieruchomionymi odpowiednimi
przeciwciatami, ktére sa adsorbowane na pasku nitrocelulozy. Je$li prébka zawiera
karbapenemaze OXA-48, KPC, NDM, VIM lub IMP, odpowiednie kompleksy zlozone z
koniugatéw i OXA-48 lub KPC lub NDM lub VIM lub IMP pozostang zwigzane z ich odpowiednimi
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specyficznymi liniami (OXA -48 : linig ,O0”; KPC : linig ,K”; NDM : linig ,N”, VIM : linig ,V”, IMP :
linig ,I"). Migracja jest kontynuowana poprzez dyfuzje bierng i zaréwno koniugaty, jak i materiat
probki wchodzg w kontakt z odczynnikiem kontrolnym (gérnej linii), ktory wigze koniugat
kontrolny (linia ,C”"), tworzac w ten sposéb czerwona linig.

Rezultat widoczny jest w ciggu 15 minut w postaci czerwonych linii na pasku.

. ODCZYNNIKI | MATERIALY
1. O.K.N.V.I. RESIST-5 (2x20 kaset)
20 szczelnych woreczkéw zawierajgcych dwie kasety z przeptywem bocznym i jeden $rodek
osuszajacy.
Kazda kaseta zawiera jeden uwrazliwiony pasek.
2. Fiolka z buforem LY-D (7 mL)
Roztwér Tris-EDTA zawierajacy NaNs (<0,1%) i detergent.

3. Instrukcja uzytkowania (1)
4. Jednorazowe proboéwki (20)
5. Jednorazowe pipety transferowe (20)

Materiaty zamawiane osobno:
- RESIST-BC (S-1001): zestaw odczynnikéw do posiewu krwi
- ReSCape (S-1002): zestawy odczynnikéw do uzytku z wymazem z odbytu

V. SPECJALNE SRODKI OSTROZNOSCI

- Wszystkie operacje zwigzane z uzyciem testu musza by¢ wykonywane zgodnie z dobrg
praktyka laboratoryjng.

- Wszystkie odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do diagnostyki in vitro.

- Woreczek nalezy otwiera¢ ostroznie.

- Unika¢ dotykania nitrocelulozy palcami..

- Podczas pracy z prébkami nalezy nosi¢ rekawiczki.

- Nigdy nie nalezy uzywa¢ odczynnikéw z innego zestawu.

- Zielone linie wskazujg miejsca adsorpcji odczynnikéw immunologicznych. Podczas testu kolor
zielony znika.

- Jakos$¢ odczynnikéw nie moze byé zagwarantowana po uptywie ich terminu waznosci lub jesli
odczynniki nie sg przechowywane w wymaganych warunkach wskazanych w ulotce.

V. UTYLIZACJA ODPADOW
- Rekawiczki, waciki, probowki i zuzyte urzgdzenia nalezy utylizowa¢ zgodnie z DPL.
- Kazdy uzytkownik jest odpowiedzialny za gospodarowanie wszelkimi wytworzonymi odpadami
i musi zapewni¢ ich utylizacje zgodnie z obowigzujgcymi przepisami.

VI. PRZECHOWYWANIE

- Nieotwarty woreczek mozna przechowywa¢ w temperaturze od 4 and 30°C i zuzy¢ do daty
przydatnosci do uzycia wskazanej na opakowaniu. Po otwarciu woreczka nalezy natychmiast
przeprowadzi¢ test.

- Unika¢ zamrazania urzadzen i bufora.

VII. PRZECHOWYWANIE | POBIERANIE PROBEK

Probki do badan powinny by¢ pozyskiwane i obstugiwane z uzyciem standardowych metod
mikrobiologicznych.

Nalezy upewnié sig, ze probki nie sa traktowane roztworami zawierajgcymi formaldehyd lub jego
pochodne.

Pozywki zbadane i zweryfikowane z pomocag zestawdéw Coris BioConcept RESIT sag
wyszczegdlnione na stronie: https://www.corisbio.com/products/oknvi-resist-5/faq

VIIIL. PROCEDURA
PRZYGOTOWANIA DO TESTU:
Przed wykonaniem testu nalezy pozostawié sktadniki zestawu w nieotwartym opakowaniu
i prébki (w przypadku, gdy ptytka zawierajgca badang kolonig byta przechowywana w
temperaturze 4°C) do zréwnowazenia w temperaturze pokojowej (15-30°C).
Otworzy¢ woreczek i wyja¢ urzadzenie. Po otwarciu woreczka nalezy natychmiast
przeprowadzi¢ test. Wskaza¢ nazwisko pacjenta lub numer prébki na urzadzeniu (jedno
urzadzenie na prébke).

PROCEDURA PRZYGOTOWANIA PROBEK:

Dla wymazoéw z odbytu i posiewdw krwi zostaty ustalone o$wiadczenia dotyczace wydajnosci w
odniesieniu do typdw prébek innych niz kolonie bakteryjne.

W przypadku wymazoéw z odbytu i posiewéw krwi nalezy postepowac zgodnie z procedurg
przygotowania opisang dla odpowiednich zestawdéw (S-1002, ReSCape i S-1001, RESIST-BC)
W przypadku kolonii bakteryjnych zalecamy stosowanie $wiezych kultur agarowych w celu
uzyskania optymalnej wydajnosci testu oraz w nastepujacy sposob:

1. Przygotowac jedng probéwke zbiorcza i doda¢ do probowki 11 kropli buforu LY-D.

2. Pobra¢ bakterie, pobierajac 3 kolonie jednorazowag eza bakteriologiczng i zanurzy¢
ezena dnie probdwki zawierajgcej bufor. Tej samej ezy bakteriologicznej mozna uzy¢ do
pobrania 3 kolonii.

Przed usunigciem ezy dokfadnie wymieszac.
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Uzy¢ pipety transferowej dostarczonej w zestawie i doda¢ 100 pl rozcieficzonej probki
do studzienki na probke kazdej z dwdch kaset oznaczonych (i) NDM, KPC i OXA-48 oraz
(i) IMP i VIM (rozcienczona probka musi osiagng¢ czarng linie wskazang na pipecie
transferowej, aby doktadnie zaaspirowac¢ 100 pL).

6. Pozostawi¢ na 15 minut i odczyta¢ wynik.
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Wyniki dodatnie mozna zgtasza¢, gdy tylko widoczne beda linie testowe i kontrolne.

Nie nalezy bra¢ pod uwage pojawienia si¢ nowych linii po uptywie czasu reakcji.

Wynik nalezy odczyta¢ na jeszcze mokrym pasku.

IX. INTERPRETACJA WYNIKOW

Wyniki nalezy interpretowa¢ w nastgpujacy sposéb dla kazdej z dwéch kaset:

Ujemny wynik testu: czerwonawo-fioletowa linia pojawia sie w poprzek $rodkowego okienka
odczytu w pozycji linii kontrolnej (C). Zadna inna linia nie jest obecna.

Dodatni wynik testu: oprocz czerwonawo-fioletowej linii na linii kontrolnej (C), widoczna
czerwonawo-fioletowa linia pojawia sig¢ w jednej z pozyciji linii testowych (,N” lub ,K” lub ,0”") na
kasecie oznaczonej (i) NDM, KPC, OXA-48 lub w jednej z pozyciji linii testowych (,I” lub ,V”) na
kasecie oznaczonej (ii) IMP i VIM. Intensywno$¢ linii testowej moze sig r6zni¢ w zaleznosci od
ilosci antygendw, a takze rodzaju wariantu obecnego w prébce. Kazda czerwonawo-fioletowa
linia testowa (OXA-48, KPC, NDM, VIM i IMP), nawet staba, powinna by¢ uznana za wynik
dodatni.

Jesli obok znaku ,0” pojawi sie¢ dodatnia linia testowa, probka zawiera warianty podobne do
OXA-48 lub OXA-48. Jesli pojawia sie obok znaku ,K”, probka zawiera warianty KPC; obok
znaku ,N” prébka zawiera NDM; obok znaku ,V”, probka zawiera VIM; a obok znaku ,|” w prébce
obecna jest IMP. Mogg wystgpi¢ kombinacje dodatnich linii testowych.

W tym przypadku prébka zawiera kilka karbapenemaz.

Niewazny wynik testu: Brak linii kontrolnej wskazuje na niepowodzenie procedury testowej.
Nalezy powtdrzy¢ niewazne testy z nowym urzgdzeniem testowym.

Uwaga: podczas procesu suszenia na pozycjach linii testowej moze pojawi¢ si¢ bardzo staby
cien. Nie nalezy tego traktowac jako wyniku dodatniego.
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X. WYDAJNOSC

A. Granica wykrywalnosci
Granica wykrywalnosci okreslona dla oczyszczonych rekombinowanych biatek OXA-48, KPC,
NDM, VIM i IMP zostata oceniona odpowiednio na 0,25 ng/mL, 0,5 ng/mL, 0,0625 ng/mL, 0,23
ng/mL i 0,781 ng/mL.

B. Badanie retrospektywne
Kasety testowe zostaly zwalidowane przez poréwnanie z referencyjng metodg molekularng
(zwalidowane wewnetrznie multipleksowe PCR, w tym sekwencjonowanie) w badaniu
retrospektywnym przeprowadzonym na 164 niepowielonych, kolejnych izolatach klinicznych z
podejrzeniem CPE, pobranych w latach 2013 and 2018 z 78 belgijskich szpitali. Dane dotyczace
wydajnosci sg przedstawione w odniesieniu do catkowitych docelowych karbapenemaz:

Metoda molekularna
Dodatni Ujemny Razem
Test OXA-48

Dodatni 40 0 40

Ujemny 0 124 124

Razem 40 124 164

95% przedziat ufnosci '
Czutosé: 100 % (89,1 do 100 %)
Swoistos¢: 100 % (96,3 do 100 %)
Dodatnia warto$¢ przewidywania: 100 % (89,1 do 100 %)
Ujemna warto$¢ przewidywania: 100 % (96,3 do 100 %)
Zgodnosé: 100 % (164/164)
Metoda molekularna
Dodatni Ujemny Razem
Test KPC

Dodatni 25 0 25

Ujemny 0 139 139

Razem 25 139 164

95% przedziat ufnosci 1

Czutosé: 100 % (83,4 do 100 %)
Swoistosé: 100 % (96,6 do 100 %)
Dodatnia warto$¢ przewidywania: 100 % (83,4 do 100 %)
Ujemna warto$¢ przewidywania: 100 % (96,6 do 100 %)
Zgodnos¢: 100 % (164/164)

" Newcombe, Robert G. "Two-Sided Confidence Intervals for the Single Proportion: Comparison of
Seven Methods," Statistics in Medicine, 17, 857-872 (1998).

Metoda molekularna
Dodatni Ujemny Razem
Test NDM
Dodatni 31 0 31
Ujemny 3 130 133
Razem 34 130 164
95% przedziat ufnosci 1
Czutosé: 91,2 % (75,2 do 97,7 %)
Swoistos¢: 100 % (96,4 do 100 %)
Dodatnia warto$¢ przewidywania: 100 % (86,3 do 100 %)
Ujemna warto$¢ przewidywania: 97,7 % (93,0 do 99,4 %)
Zgodnosé: 98,2 % (161/164)
Test VIM Metoda molekularna Dodatni Ujemny Razem
Dodatni 36 0 36
Ujemny 4 124 128
Razem 40 124 164
95% przedziat ufnosci 1
Czutos¢: 90 % (75,4 do 96,7 %)
Swoisto$¢: 100 % (96,3 do 100 %)
Dodatnia warto$¢ przewidywania: 100 % (88,0 do 100 %)
Ujemna warto$¢ przewidywania: 96,9 % (91,7 do 99,0 %)
Zgodnos$é: 97,6 % (160/164)
Metoda molekularna
Dodatni Ujemny Razem
Test IMP
Dodatni 16 0 16
Ujemny 3 145 148
Razem 19 145 164
95% przedziat ufnosci 1
Czuto$é: 84,2 % (59,5 do 95,8 %)
Swoisto$¢: 100 % (96,8 do 100 %)
Dodatnia warto$¢ przewidywania: 100 % (75,9 do 100 %)
Ujemna warto$¢ przewidywania: 98,0 % (93,7 do 99,5 %)
Zgodnos¢: 98 % (161/164)

O.K.N.V.l. Zestaw RESIST-5 zostat rowniez zweryfikowany przy uzyciu wymazéw z odbytu i
posiewdw krwi.

C. Powtarzalnos¢ i odtwarzalnosé
Aby sprawdzi¢ doktadno$¢ wewnatrz partii (powtarzalnos¢), te same probki dodatnie i roztwor
buforowy poddano obrébce 15 razy na zestawach z tej samej partii produkcyjnej w tych samych
warunkach doswiadczalnych. Wszystkie zaobserwowane wyniki zostaty potwierdzone zgodnie
z oczekiwaniami.
Aby sprawdzi¢ doktadno$¢ miedzy partiami (odtwarzalnos$¢), niektore prébki (pozytywne i
buforowe) poddano obrébce na zestawach z trzech réznych partii produkcyjnych. Wszystkie
wyniki zostaty potwierdzone zgodnie z oczekiwaniami.
XI. OGRANICZENIA ZESTAWU
Test jest jakosciowy i nie pozwala przewidzie¢ ilosci antygenéw obecnych w prébce. W celu
ustalenia diagnozy nalezy wzig¢ pod uwage obraz kliniczny i inne wyniki badan. Dodatni wynik
testu nie wyklucza mozliwosci wystepowania innych mechanizméw opornosci na antybiotyki.
XIl. PROBLEMY TECHNICZNE / REKLAMACJE

W przypadku napotkania problemu technicznego lub jesli wydajnosci nie odpowiadajg tym
wskazanym w tej ulotce dotagczonej do opakowania:
1. Nalezy zapisa¢ numer partii danego zestawu.
2. Jedli to mozliwe, podczas rozpatrywania reklamacji probke nalezy przechowywa¢ w
odpowiednim stanie.
3. Prosze skontaktowac sie z Coris BioConcept (client.care@corisbio.com) lub z lokalnym
dystrybutorem.
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