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

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

RESUME ET PRINCIPE

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

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

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

REACTIFS ET MATERIEL FOURNIS

Chaque kit contient :

« 20 cassettes test en sachet aluminium avec dessicant

« 20 microtubes

« 20 pipettes de 100uL

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

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

PRECAUTIONS

« Test de diagnostic in vitro a usage professionnel.
« Toutes les opérations doivent étre réalisées selon les bonnes pratiques de laboratoire.
« Ne pas utiliser aprés la date d'expiration.
« Les dispositifs doivent rester dans les sachets scellés jusqu'a leur utilisation.
« Manipuler les échantillons commme étant potentiellement infectieux.
« Apres usage, jeter le dispositif dans un conteneur approprié pour déchets infectieux.
« Le dispositif ne doit pas étre réutilisé.
CONSERVATION ET STABILITE
Conserver les dispositifs dans leur sachet scellé entre 4 et 30°C. Ne pas congeler. Les

coffrets sont stables dans leur emballage intact (sachet scellé avec dessicant) jusqu'a
la date de péremption indiquée sur I'étiquette du coffret.

CULTURE ET PRELEVEMENT

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

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

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

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

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

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

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

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

INTERPRETATION DES RESULTATS

Résultat négatif

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

Z—-<0X 0

NEGATIF

Résultat positif

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

zZ—-<0X0n

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

VIM POSITIF

Résultat invalide

C C
K K Si la bande de contréle (C) n'apparait pas ou n'est pas alignée
o o avec la lettre (C), le résultat du test n'est pas valide. Un volume
Y Y d'échantillon insuffisant ou une procédure incorrecte sont les
N N raisons les plus fréquentes de l'absence de ligne de contrdle.
Une dégradation du kit peut avoir eu lieu. Répétez la procédure
INVALIDE

en utilisant un nouveau test. Si le probléme persiste, ne pas
réutiliser le coffret et contacter votre distributeur.

CONTROLE QUALITE

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

LIMITATIONS

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

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

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

4 [ Les Proteus spp. ont tendance a présenter une croissance en nappe sur gélose au
sang, donc seule la surface de |'essaim doit étre touchée avec une boucle au niveau de
3 colonies différentes.

NG-BIOTECH® ZA Courbouton, secteur 1- 35480 GUIPRY - France contact@ngbiotech.com - www.ngbiotech.com

5/ Ce test est qualitatif et ne peut en conséquence fournir un résultat quantitatif.
6/ Ce test doit étre utilisé comme une aide pour l'identification rapide des patients
porteur d'une résistance aux antibiotiques carbapénémes. Les résultats obtenus
doivent étre confirmés par des procédures de diagnostic alternatives ou
complémentaires.

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

PERFORMANCES ET CARACTERISTIQUES

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

Evaluation clinique :

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

Table 1: Resultats obtenus au CNR Kremlin Bicétre!

WGS
POSITIF NEGATIF TOTAL
POSITIF 1o 0] 119
NGTEST c
CARBA-5 NEGATIF 0o 28 28
TOTAL 19 28 147
SENSIBILITE 100% 1C 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICITE 100% IC 95% = 87.9 - 100%
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Spécificité analytique : SYMBOLES
” s : Variants détectés pendant les validations . L. 30°C
Groupe d'organisme Cible 8112 W Contenu suffisant Date d'expiration
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39 20 Pour 20 tests .
Limites de
" 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370, ; PPN O &
OXA-48-like 1 162,163, 181, 204, 232, 244, 245, 370, Dispositif médical _ 4C tempeérature.
) 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793 de Siagnostic Ne pas réutiliser de conservation
Enterobactérales* S (4°C-30°C)
VIM 1,2,4,5,6,1,19, 23, 27,31 in vitro
IMP 1, 4, 6, 8,10, 11,14, 26, 47, 58 Référence
o
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19 LOT| Nedelot du produit
KPC 2,35 Consulter fra s P :
OXA-48-like 181 E:I:i] les instructions Ce test a été développé en collaboration
P avec le CEA*
PseudOfnonas VviM 251 d'utilisation *Le Commissariat a I'énergie atomique et
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14,15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39, aux énergies alternatives est un acteur frangais
46, 56, 63, 71,79 Fabricant majeur de la recherche technologique
NDM 1 et de l'innovation.

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

Variants détectés dans les publications
8; 9;10; 11;12; 13
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14, 19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.

Groupe d'organisme Cible

oxa-ssilike [ oy R ke 615, 517, 1o 455, 795
Enterobactérales* VIM 1,2, 4, 5,6,11,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56, 58, 59
IMP 1,4,6,7,8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VIM 2,5,11
aeruginosa \MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16, 18,19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1

*Dont des souches de: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedlakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganella morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia alcalifaciens, Raoultella
ornithinolytica, Salmonella enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigella boydii, S. sonnei,
Shewanella sp, S.bicestrii, Yersinia enterolitica...

BIBLIOGRAPHIE
La bibliographie se trouve a la fin du document.
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INTRODUCTION

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

SUMMARY AND PRINCIPLE

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

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

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

REAGENTS AND MATERIALS SUPPLIED

Each kit contains :

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

« 20 Disposable pipettes of 100uL
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« 1 Extraction buffer solution in a plastic bottle (4,5 mL)
« 1Instructions for use

MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED
Timer « Single use gloves « Inoculation loop (1yL) « Vortex
PRECAUTIONS

« In vitro diagnostic test. For professional use only.

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

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

« Handle the samples as if they were potentially infectious.

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

« Do not reuse the device.

STORAGE AND STABILITY

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

CULTURE AND SAMPLING

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

Validated culture media:

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

OPERATING PROCEDURE

1/ Wear protective gloves.

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

Preparing the sample

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

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

4 [ Vortex to homogenise the mixture before use.

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

Carrying out the test

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

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

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

Negative result

If only one red line appears in the control region (C): the sample
does not contain any of the indicated carbapenemase (or a
non-detectable level) and must be interpreted as a negative
result.

Z-<0X 0

NEGATIVE

Positive result

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

Z-<0X 0

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

VIM POSITIVE

Invalid result

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

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

QUALITY CONTROL

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

LIMITATIONS

1/ A negative result does not preclude the presence of carbapenemase

producing organisms (example: producing SME, GES, IMI).

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

3 / Some false negative results may occur with Proteus mirabilis tested from blood
agar only.

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

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

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

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

mechanisms of antibiotic resistance.

PERFORMANCES AND CHARACTERISTICS

Detection limit:
The detection limit was determined using purified recombinant enzymes:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL
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Clinical Evaluation:

NG-Test® CARBA-5 was evaluated at the NRC (National Reference Center for
Antibiotic Resistance, Kremlin-Bicétre Hospital, Paris, France). 147 strains were
blind-tested with WGS-characterized B-lactamase content. Among the evaluated
collection, only 2 rare D179Y KPC variants were not detected (KPC-31and KPC-33). This
D179Y impaired the carbapenem hydrolytic activity of the enzyme which cannot be
considered as a carbapenemase, leading also to negative result by biochemical tests.
The sensitivity and specificity of the NG-Test® CARBA-5 was calculated by considering
the KPC-31 and KPC-33 variants as negative results.

Table 1: Results obtained at NRC Kremlin Bicétre

WGS
POSITIVE NEGATIVE TOTAL
POSITIVE 19 [0} 19
NGTEST
CARBA-5 NEGATIVE 0 28 28
TOTAL 119 28 147
SENSITIVITY 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICITY 100% Cl1 95% = 87.9 - 100%
Analytical speci o
: Variants detected during validations
Organism group Target 1512 9
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobactérales*
VIM 1,2,4,5,6,11,19,23,27,31
IMP 1,4, 6,8,10, 11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,79,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 251
aeruginosa IMP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,

46, 56, 63, 71, 79
NDM 1
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Summary of variants detected by NG-Test® CARBA 5 in publications:

Organism group Target Variants dg::;cﬁgt]:l] ;lrz;ﬁ;.lbllcatlons
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
OXa-4o-like | 04456, 4ih, 05, 515, 517, S1o: 535, 795
Enterobactérales* VIM 1,2,4,5,6,11,19,23,26,27, 31, 39,46, 51,52, 54,
IMP 1,4 6,7, 8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,56,7,8,9,1,19
KPC 12,35
OXA-48-like 181
Pseudomonas VviM 2,51
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71, 79
NDM 1

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

Shewanella sp, S.bicestrii, Yersinia enterolitica...

BIBLIOGRAPHY

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

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

SHRNUTI

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

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

DODAVANA CINIDLA A MATERIALY

Kazda sada obsahuje:

« 20 kazet v hlinikovych saccich s vysousedlem
+ 20 mikrozkumavek

« 20 jednorazovych pipet o objemu 100pL

« 1 extrakéni pufr v plastové lahvicce (4,5 mL)
1 navod k pouziti
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POTREBNE, ALE NEDODAVANE MATERIALY
Casovaé » Jednorazové rukavice « Inokulaéni kli¢ka (1uL) « Vortex

OPATRENI

« Diagnosticky test in vitro. Pouze pro profesionalni pouziti.

« VSechny postupy je nutné provadét v souladu se spravnou laboratorni praxi.
» NepouZivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.

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

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

« Po pouziti zafizeni zlikvidujte v kontejneru na infekéni odpad.

« Zafizeni nepouZivejte opakované.

SKLADOVANI A STABILITA

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

KULTURA A ODBER VZORKU
Testované vzorky je nutné odebirat a zachdzet s nimi podle standardizovanych
mikrobiologickych postupu.
Validovana kultivacni média:
Luria bujén (LB) a LB agar, tryptikaza-sdjovy agar (TSA), Mueller-HintonUv agar (MH),
UriSelect™ 4, agar Columbia + 5 % koriska krev, Columbia agar + 5% ovc¢i krev, agar
ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, Drigalski agar (DRIG), CHROMagar™
mSuperCARBA™, TSA + 5 % ovci krev, Mac Conkey, HardyCHROM™ CRE agar.

PROVOZ
1/ Pouzivejte ochranné rukavice.
2 / Komponenty soupravy ponechte pfed pouzitim alespor 10 minut pfi pokojové
teploté.
Priprava vzorku
1/ Nakapejte 5 kapek (150uL) extrakéniho pufru do jedné z mikrozkumavek
dodavanych jako soucast sady.
2 /Z kultury na pevném agaru naplite TuL klicku dotykem (nikoli odebranim) 3 kolonii
a poté ji suspendujte v mikrozkumavce obsahujici 150uL extrakéniho pufru.
3 / Zavrete mikrozkumavku.
4 [ Pfed pouzitim homogenizujte smés ve vortexu.
POZNAMKA: Viskozni/slizniéni kolonie mohou vést k problémim s migraci kvili
Jejich vysoké viskozité. Vychazite-li z viskéznich/slizniénich kolonii, vortexujte
kolonii po dobu 3 minut v extrakénim pufru a pred provedenim testu ji nechte
inkubovat 10 minut pfi pokojové teploté.
Provadéni testu

1/ Oteviete sacek a vyjméte kazetu. Po otevieni test ihned pouZzijte.

2 /Pomoci dodané pipety pfidejte 100uL pfipravené smési (aby bylo mozné presné
aspirovat 100uL, vzorek musi dosahovat k cerné ¢are vyznacené na pipeté) vzorku
dobre ozna¢eného pismenem ,S".

3/ Vysledky vyhodnotté po 15 minutach a interpretujte je dle nize uvedeného postupu.
POZNAMKA: Neinterpretujte vysledky testu po 20 minutdch, protoZze mohou velmi
pravdépodobné zpusobit falesné pozitivni vysledky.
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INTERPRETACE VYSLEDKU

Negativni vysledek

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

Z-<0X0n

NEGATIVNI

Pozitivni vysledek

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

POZNAMKA: Intenzita Gervené &ary (Ear) se muze lisit v zavislosti
na koncentraci karbapenemaz pritomnych ve vzorku. Tenka cara
je povazovana za pozitivni vysledek.

zZz-<0Xn0n

VIM POZITIVNI

c c Neplatny vysledek
K K Pokud se kontrolni linie (C) neobjevi nebo neni zarovnana s
o o pismenem (C), je vysledek testu neplatny. Nedostatec¢ny objem
Y Y vzorku nebo nespravny postup jsou nejpravdépodobné&jsimi
N N davody selhani kontroly.
B Mohlo by dojit k poskozeni testovaci sady. Postup opakujte s
NEPLATNY novym testem. Pokud problém pretrvava, soupravu znovu
nepouzivejte a kontaktujte svého distributora.
KONTROLA KVALITY

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

OMEZENI

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

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

3/ U Proteus mirabilis testovanych pouze na krevnim agaru se mohou objevit falesné
negativni vysledky.

4 [ Proteus spp. ma tendenci vykazovat rojovy rdst na krevnim agaru, proto by se mélo
smyé&kou dotknout pouze na povrchu rojeni ve 3 rUznych koloniich. Tento test je
kvalitativni test a nepfindsi zadné kvantitativni vysledky.

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

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

7 / Pozitivni ani negativni vysledek testu nevyluéuji pfitomnost jinych mechanisma
antibiotické rezistence.

VYKON A VLASTNOSTI
Detekéni limit:
Detekéni limit byl stanoven pomoci purifikovanych rekombinantnich enzym:
KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL
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Klinické hodnoceni:

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

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

Tabulka 1: Vysledky ziskané v NRC Kremlin Bicétre™

WGS
POZITIVNI NEGATIVNi CELKEM
POZITIVNI n9 o 1n9
NG-TEST® 7
CARBA-5 [NEGATIVNI [} 28 28
CELKEM 1o 28 147
SENZITIVITA 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICITA 100% Cl 95% = 87.9 - 100%

Analyticka specificita:

Bakterie Cilova Varianty zjiSténé analyticky a ve
skupina validacich 8;11;12 |
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162,163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobactérales*
VIM 1,2,4,5,6,11,19,23,27,31
IMP 1,4, 6, 8,10, 11, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,1,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 251
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1
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Souhrn variant detekovanych pomoci NG-Test® CARBA-5 v publikacich:

Bakterie sﬁﬂg‘lﬁa Varianty gglgs;t%?ﬁ;\{z?gbllkamch
KPC 2,3, 4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
oxassilike | 08 G35, g1s, 517, o1o. 835, 795
Enterobactérales* VIM 12,4,56119,23, ésé 3:7!;31, 39, 46, 51, 52, 54,
IMP 1,4,6,7,8,10, 11, 14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VIM 2,5,11
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71, 79
NDM 1

*vCetné nékterych: Citrobacter.braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedlakii, Enterobacter aerogenes,EE.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganella morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia alcalifaciens, Raoultella
ornithinolytica, Salmonella enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigella boydii, S. sonnei,

Shewanella sp, S.bicestrii, Versinia enterolitica...

BIBLIOGRAFIE

Bibliografii naleznete na konci dokumentu.

SYMBOLY
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@ Deutsch

VERWENDUNG

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

ZUSAMMENFASSUNG UND PRINZIP

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

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

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

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

Jedes Test-Set enthalt:

« 20 Testkassetten in Aluminiumbeuteln mit Trockenmittel
« 20 Mikroréhrchen

« 20 Einmalpipetten 100pL

« 1 Extraktionspufferlésung in Kunststoffflasche (4,5 mL)
«1Bedienungsanleitung

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN
Stoppuhr « Einweghandschuhe « Impése (1uL) » Vortexmischer

VORSICHTSMASSNAHMEN

« In vitro-Diagnostiktest. AusschlieBlich zur professionellen Anwendung.

« Alle Verfahren sind gemanB den Grundsatzen der Guten Laborpraxis durchzufihren.

« Nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

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

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

« Produkte nur einmal verwenden.

LAGERUNG UND STABILITAT

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

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

ARBEITSANWEISUNGEN

1/ Schutzhandschuhe tragen.

2/ Die Set-Bestandteile fir mindestens 10 Minuten auf Raumtemperatur bringen.
Vorbereitung der Probenentnahme

1/5 Tropfen (150uL) des Extraktionspuffers in eines der mitgelieferten Mikroréhrchen
geben.

2 /Befillen Sie von einer festen Agarkultur eine 1 pl-Ose, indem Sie 3 Kolonien
berlhren (nicht einsammeln), und suspensieren Sie sie dann in das Mikroréhrchen mit
150uL Extraktionspuffer.

3 / Mikrordhrchen verschlieBen.

4 [ Vor der Verwendung die Mischung im Vortexmischer homogenisieren.

HINWEIS: Viskose/schleimige Kolonien kénnen aufgrund ihrer hohen Viskositét zu
Migrationsproblemen fiihren. Wenn Sie dhfliissige/schleimige Kolonien haben,
schutteln Sie eine Kolonie 3 Minuten lang im Extraktionspuffer und lassen Sie sie 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubieren, bevor Sie den Test durchfiihren.
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Durchfiihrung des Tests

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

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

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

[+
K Negatives Ergebnis
o Erscheint nur eine rote Linie in der Kontrollregion (C): Die Probe
‘I’ enthalt keine der angegebenen Carbapenemasen (oder einen
N nicht nachweisbaren Gehalt) und ist als negatives Ergebnis zu
NEGATIV werten.
Positives Ergebnis
=\ Erscheint eine rote Linie im Kontrollbereich (C) und eine oder
K mehrere Linien in den Testbereichen K, O, V, | oder N, enthalt die
o Probe eine oder mehrere Carbapenemasen. Die ist als positives
Y Ergebnis zu werten.
N { ) HINWEIS: Die Intensitat der roten Farbe der Testlinie(n) kann je nach
VIM POSITIV Konzentration der in der Probe enthaltenen Carbapenemasen
variieren. Eine schwachrote Linie ist als positives Testergebnis zu
betrachten.
c c Ungliltiges Ergebnis
K K Erscheint die Kontrolllinie (C) nicht oder ist sie nicht an dem
o o Buchstaben (C) ausgerichtet, ist das Testergebnis ungultig.
Y Y Unzureichendes Probenvolumen oder eine falsche Durchfihrung
N N sind die wahrscheinlichsten Grinde fur das Ausbleiben der
. Kontrolllinie. Gdf. ist das Test-Set beschadigt. Wiederholen Sie den
UNGULTIG Vorgang mit einem neuen Test. Besteht das Problem weiter,
verwenden Sie das Set nicht erneut und setzen Sie sich mit lhrem
Handler in Verbindung.
QUALITATSKONTROLLE

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

EINSCHRANKUNGEN

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

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

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

4 [ Proteus spp. neigen zu schwarmartigem Wachstum auf Blutagar, daher sollte nur
die Oberflache der Schwarme von 3 verschiedenen Kolonien mit einer Ose berihrt
werden.

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

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

LEISTUNGEN UND EIGENSCHAFTEN

Nachweisgrenze

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

Klinische Validierung

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

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

GESAMTGENOMSEQUENZIERUNG
POSITIV NEGATIV GESAMT
POSITIV 119 (o] 119
NGTEST®
CARBA-5 NEGATIV 0 28 28
GESAMT 19 28 147
SENSITIVITAT 100% Cl1 95% = 96.9 - 100%
SPEZIFITAT 100% Cl1 95% = 87.9 - 100%
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Analytische Spezifitat:

NG<TEST7CARBA-5

Zusammenfassung der von NG-Test CARBA 5 in Veréffentlichungen

detektierten Varianten:

Organismus Gruppe Ziel Detektierte Vaz-;lg?lr‘\)g%r;\]izr;\gublikationen
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35,39, 78, 79.
oxassiike | GuIoRd I 85 S, 517, 510, 535, 7%
Enterobactérales* VIM 1,2,4,5,6,11,19, 235, 26,27, 3 39, 46, 51, 52, 54,
IMP 1,4,6,7,8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 251
aeruginosa IMP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1

SYMBOLE
Organismus Gruppe Ziel Analytisch und in Validierungen Inhalt ichend e
detektierte Varianten 8;11;12 | W fr;' ;0 _all_us:elc en Verfalldatum Lagerung
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39 20 TUr ests o
OXA-48-like 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370, . . “c
405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793 Fur In-Vitro- Einmalige Bedienungsan-
Enterobactérales* Diagnostik A
vVIM 1,2,4,5,6,11,19, 23,27, 31 9 Verwendung -leitung lesen
IMP 1, 4, 6, 8,10, 11, 14, 26, 47, 58 LOT Chargennummer Referenznummer “ Hersteller
NDM 1,3,4,5,6,7,9,1,19 I_,
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 251
aeruginosa IMP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18,19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

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

LITERATUR
Das Literaturverzeichnis befindet sich am Ende des Dokuments.
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@ EANAnvika

EIZArQrH

To NG-Test® CARBA-5 eival pla taxeia in vitro StayvwoTikn TeXViKA, povo yla
enayyeAgatikr xpnon. Eivat pia omTiKA, TOAVETUAEKTIKY) AVOCOXPWHATOYPAPLKY
(mAeuptkng ponig) moooTikn dtadkacia yla tTnv avixvevon Kat dlagpopornoinon Twv mévie
IO KOWVWV olKoyevelwv kapBamevepacwv (KPC, OXA-48-like, VIM, IMP kat NDM) arnd
TapayopeEVEG KApPPBAMEVEUACES, TWV AVBEKTIKWY KaBapwv amolkiwy Enterobacterales
(nepapBavopévou Escherichia coli kau Klebsiell: ) kat Pseudc aeruginosa
O€ VOOOKOUELAKO TIEPLBAAAOV.

NEPIAHWH KAI APXH AEITOYPTIAZ

Ot B-AaKTdpeg eival avTiBLOTIKA TPWTNG YPAUHAG yia Tnv Bepaneia AOHWEEWY Tou
mpokahovvtat and EvtepoBaktrpia. QoTOCO, N AMOTEAECHATIKOTNTA TOUG EXEL
apeopnTNBel ano tnv napaywyn BaktneLaKwy ev{OHWY, YVWoTwY we B-AaKTapdceg, Td
omoia VdPOALOLY ToV SAKTUALO TNG B-AAKTAUNG KAl adpavomolovv To avTiBLoTiko. Ot
B-AOKTAPACEG PTIOPOLV VA KATNYOPLOTIOINBOUV OE TEGOEPLG KATNYOPIEG OUHPWVA IE TNV
Tagvopunon tov Ambler: ot katnyopieg A, C kat D eivat B-AakTapdoeg pe oepivn 0To
€vePYO KEVTPO, EVW N KATNyopid B, €Miong yvwoTr Kat wg HETAANO-B-AAKTapAoeG 1 MBLs,
€XEL EVEPYO KEVTIPO €EAPTWHEVOL WeudapyLpou. 'Yotepa amd Tnv eloaywyn Twv
B-AGKTAUIKWY QVTIBLWTIKWY 0 €Upeia KAWVIKN TIPAKTIKN, TO €0pog AeLToupyiag Twv
B-AaKTapacwv €xel auéndel. B-AakTapdoeg pe ekTeTapévo @dopa dpdong (ikaveg va
VSPOAVOLY  OEVHLVO-KEPANOOTIOPIVEG, Kal HOVOPBAKTAPEG, GAAG OXL KEQAPUOIVEG 1
KAPPAMEVEPEG), YVWOTEG WG PB-AAKTAPAOEG eKTeTapévou @dopatog r ESBLs,
€PPAVIOTNKAV OE VOOOKOUELAKO TEPIBAAAOV Tn Sekaetia tou 1980 kat €ywe Tio
ouvnBLlopévo otnv KowotnTa Tn dekaetia Tou 1990 Kal oTIG apxeg TG SeKAETIAq Tou
2000 kat oxeti¢ovtat pe tnv owkoyevela CTX-M Twv ESBLs. Mpdopata, ot B-Aaktapdoeg
HE TNV KavoOTNTA va LEPOALOLY Ta AVTIRLOTIKA KAPBATEVEUNG KAl TIG TIEVIKIAIVEG, TIG
KEPAAOOTIOPIVEG KAl TOUG TIAPAYOVTEG HOVOBAKTAUNG (YVWOTEG WG KapPBamevepdoeg)
€xouv avgnBei oe emmoAacpo Kat £xouv eamwBei aykoopiwg. Mapadeiypata anod tig
o Sladedopéveg kapBanevepdoeg mou Bpiokovtal ota EvtepoBaktripla gival ot KPC
(katnyopia A), ot petalo-B-Aaktapdceg IMP, VIM kat NDM (katnyopia B) kat éviupa
TOTou OXA-48 (KAdon D).

Y& ouvOLAOHO PE TIG KALVIKEG TIANPOPOPIEG KAl TIG CUUTIANPWHATIKEG SlAyVWOTIKESG
Sladikaoieg, n xprion Tou NG-Test® CARBA-5 0TO £pYAOTHPLO TIAPEXEL TTANPOPOPIES YLa
TNV avevpeon KATAAANANG QVTLHKPOPLOKAG BEPAMEVTIKAG AYWYNG KAl oTnv €ykaipn
AP anopdcewy Kat SpAcEWY TIOU APOPOLY OTOV EAEYXO ANOLHWEEWY

To NG-Test® CARBA-5 eival pla in vitro  taxeid KAl OMTIKMA,  TIOAUTIAEKTIKN
QavooooXPWHATOYPAPLKH doKLpacia Tmov avixveveL €vav i TIEpLOCOTEPOULG AMO TOUG TIEVTE
KowoUg TuToug kKapBarnevepacwy (KPC (K), 0XA-48-like (0), IMP (I), VIM (V), NDM (N), oe
Baktnplakég amowkieg. H AUon Twv KUTTAPWV yivetal pe vypd PuBHLOTIKO StaAupa
€KXUALONG, OTaV avaplyvueTal Pe TIG amMOlKieg. MOVOKAWVIKA avTiowpatd Tou
avayvwpifouv pepovwpéva Kabepia amnod TG MEVTE KapBAMEVEPAOES AKLVNTOTIOLOOVTAL O
Hia HEPBPAVN VITPOKLTTAPIVNG. £TO TAAK{BLO GUTELENG LTIAPYXOLY EAEVOEPA HOVOKAWVIKA
avTiowpata Kat eivat onpacpéva pe KoAoELS Xpuoo. Me Tnv PooBrKn TwY AroLKLWY oL
oToieg £X0OUV avapLxBei pe To PUBULOTIKO SLahupa eKXUALONG 0To TAaKibLo Tou deiypatog,
n TPLXoedng dpacn TG viTpokuTTapivng TpaBd To Seiypa péca amod Ta KNTIKA
QVTLOWHATA KAl aKLVNTOTIOLEL TA AVTIOWHATA 0T SOKLPACTLIKN Tawvia. Ta akvntomotnuéva
aVTIOWHATA €AEYXOU OKLVNTOTIOLOOV TA KWNTIKA avtiowpata mov damnotiouv To
TAaKidLo Tou SeiypaTog Kal Tn VITPOKLTTApivn Xwpig va deopebovtal oe AANES YPAULES
NG doKLuNG. OETIKO anNoTéNEOA TIPOKUTITEL OTav oTNV TiepLoxn eAEyxou (C) epgpavidetat
Hla KOKKLVN YPAppn Kat oTig meploxeg TG dokwng (K, O, V, I i N) epgavidovtal pia n
TIEPLOCOTEPESG YPAHHEG, EVW UTIOBELKVUEL OTL TO Selypa TEPLEXEL pia 1) TIEPLOCOTEPES
KapBanevepdaoes. ApvnTIKO anoTEAEoHA TIPOKUTTEL OTAV TIAPATNPELTAL HOVO N YPAUHN
€AEYXOU Kal LTIOSELKVVEL OTL TO deiypa dev epLEXeL kapia anod Tig 5 KapBaneveaoes. Av
N YPappn eAEyX0ou Hev epPaVIOTEL TO AMOTEAECHA TNG SOKLUNAG €ivat Akupo.
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ANTIAPAXTHPIA KAI MAPEXOMENA YAIKA

Kaee kit mepLéxeL:

+ 20 KAoETEG SOKLUNG OE GAKOUAAKL AAOLLVIOU PE ENPAVTLKI ovaid
+ 20 pikpoowAnvdpta

« 20 TUMETEG piag xpriong Twv 100pL

« 1 PuBpLoTiko StdAupa ekXUALONG o€ TIAAOTIKN PLAAN (4,5 mL)

+1 08nyieg xpriong

YAIKA MOY AMAITOYNTAI AAAA AEN MAPEXONTAI

XpovopeTpo « FavTia plag xpnong « Kpikog evopBauiopon (1uL) « Vortex
MPO®YAAZEIX

* In vitro SLayvwoTikn dokur. Movo yia emayyeApaTikr xprnon.

+'OAeg oL Slepyaoieg PEMEeL va Sle§dyovTal cOPPWVA PE TNV 0pBI EPYACTNPLAK TIPAKTIKT.
+ Na pn xpnotyornoleitat HeTa tTnv nEepopnvia AEng.

+ OL CUOKEVEG TIPETIEL VA TIAPAPEVOLY OTA GPPAYLIOHEVA GAKOVAAKLA PEXPL Va
Xpnotyorotneouv.

+ 0 elplopdg Twv SelyPdTwy va yivetal oav avtd va ATav duvnTikd HOAUCHATIKA.

+ META TN Xpron, arnoppiYTe T CLOKELN O SOXEIO HOAUCHATIKWY ATOBAATWV.

* Mnv emavaypnoLoTOLELTE TN CUOKEULN.

®YAAZH KAI ZTAGEPOTHTA

ATOBNKEVOTE TIG OUOKEVEG OTA OPPAYLOHEVA OAKOUAAKLA TOug peTagy 4 kat 30 °C. Mnv
Katapuxete. Ta kits eival otabepd otnv ABIKTN OLOKeLAsiA TOUG (PakeANioKOG pe
€NPavTikn ovoia) PEXPL TNV NEEPOPNVia AENG TIOL avaypAPETAL EMAVW OE KAOE Kit.

KAAAIEPTEIA KAl AEIFTMATOAHYIA

H Afypn Kat o Xelplopdg Twy detypdtwy mov Ba eheyxBoulv Ba pEMEeL va yivovTtal cupPwva
He TG mpoTuTeg dladikaoieg TnG HikpoBLloAoyiag.

Emukupwpéva péoa KaAALEPYELAG:

OpenTikd LALKO Luria (LB) kat dyap LB, dyap pe Tpumtikdon kat cdywa (TSA), dyap
Mueller Hinton (MH), UriSelect™ 4, dyap Columbia + aipa akdyou 5 %, ayap Columbia +
5% aipa mpopdtou, ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, ayap Drigalski (DRIG),
CHROMagar™ mSuperCARBA™, TSA + aiga mpoBdtou 5 %, Mac Conkey, ayap
HardyCHROM™ CRE.

AIAAIKAZIA AEITOYPTIAZ

1/ ®opEoTE MPOOTATEVTIKA YAVTLA.

2/ApnoTe Ta mMeplEXOpPEVA TOU Kit va AMOKTACOUV Tn Oeppokpacia dwpatiov yua
TouAdxtoTov 10 Aemtd.

MNposTolpacia tov deiyparog

1/ Aocopetpriote 5 otayoveg (150pL) puBpLOTIKOD SLaAbpatog ekxUALONG OE €vav amno
TOUG ULKPOOWANVEG TIOL TIAPEXOVTAL OTO Kit.

2/ An6 otepen - dyap KaAALEpyeLa, taipvoupe deiypa ayyidovtag 3 amolkieg Je Tov Kpiko
OyKkou TuL (Ot OAN TNV TOCOTNTA TOUG) KAl TIG SLANDOUKE GTO HIKPOCWANVA TIOU TEEPLEXEL
150pL StaAupa ekXUALONG.

3 /KAeioTe ToV PIKpOoWAva.

4 [ Avapei€te og avapeikTn TOTOL vortex.

THMEIQIH: Ot §wdelg/ PAevvwbdels amoikie¢ pmopel va odnyricowv ot mpoPArpata
petakivinong, Adyw Tov uwnAol 1§wdous Toug. Otav Eekvdte amo 1§WSeLG/BAEVVOyOveES
amnolkieg, avabeloTe yia 3 AeTTd pia amotKia oTo puBULOTIKO SIAAUMA EKXUALONG Kal aprioTe
™V va enwactei yia 10 Aentd oe Beppokpacia Swiatiov mptv eKTEAECETE T oK.
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Ae€aywyn dokipng

1/Avoi€te Tov @dkeho Kal BydAte tn CLOKELH. META TOV AVOLypa, XPNOLUOTOLOTE
apéowg TN dokuun.

2 /Mg xpnon g mapexopevng TUMETAG, TPocBeote 100pL TOU TAPACKELACHEVOU
pelypatog (to Seiypa mpENeL va TAveEL 0Tn padpn ypappn Tou gaivetal oTtny TneTa yia
akpBry avappdpnon 100pL) oto BoBpio Tou delypatog pe Tnv €voeLgn «S».

3/ AwaBdote Ta anotehéopata oe 15 AeTTA KAl EPUNVEVOTE TA COPPWVA HIE TA TIAPAKATW.

THMEIQZH: Mnv epunvevete Ta amoteA£opara Twv SOKIPWV HETA To mMEpAg Twv 20
AenTwy, kKabuwe givat ToAU mOavov va mpoKaAouv Weuduwg BETIKG anoTeAEopata

EPMHNEIA TOY AMOTEAEZMATOX

c
K ApPVNTIKO anoTtEAecpa
o Av @aiveTal povo pia KOKKLVN ypappn otnv meploxn eAéyxou (C): To
v Oelypa Oev meplExel omOAdATOTE aAMO TIG EVOELKVUOUEVEG
,', Kapﬁansvsudcsq ® 'ﬁP'lUKOVTCll ge pn 'ClVlXVSL'JUluG enineda) kat
APN_‘HTIKO TIPETIEL VA EPUNVEVTEL WG APVNTIKO AMOTEAECHA.
OeTIKO amoTEAECHA
¢ (=) Av @aiveTal pia KOKKN ypapprn otny rieptoxn eAéyxou (C) kat pia
K QPKETEG YPAUUEG OTIG TIEPLOXES TNG Sokung K0, V, I, N: to deiyua
o TIEPLEXEL Pia 1 APKETEG KAPPBAMEVEUAOEG KAl TO AMOTEAECHA TIPETEL
Y va eppnveuTel wg BETIKO
L ) IHMEIQXH: H évtaon tng (Twv) ypappnig(-wv) tng dokng propsi
VIM OETIKO va ToLKiAeL avdloya HE T CUYKEVTPWON TNG KapPRamnevepdong mou
umdpxet oto deiypa. Miwa acBeviiq ypappn Ba mpemet va Bewpeitat
BeTIKO anotéAeopa.
c c Akupo anoTtEAEoHa
K K Av otnv meploxri eléyxou (C) dev eppavidetar €vdelgn n dev
o o evBuypappideTal pe to ypdppa (C), To amotéleoua tng dokiaciag
Y Y elvat pn éykupo. O avemapkng Oykog Selyuatog n n eopalpeévn
N N Sladikaoia eivat ot o TwBavoi Aoyol yia Ty actoxia NG YPappng
AKYPO eAéyxou. Mropel va €xel eméNBel aAloiwon Tou Kit TG SOKIUNAG.

EnavaldBete ™ Suadikacia xpnotomowwvtag pia véa Sokiun.Av To
TPABANHA EPPEVEL, PNV EMAVAYPNOLLOTIOLELTE TO Kit KAt ETUKOWVWVELOTE
€ TOV TOTUKO Slavopea.

EAETXOX MOIOTHTAX

H dokiur mepAapBavel EoWTEPLKO EAeyxXo TOLOTNTAG. Me TNV avamTugn g YPappng
eNéyxou, emBeBatwvetal n endpkela Tou dykou Tou Seilypatog kat n opBoTNTA TNG
Sladikaoiag.

MEPIOPIZMOI

1/ 'Eva apvntikd amotéleopa dev amokAeiel v OTapgn opyaviopwy Tou Tapdyouv
KapPanevepdoeg (tapadetypa: va apdyouvv SME, GES,|IMI).

2 / Eopalpéva apvnTiKd anoTeAEopaTa PMopel va ToKOWouv e TIOANATIAEG avaKaANLEPYELEG
£VOG ATOHOVWOEVTOG BAKTNPIOL XWPIG ETUAEKTIKT TUEDT).

3/ Kdmola eopalpéva apvnTiKa anoTeEAEOHATA UTIOPEL VA TIPOKOYOUV KATA Tr SOKLKF TOu
Proteus mirabilis 16vo amno atgatovyo dyap.

4 [ Ta BakTrpla Tou €i60uG Proteus TEIVOUV va EUPAVIZOLV EPTIVOHO GE ALHATOUXO Ayap,
OTOTE POVO N ETUPAVELD TwV OHAdWY Ba TpEMeL va ayyiletal pe Tov Kpiko, oe 3
SLAPOPETIKEG BECELS.
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5/Avtn n Gokwn arotelei Mootk dokipacia kat dev amodidel Kavéva TOCOTIKO
anotéAeopa.

6/ Autr) n dokuur) Ba TPETEL va XPNOLHOTIOLELTAL ETIKOUPIKA yla TV Taxeia avayvwplon
aoBevWwVY PE avToxr O aVTIBLOTIKA TNG KapBameveépng. Ta arnoTeAEoHATA TIOV TIPOKUTITOUY
TPEMEL va  emPBePALVOVTAL PJE  EVONNAKTIKEG 1) CUPTANPWHATIKEG  OLAYVWOTIKES
Sladikaoieg.

7/ Mwa BeTIKA 1 Pla apvnTikr Sokiur dev amokAeiel TNV mapoucia AAAWY HNXavICHWY
QVTOXNG OE QVTLRLOTIKA.

EMIAOZEIX KAl XAPAKTHPIZTIKA

‘Opto avixvevong:

To 6pLo avixveuong TPOadLOPIOTNKE HE XPrON KABAPLOUEVWY aVACUVOUACHEVWY
evV{OpWV:

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

To NG-Test® CARBA-5 aloloynenke oto NRC (EBviko KEvTpo avapopdg yla tnv
Avtoxn ota AvtiBloTikd, Noookopeio Kremlin-Bicétre, Mapiot, MaAAia). Eytve TupAr dokipn
147 oTeAEXWV yla TIEPLEXOPEVEG B-AAKTAPACES, OL OTIOLEG Xapaktnpiotnkav pe WGS. Ao
v a&lohoynBeioa cuANoyR, povo 2 omtavieg apaliayeg D179Y mapallayn, HELWWVEL TNG
KPC 6ev avixveutnkav (KPC-31 kat KPC-33). Autii n D179Y amopetwvel TNV UOPOAUTLKN
Spdon Ttou eviuPou emi TNG KapRamevéung Kat To €viupo dev propel va BswpnBel
KapBaneveudon Kat eniong odnyei oe apvnTiko anoTeNeopa og BLOXNUIKEG SOKIUES. H
eualobnotia kat n edIkoTNTa ToL NG-Test® CARBA-5 LTIOAOYIOTNKAV BEWPWVTAG TIG
mnapalayeg KPC-31 kat KPC-33 w¢ apvnTikd anoteAéopata.

Mivakag 1:AnoteAéopata rov eAfpdnoav oto NRC Kremlin Bicétre!

WGS
OETIKO APNHTIKO ZYNOAO
OETIKO 119 o) 119
NGTEST®
CARBA-5 APNHTIKO (o] 28 28
ZYNOAO 19 28 147
EYAIZOHIIA 100% AE 95% = 96.9 - 100%
EIAIKOTHTA 100% AE 95% = 87.9 - 100%
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NGTEST/CARBA-5

Zovoyn Twv rapalAaywy Ttov avixvebovtat and to NG-Test® CARBA-5

o€ dnuootevoelg:
o : 3 ITEAEXOL IOV AVIXEVONKAV GE SNPOCLEVGELG
Opadeg opyavicpwv IT0x0G oo
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35,39, 78, 79.
: 48,162,163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobactérales™ VIM 1,2, 4,5, 6,11,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56, 58, 59
IMP 1,4,6,7,8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VIM 2,51
aeruginosa IMP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63,71, 79
NDM 1

BIBAIOTPA®IA
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*epINaPBavet: Citrobacter braakii, C. freundii, C. koseri, C. sedlakii, Enterobacter aerogenes, E.
asburiae, E. cloacae, E. cloacae complex, Escherichia coli, E. hermanii, Klebsiella aerogenes, K.
variicola, K. ozaenae, K. oxytoca, K. pneumoniae, Kluyvera ascorbate, Morganella morgannii, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, P. rettgeri, Pantoea species, Providencia alcalifaciens, Raoultella
ornithinolytica, Salmonella enterica, S. senftenberg, Serratia marcescens, Shigella boydii, S. sonnei,
Shewanella sp, S.bicestrii, Yersinia enterolitica...

H BiBAtoypaepia Bpioketal aTo TENOG TOU EYYPAPOU.

Nivakag 1:AnoteAécpara mov eAfpOncav oto: SYMBOAA
: . 3 MapaAAay£G TTov EVTOTIGTNKAV avaAuTIKa .
Opadeg opyavicpiv It6X0¢ K OF TAUTOTIOLGELL 8 T1; 12 W g:stsﬁgzlsevo yia 20
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39 20 Haoteg
i 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370, in vitro
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793 BlayVWoTIKG
Enterobactérales* .
ViM 1,2,4,5,6,11,19, 23,27, 31 LatpotEXVoAOyIKG
ooV
IMP 1,4, 6,8,10, 11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19 i i
KPC s LOT/| Aetepéc naptidag
OXA-48-like 8
Pseudomonas VIM 2,51
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

Hpepopnvia
Aigng
Na pnv

£MAVAXPNOLHOTL
oteita

Avagopad
Katahdyou

30°C
‘Opo
Beppokpaciag
4°C

Ijil TUpPBOUAEUTEITE TIG
odnyieg xpriong

I Kataokevaotig
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INTRODUCCION

NG-Test® CARBA-5 es un ensayo de diagndstico in vitro rapido, solo para uso profesional.
Es un inmunoensayo (lateral flow) visual, y multiple para la deteccién cualitativa y la
diferenciacién de las cinco familias de carbapenemasas mas comunes (KPC,
OXA-48-like, VIM, IMP y NDM) desde colonias bacterianas puras, no susceptibles,
productoras de carbapenemasas en Enterobacterales (incluyendo Escherichia coli 'y
Klebsiella pneumoniae) y Pseudomonas aeruginosa en centros sanitarios.

RESUMEN

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

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

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

Cada kit contiene:

« 20 cartuchos de prueba en bolsas de aluminio con desecante

« 20 microtubos

« 20 pipetas desechables de 100uL

«1soluciéon tampdn de extracciéon en un frasco de plastico (4,5 mL)
«1modo de empleo

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

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

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

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

« Manipule las muestras como si fueran potencialmente infecciosas.

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

« No reutilice el dispositivo.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

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

CULTIVO Y TOMA DE MUESTRAS

Las muestras que analizar se deben obtener y manipular segin los procedimientos
normalizados de microbiologia.
Medios de cultivo validados:
Caldo Luria (LB) y agar LB, agar tripticasa de soya (ATS), agar Mueller Hinton (MH),
UriSelectTM 4, agar Columbia + 5% de sangre de caballo, agar Columbia + 5% de sangre
ovina, agar ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, agar Drigalski (DRIG),
CHROMagarTM mSuperCARBATM, ATS + 5% de sangre de carnero, Mac Conkey, agar
HardyCHROM™ CRE.

PROCEDIMIENTO DE OPERACION
1/ Lleve guantes de proteccién.
2/ Lleve los componentes del kit a temperatura ambiente durante al menos
10 minutos.
Preparacién de la muestra

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

2/ De un cultivo de agar sélido, rellene un asa de 1L tocando (no cogiendo) 3 colonias,
y suspéndalas en el microtubo conteniendo 150uL de tampdn de extraccion.

3/ Cierre el microtubo.

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

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

Realizacion de la prueba

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

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

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

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

c
K Resultado negativo
o Si s6lo aparece una linea roja en la zona de control (C): la muestra
‘I’ no contiene ninguna carbapenemasa de las indicadas (o contiene
N una concentracién indetectable) y se debe interpretar como

o resultado negativo.
NEGATIVO 9

Resultado positivo

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

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

VIM POSITIVO

Resultado no valido

C C
K K Si no aparece la linea de control (C), o si no esta alineada con la letra
o o (C), el resultado de la prueba no es valido. Las razones mas probables
Y Y de que la linea de control no aparece son un volumen de muestra
N N insuficiente o un procedimiento incorrecto.
. Puede haberse deteriorado el kit de prueba. Repita el procedimiento
NO VALIDO utilizando una nueva prueba. Si el problema persiste, no reutilice el
kit y comuniquese con su distribuidor.
CONTROL DE CALIDAD

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

LIMITACIONES

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

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

3/ Unos resultados falsos negativos pueden ocurrir con Proteus mirabilis analizado de
agar sangre Unicamente.

4 [ Proteus spp. tienden a crecer de manera concentrada en agar sangre. Asi, sélo se
debe tocar la superficie de la aglomeracién con un asa en 3 colonias distintas.

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

6 / Se debe utilizar esta prueba como una ayuda para la identificacién rapida de los
pacientes resistentes a los antibidticos carbapenémicos. Se deben confirmar los
resultados obtenidos con otros procedimientos de diagnéstico o procedimientos de
diagnéstico complementarios.
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7 / Un resultado positivo o negativo no excluye la presencia de otros mecanismos de
resistencia a los antibidticos.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

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

Evaluacién clinica:

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

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

WGS

POSITIVO NEGATIVO TOTAL

POSITIVO 19 o 19

NG TEST

CARBA-5 NEGATIVO 0o 28 28

TOTAL 19 28 147
SENSIBILIDAD 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
ESPECIFICIDAD 100% Cl 95% = 87.9 - 100%

Especificidad analitica:

q Wl N

= =
Grupo de organismos | Objetivo [Variantes PEBer las pt 1es
; 1%;
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobactérales*
VIM 1,2,4,5,6,1,19,23,27,31
IMP 1, 4, 6,8,10,11, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VviM 2,51
aeruginosa \MP 1,2,5,7,13,14,15,16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1
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Resumen de las variantes detectadas por NG-Test® CARBA 5 en publicaciones:

Grupo de organismos | Objetivo |Variantes deteg;tggg;s:;r]\zﬁ; publicaciones
KPC 2,3, 4,5,6,7,12, 14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
e W e
Enterobactérales™ VIM 1.2,4,5,6,11,19,23,26,27, 31,39, 46, 5,52, 54,
IMP 1, 4, 6,7, 8,10, 11, 14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VIM 2,51
aeruginosa \MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 7

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

REFERENCIAS

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

SAZETAK | NACELO

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

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

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

ISPORUCENI REAGENSI | MATERIJALI

U svakom kompletu sadrzano je sljedece:

« 20 testnih kaseta u aluminijskim vrec¢icama s desikantom

« 20 mikroepruveta

« 20 jednokratnih pipeta od 100uL

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

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

SKLADISTENJE | STABILNOST

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

KULTURA | UZORKOVANIJE
Uzorci za testiranje moraju se dobiti i upotrebljavati u skladu sa standardiziranom
mikrobioloskom praksom.
Potvrdeni mediji za uzgoj kultura:
Luria Broth (LB) i LB agar, triptikaza-soja-agaru (TSA), Mueller Hinton (MH) agar,
UriSelect™ 4, Columbia agar + 5 %-tna konjska krv, Columbia agar + 5 % ov¢je krvi,
ChromID® ESBL agar, ChromID® CARBA SMART, Drigalski (DRIG) agar, CHROMagar™
mSuperCARBA™, TSA + 5 %-tna ov¢ja krv, Mac Conkey, HardyCHROM™ CRE agar.

RADNI POSTUPAK

1/ Nosite zastitne rukavice.

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

Priprema uzorka

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

3/ Zatvorite mikroepruvetu.

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

Provodenje testa

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

2 /Isporuéenom pipetom dodajte 100pL pripremljene mjesavine (za ispravnu
aspiraciju 100pL uzorak mora dosegnuti crnu crtu na pipeti) u jaZicu za uzorke
oznacenu slovom ,S".

3/ Ocitajte rezultate za toé¢no 15 minuta i protumacdite ih kako je navedeno u nastavku.

NAPOMENA: Ne tumacdite rezultate ispitivanja nakon 20 minuta, jer vrlo vjerojatno
mogu uzrokovati laZzno pozitivne rezultate.
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TUMACENJE REZULTATA
C N
K Negativan rezultat
o Ako se u kontrolnoj regiji (C) pojavi samo jedna crvena linija:
Y uzorak ne sadrZi nijednu od naznacenih karbapenemaza (ili su na
N razini koja se ne moze otkriti) i mora se tumaciti kao negativan
rezultat.
NEGATIVAN
Pozitivan rezultat
c (i \ Ako se u kontrolnoj regiji (C) pojavi jedna crvena crta, a u testnim
K regijamakK, O, V, |, N jedna ili viSe crta: uzorak sadrzava jednu ili vise
3 karbapenemaza i mora se tumaciti kao pozitivan rezultat.
1 NAPOMENA: intenzitet crvene testne crte (ili crtd) moze se
N \ ) razlikovati ovisno o koncentraciji karbapenemaza u uzorku. Slaba

VIM POZITIVAN crta treba se smatrati pozitivnim rezultatom.

Nevazedi rezultat

Cc Cc

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

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

Y Y najéesce je nedovoljan volumen uzorka ili neispravan postupak.

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

NEVAZECI upotrebljavajte vise komplet i obratite se distributeru.
KONTROLA KVALITETE

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

OGRANICENJA

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

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

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

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

5/ Ovaj je test kvalitativna analiza i nece dati kvantitativne rezultate.

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

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

RADNA SVOIJSTVA | KARAKTERISTIKE

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

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

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

WGS
POZITIVNO NEGATIVNO UKUPNO
POZITIVNO; 19 o 1o
NGTEST

CARBA-5 | NEGATIVNO o 28 28

UKUPNO 119 28 147
OSJETLIIVOST 100% 95 %-tni interval pouzdanosti (Cl)= 96.9 - 100 %
SPECIFIENOST 100% 95 %-tni interval pouzdanosti (Cl) = 87.9 - 100 %

Analiti¢ka specifi¢nost:

Grupa organizama Ciline Varig'i?glt(ﬁ 3:55‘?132&,'2"2'1‘1‘;‘%” i
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
oxassilike | {ou 1RSI ATEGs, e, 517, 51, 535, 79
Enterobactérales*
VIM 1,2, 4,5,6,1,19, 23,27, 31
IMP 1,4, 6,8,10, 11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,1,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VIM 2,5,11
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14,15,16, 18,19, 26, 29, 31, 37, 39,

46, 56, 63, 71,79

NDM 1
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Sazetak varijenti otkrivenih testom NG-Test Carba 5 u publikacijama:

. - Variants détectés dans les publications
Grupa organizama Ciljne 8; 9;10; 11;12; 13
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
. 48,162,163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
A td
Enterobactérales’ VIM 1,2,4,5,6,11,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56, 58, 59
IMP 1,4, 6,7, 8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,23 4,5,6,78,911,19
KPC 1,235
OXA-48-like 181
Pseudomonas VM 251
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16, 18,19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

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

BIBLIOGRAFIJA
Bibliografija se nalazi na kraju dokumenta.
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INTRODUZIONE

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

SINTESI E PRINCIPIO

| B-lattamici sono antibiotici di prima linea per il trattamento delle infezioni causate
dalle Enterobacterales; tuttavia, la loro efficacia & stata messa in discussione dalla
produzione di enzimi batterici, noti come p-lattamasi, che idrolizzano I'anello
B-lattamico e inattivano l'antibiotico. Le B-lattamasi possono essere classificate in
quattro classi secondo la classificazione di Ambler: le classi A, C e D sono B-lattamasi
con serina nel sito attivo, mentre la classe B, nota anche come metallo-B-lattamasi o
MBL, ha uno zinco- sito attivo dipendente. Dall'introduzione degli antibiotici 8-lattamici
nella pratica clinica diffusa, il range di attivita delle B-lattamasi & cresciuto. Le
B-lattamasi con un'attivita a spettro esteso (in grado di idrolizzare le
ossimino-cefalosporine e i monobattami, ma non le cefamicine o i carbapenemi), note
come B-lattamasi a spettro esteso o ESBL, sono emerse in ambiente ospedaliero negli
anni '80 e sono diventate piu comuni in contesti comunitari negli anni '90 e all'inizio
degli anni 2000, associate alla famiglia delle ESBL CTX-M. Recentemente, la prevalenza
delle B-lattamasi con la capacita di idrolizzare gli antibiotici carbapenemici piu le
penicilline, le cefalosporine e gli agenti monobattamici (note come carbapenemasi) &
in aumento e le resistenze si sono diffuse in tutto il mondo. Esempi delle
carbapenemasi piu diffuse presenti nelle Enterobacterales sono KPC (Classe A), le
metallo B-lattamasi IMP, VIM e NDM (Classe B) e gli enzimi OXA-48-like (Classe D).
L'uso di NG-Test® CARBA-5 nei laboratori, insieme alle informazioni cliniche e alle
procedure diagnostiche complementari, fornisce indicazioni che possono supportare
scelte terapeutiche antimicrobiche appropriate, nonché decisioni e interventi
tempestivi per il controllo delle infezioni.

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

Ogni kit contiene:

« 20 cassette Test in sacchetti di alluminio con essiccante

« 20 microprovette

« 20 Pipette monouso da 100pL

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

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI
Timer « Guanti monouso « Ansa da 1uL « Vortex
PRECAUZIONI

« Test diagnostico in vitro. Solo per uso professionale.

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

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

« Maneggiare i campioni come se fossero potenzialmente infettivi.

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

« Non riutilizzare il dispositivo.

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

COLTURA E CAMPIONAMENTO

| campioni da testare devono essere ottenuti e manipolati secondo le procedure
microbiologiche standardizzate.

Terreni di coltura validati:

Agar Luria Broth (LB) e agar LB, Trypticase soja agar (TSA), agar Mueller Hinton (MH),
UriSelect™ 4, agar Columbia + 5 % di sangue di cavallo, Columbia agar + 5% sangue di
montone, agar ChromID® ESBL, ChromID® CARBA SMART, agar Drigalski (DRIG),
CHROMagar™ mSuperCARBA™, TSA + 5 % di sangue di montone, Mac Conkey, agar
HardyCHROM™ CRE.

PROCEDURA OPERATIVA

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

Preparazione del campione

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

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

3/ Chiudere la provettina.

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

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

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

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

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

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

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Risultato negativo

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

zZ-<0Xn0n

NEGATIVO

Risultato positivo

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

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

zZ-<0X0n

VIM POSITIVO

Risultato non valido

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

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

LIMITI

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

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

3/ Alcuni risultati falsi negativi possono verificarsi con Proteus mirabilis testato solo da
agar sangue.

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

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

PRESTAZIONI E CARATTERISTICHE

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

Valutazione clinica:

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

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

WGS
POSITIVO NEGATIVO TOTALE
POSITIVO 19 0] 19
NG-TEST
CARBA-5 NEGATIVO 0 28 28
TOTALE 19 28 147
SENSIBILITA 100% Cl1 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICITA 100% Cl1 95% = 87.9 - 100%
Speci a analitica:
Gruppodi | : Varianti rilevate analiticamente e nelle
microrganismi Bersaglio validazioni 8;11;12
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobactérales*
VIM 1,2,4,5,6,11,19,23,27,31
IMP 1,4, 6, 8,10, 11, 14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas viM 251
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1
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Riepilogo delle varianti rilevate da NG-Test® CARBA 5 nelle pubblicazioni:

NG<TEST7CARBA-5

G i B Varianti rilevate nelle pubblicazioni
[ di . B arianti rilevate nelle pubblicazioni
microrganismi 9 8;9;10; 11; 12; 13
KPC 2,3, 4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
I 48,162,163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 305, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobactérales* VIM 1,2,4,5,6,11,19, 23, 26, 27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
56, 58, 59
IMP 1, 4, 6,7, 8,10,11, 14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VviM 2,51
aeruginosa MP 1,2, 45,7, 8,13, 14, 15, 16, 18,19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63,71,79
NDM 1

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

Shewanella sp, S.bicestrii, Yersinia enterolitica...

BIBLIOGRAFIA

La bibliografia si trova alla fine del documento.
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INTRODUGAO

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

SINTESE E PONTOS PRINCIPAIS

Os B-lactdmicos sdo antibidticos de primeira linha para o tratamento de infeccoes
causadas por Enterobacteriaceas; no entanto, sua eficacia tem sido contestada pela
producgado de enzimas bacterianas, conhecidas como B-lactamases, que hidrolisam o
anel B-lactdmico e inativam o antibidtico. As B-lactamases podem ser categorizadas
em quatro classes de acordo com a classificagdo de Ambler: as classes A, C e D sao
B-lactamases com serina no sitio ativo, enquanto a classe B, também conhecida como
metalo-B-lactamases ou MBLs, possui sitio ativo dependente. Desde a introdugéo dos
antibidticos B-lactamicos na pratica clinica generalizada, a gama de atividade das
B-lactamases cresceu. As 3-lactamases de espectro estendido de atividade (capazes de
hidrolisar oximinocefalosporinas e monobactdmicos, mas ndo cefamicinas ou
carbapenémicos), conhecidas como B-lactamases de espectro estendido ou ESBLs,
surgiram em ambiente hospitalar na década de 1980 e tornaram-se mais comuns em
ambientes comunitarios na década de 1990 e inicio de 2000 associados a familia
CTX-M de ESBLs. Recentemente, f-lactamases com capacidade de hidrolisar antibioti-
cos carbapenémicos mais penicilinas, cefalosporinas e agentes monobactamicos
(conhecidos como carbapenemases) tém aumentado em prevaléncia e se espalhado
pelo mundo. Exemplos das carbapenemases mais prevalentes encontradas em
Enterobacteriaceas sdo KPC (Classe A), as metalo B-lactamases IMP, VIM e NDM
(Classe B) e enzimas OXA-48-like (Classe D).

Juntamente com informacdes clinicas e procedimentos complementares de diagnés-
tico, o uso do NG-Test® CARBA-5 no laboratério fornece informagdes que podem
apoiar escolhas terapéuticas antimicrobianas adequadas, tomada de decisbes e
intervengdes imediatas no controle de infecdes.

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

49  NG-BIOTECH® ZA Courbouton, secteur 1- 35480 GUIPRY - France contact@ngbiotech.com - www.ngbiotech.com

REAGENTES E MATERIAL FORNECIDO

Cada kit contém:

« 20 cassetes de teste em bolsas de aluminio com dissecante

« 20 microtubos

« 20 pipetas descartaveis de 100uL

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

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
Temporizador « Luvas de utilizagdo Unica » Ansas de incoulacdo (1uL) « Vortice

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

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

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

CULTURA E AMOSTRAGEM

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

Meios de cultura validados:

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

PROCEDIMENTO DE FUNCIONAMENTO

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

Preparacdo da amostra

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

3 /Tape o microtubo.

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

NOTA: As col6nias viscosas /mucosas podem conduzir a problemas de migragéo,
devido a sua elevada viscosidade. Quando inicia o teste a partir de colénias
viscosas/mucosas, vortex por 3 minutos uma colénia no tampdo de extragdo e
deixe-a incubar por 10 minuto a temperatura ambiente antes de realizar o teste.
Realizagdo do teste

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

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

INTERPRETAGAO DE RESULTADOS

Resultado negativo

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

Z—-<0X 0

NEGATIVO

Resultado positivo

Se aparecer uma linha vermelha na regido de controlo (C) e uma
ou varias linhas aparecerem nas regides de teste K, O, V, |, N: a
amostra contém uma ou varias carbapenemases e deve ser
interpretada como um resultado positivo.

NOTA: A intensidade da(s) linha(s) de teste vermelha(a) podem
variar dependendo da concentragdo da carbapenemase presente
na amostra. Uma linha fina deve ser considerada como resultado
positivo.

zZz-<0X0n

VIM POSITIVO

Resultado invalido

c c
K K Se a linha de controlo (C) ndo aparecer, ou nao estiver alinhada
o o com a letra ( C), o resultado do teste é invdlido. Um volume de
Y Y amostra insuficiente ou um procedimento incorreto sdo as razdes
N N mais provaveis para a falha da linha de controlo.
. Pode ter ocorrido a deterioracdo do kit de teste. Repita o
INVALIDO procedimento utilizando um novo teste. Se o problema persistir,
néo reutilize o kit e contacte o seu distribuidor.
CONTROLO DE QUALIDADE

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

LIMITAGOES

1/ Um resultado negativo ndo exclui a presenca de organismos que produzem
carbapenemase (exemplo: productoras de SME, GES, IMI).

2/ Podem ocorrer falsos resultados negativos com multiplas subculturas de bactérias
isoladas sem qualquer pressao seletiva.

3 / Alguns falsos resultados negativos podem ocorrer com Proteus mirabilis testado
apenas de dgar sangue.

4 [ Proteus spp. tendem a apresentar crescimento de “swarming” em gelose de
sangue, portanto, apenas a superficie do crecsimento deve ser tocada com a ansa em
3 colénias diferentes.

5/ Este teste é um ensaio qualitativo e ndo produzira qualquer resultado quantitativo.
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6 / Este teste deve ser utilizado como uma ajuda para a rapida identificacdo de
pacientes com uma resisténcia a antibiéticos carbapenema. Os resultados obtidos
devem ser confirmados com procedimentos de diagnéstico complementares ou
alternativos.

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

DESEMPENHOS E CARACTERISTICAS

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

Avaliac¢ao Clinica:

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

Tabela 1: Resultados obtidos no NRC Kremlin Bicétre™

WGS
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 1o o 119
gg&TBERT; NEGATIVO, 0 28 28
TOTAL 19 28 147
SENSIBILIDADE 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
ESPECIFICITADE 100% Cl1 95% = 87.9 - 100%

Suceptibilidade Analitica:

i Variantes detectadas anal
Grupo de organismo Alvo © em validacoes 8
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
" 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
Enterobactérales*
VIM 1,2, 4,5,6,1,19,23,27,31
IMP 1,4, 6,8,10,11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 2,51
aeruginosa MP 1,2,5,7,13,14,15,16,18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46,56, 63, 71,79
NDM 1
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Sumdrio das variantes detetadas pelo NG-Test® CARBA 5 em publicacdes:

B Variantes detetadas em publica¢des
Grupo de organismo Alvo 2:9;10; 11 12: 13
KPC 2,3, 4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
. 48,162,163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 408, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
= *
Enterobactérales VIM 1,2,4,5,6,11,19, 235, 26,27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
, 58,
IMP 1,4, 6,7, 8,10, 1,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,19
KPC 1,235
OXA-48-like 181
Pseudomonas ViM 251
aeruginosa IMP 1,2,4,5,7,8,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

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

BIBLIOGRAFIA
A bibliografia pode ser encontrada no final do documento.
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HA3HAYEHUE

IKcnpecc-TecT Ana onpefeneHuns kapbaneHemas KPC, OXA, VIM, IMP n NDM B
6aKTepUanbHOM KONOHUN U3 KynbTypbl (NG-Test® CARBA-5) npeaHasHaueH ans 6bicTporo
KayecTBeHHoro onpeneneHus kapbaneHemas KPC, OXA, VIM, IMP, NDM B 6akTepuarnbHom
KOMOHUWN FpaMoTpULIATENbHbIX GaKTepUin U3 KyrbTypbl, MOMYHYEHHOM U3 KIMHUYECKOTO
MaTepuarna YenoBeka pasinyHbIX TUMOB MMMYHOXPOMaTOrpadUUeCKUM METOAOM.

OBJIACTb MPUMEHEHUA
KnuHuyeckas na6opaTopHasi AnarHoCTMKa.
DYHKUMNOHAJIbHOE HASHAYEHUE

BcromMoraTtenbHoe cpeacTBo B onpeneneHun kapbaneHemas KPC, OXA, VIM, IMP, NDM B
6aKTepUanbHOM KOMOHUM MpaMoTpULIATENbHbIX GaKTEPUA U3 KyNbBTypbl, MOMYyYEHHOM U3
KIMHUYECKOro Matepuana pasnudHbix TunoB. Mcnonb3oBaHne NG-Test® CARBA-5 B
natopatopun  HAPAOY C  KIMHWYECKMMU  OaHHbIMM U [OOMOMHUTENbHbIMU
[MNarHOCTUYECKUMM MpoLiedypaMu Mo3BOMSIET MOMyYnTb MHPOPMaLMIO, KOTopask MOXKET
rnomouyb B Bbl6Ope Hafnexallero MpoTUBOMUKPOGHOrO neyeHus, 6biICTpo MpUHSATH
peLueHre 1 NPUHATL Mepbl Mo 6opbbe ¢ MHPeKLMEN.

TUN AHAJIUBUPYEMOIO OBPA3LIA

Buonormnyecknm MaTepuanoM Ona uccnegoBaHuda ¢9BNAKOTCA BUObl KITMHUYECKOro
MaTepuana 4enoBeka pPasfiyHbIX TUMOB, NMpeAHa3Ha4YeHHbIX A9 BbiCeBa C UeNbio
nony4vyeHUsa U301MPOBaHHbIX KONMOHUI TaKue Kak: KpOBb, MO4a, d)eKB]'Il/II/I (peKTaJ'Ibele
CBa6bI), I'HOI7I, paHeBOe oTaendemMoe, U3bA3BIEHUEe KOXXW, 6uonoruyeckme MXNOKOCTH,
KOTOpble MOXXHO BbICeATb Ha arapM3oBaHHble Cpebl o4 nocnenytoLulero onpeneneHmnsa
Kap6aneHemas KPC, OXA, VIM, IMP, NDM .

LIEJIEBOM AHANUT
LleneBbIM aHanuToM ana Uspenus aenaiotca kapb6aneHemasbl KPC, OXA, VIM, IMP, NDM.

nonyndaunOHHbIE, AEMOIrPA®UYECKUE ACIMEKTbI MPUMEHEHUA
MEAULIMHCKOro Usgenuvsa

WN3penve npegHasHa4vyeHo 59 NpuMeHeHnsa BO BCeX permoHax CTpaHbl A4 BCeX CroeB
HaceneHwud.

MOTEHUUAJIbHbIE NOTPEBUTENU

DKcrnpecc-TecT Ona onpefeneHus kKap6aneHemas KPC, OXA, VIM, IMP n NDM B
6aKTepuanbHoM KonoHnn 13 Kyrnbtypbl (NG-Test® CARBA-5) (nanee rno Tekcty Uspenve
nnn  NG-Test® CARBA-5) npepHasHayeHO TOMbKO A/19  MPOPEeCcCUOoHanbHOro
npuMeHeHus. MNMpoBedeHWe aHanmsa AO/MKHO OCYLLECTBIATLCS KBaNMPULIMPOBAHHbIM
MEePCOHaNoM — crieLmanmcTamMmm B 0611acTu KIMHNYECKOM NabopaTopHOM ANarHOCTUKM.

MOKA3AHMS, MPOTUBOMOKA3AHUS, MOEOYHOE AENCTBUE

MokasaHusa. M3genve MOXET 6biTb MCMONb30BaHO MPW MOAO3PEHUM Ha Hanuuve
Kap6aneHeMas KPC, OXA, VIM, IMP, NDM B BbiaefieHHOM 13 06pa3LoB NaumeHTa YnCcTom
KynbType MUKPOOPraHU3MOB. Pe3ynbTaT TeCTUPOBaHWUA He [O/MKEH UCMOMb30BaThCs B
KavecTBe eAMHCTBEHHOIO OCHOBaHMS /11 ANArHOCTUKMN.

MpPOTUBOMOKAa3aHUIN K UCMOMb30BaHUIO B PaMKaX YCTAHOB/IEHHOMO HasHaYeHUs He
MMeeT.

Mo6ouHble AeNCcTBUSA, CBA3aHHbIE C MPUMeHeHWeM N3aenuns, oTCyTCTBYIOT.

CBEAEHUS Ob U3AETIUU

« M3apenve paccumTaHo Ha npoBeaeHue 20 onpeaeneHuin.

« M3agenve BbiNycKaeTca B HECTEPUIbHOM BUAE.

«W3penve npepHasHauyeHo [ON8 OOHOPA30BOro  WCMOMb30BaHWSA, He Tpebyert
cTepunM3aumMmn Unu OesnHbEKUUn, TEXHUYECKOMY OBCMY)XXUBAHWUIO WU PEMOHTY He
MOANEXMT.
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COCTAB MEAULIMHCKOroO U3AENUA

« 20 TecT-KacceT B a/lloMUHMEBbIX MakeTax C BarornornoTurenemM
« 20 Npo6UpPOK T1MNa dnneHgopd
« 20 NMNETOK OHOPAa30BbIX C rPaAyMPOBKOM Ha 100 MK
« 1 pactBop 6ydepHbii Ana SKCTPaKUUU B MIACTUKOBOM briakoHe (4,5 mn)
1 MIHCTPYKLMS MO MPUMEHEHMIO
V3pgenuve ynakoBaHO B KAPTOHHYIO KOPOGKY. [prHaANeXHOCTN OTCYTCTBYIOT.
MpuMeyaHue: UHCTPYKLUMS BXOAUT B KOMMIEKT ¢ HabopoM W MpepacraBfieHa Ha
oduLManbHOM caliTe MPOU3BOANTENS.

ONMUCAHUE KOMIMOHEHTOB U3AENUA
PactBop 6ydepHbli  Ona  3KCTPaKUMKM  COCTOUT U3 Tpuc-6ydepHoro  pacteopa
XITOPUCTOBOAOPOAHOM KUCNOTbI, BCA (6bl4nii CbIBOPOTOUHDIN anbbyMWH), Xxnopuaa HaTpus,
nonvcop6ata-20 (TBuH 20), 3-[(3-xonaHnoonponun) AMMETUNIAMMOHUI]-T-MpornaHcynbboHaTa,
asunpa HaTpus.
TecT-NonocKa COAEPXUT KOHbIOMaT KOMIOMOHOIO 30/10Ta M 2 MOHOKITOHa/bHbIX aHTU-NDM
QHTUTENA, 2 MOHOKITOHA/bHbIX aHTU-IMP aHTUTeNa, 2 MOHOK/TOHANbHbIX aHTU-VIM aHTuUTenNa, 2
MOHOKSIOHasbHbIX  @aHTU-OXA  aHTUTena, 2 MOHOK/IOHaNbHbIX aHTU-KPC  aHTuUTena,
cTpenTaBnavH, BCA-6UOTUH, KO3bM aHTU-MbILLMHbIE aHTUTeNa: KAM.
Buonoruyeckue Matepuarbl, BXOAsLLIME B COCTaB KOMIMOHeHToB M3penus, 6e3onacHbl Ana
YenoBekKa. JlekapcTBeHHble CpeacTBa B MEAULIMHCKOM M34en1Mmn OTCyTCTBYIOT.

NPUHUMUN AHAJIUZA

NG-Test®CARBA-5 — 3T0 roToBbli K MPUMEHEHWIO BbICTPbIN MMMyHOXpOMaTorpadpUyecKmin
TecT no onpegeneHuio KPC (K), OXA (O), VIM (V), IMP (I) 1 NDM (N) — kap6aneHemas B
6GaKTeprarnbHOM KOMOHWM U3 KyrbTypbl. [ MPoBEeAeHUS aHanM3a aHTMBUOTUKOYCTOMUMBOCTI
c nomolubto NG-Test® CARBA-5 Heo6XxooMMO B3ATb CYTOUHYKO KOMOHWIO C TBEpOon
arapusoBaHHOWM cpefbl N 06paboTaTb €€ BKCTPaKLMOHHBIM BydepoM. B xoae ucrbiTaHus
obpaseL, MOMELLAIOT B AUeiKy KacceTbl. O6paseL, MUIpUPYeT MO MOASIOKKE KOHbloraTa 1, B
cnydait ecniv depmeHTbl KPC, OXA, VIM, IMP 1 NDM npuUcyTCTBYIOT B 06pasLie, MPOUCXOAUT
peaKumsi aHTUreH- aHTUTENO C COOTBETCTBYIOLLMMM MOHOK/IOHa/bHBIMU aHTUTENaMN.
TakMM 06Pa30oM, KOMIMEKC ABMXKETCS Mof, AEUCTBUEM KanWNsipHbIX CU Yepes
HUTPOLIENTIONO3HYIO MEMBPAHY W B3aMMOAEMCTBYET C MOHOKOHANbHBIMU aHTUTENaMu,
VIMMOG6UIN30BaHHbIMW Ha TECTOBOW 30He (T).
KoHTponbHas nosocka (C) o6pasyeTcs 3a CHET CBA3bIBaHUS MEYEHHOro CTpenTaBuamHa
MEUEHHbIX MOHOK/IOHasbHbIX aHTUTeN ¢ BSA-BMOTMHOM U MONMMKIIOHANbHLIMU
AHTUMBbILLMHBIMW @aHTUTENAaMK KO3bl, MMMOGWIM30BaHHbIMW Ha MEMBpPaHe.
Ecnu obpaseL, NonoXuTeneH Ha ofuH U HECKOSbKO pepMEeHTOB, Ha TecT-3oHe/ax (T) v
KOHTPONbHOM/bIX 30He/ax (C) MOSBASAIOTCA  KpacHble Monocku. Ecnun  pesynsrar
oTpULIATENbHbIM, MOABNSETCH TOMbKO KpacHasi MOMocka B KOHTPOsIbHOM 30He (C).

AONOJ/IHUTENIbHOE OGOPYAOBAHUE U MATEPUAIbI,

HEOBXOAMUMBIE NMPU PABOTE C USAEJIUEM, HE BXOAALUUE B

KOMIMJIEKT MOCTABKU
TanMep « OgHOpPa3oBble NepyaTKu » MeTns « BopTekc

NPOBEAEHUE TECTUPOBAHUA U UHTEPNPETALIUA PE3YJIbTATOB
NPEAHANIUTUYECKUN 3TAN

Onsa pa6oTbl ¢ NG-Test CARBAS Heo6X0AMMO MOMYy4YUTb U30NTMPOBAHHYHO KOMTOHWIO Ha
BanuaupoBaHHOW arapusoBaHHOM cpene:

XPOMarap™ mMCynepKAPBA™, Arap Mionnep-XuHTtoHa (MX), URIselect™4 (YPUcenekT™
4), TpunTukaso-coeBbln arap (TCA), Konymbuiickuin arap ¢ 5% noluagmHomn kposu (COH),
XpomoreHHbI arap Chromid ESBL (Chromid ESBL arap), XpomMoreHHbI arap Chromid
CARBA smart (Chromid CARBA smart), Arap Opwuransckoro (DRIG), [lypwa 6ynboH (J16) n
Nypwa arap.
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HOPMATUBHOE PEry/InPOBAHUE

B3aTue, TpaHCMOPTUPOBKa, MOCeB 6GMONOrMyeckoro MaTtepuana Mnpou3BOAUTCA B
COOTBETCTBUM C MY 4.22039-05 TexHuka c6bopa U TpaHCNOPTUPOBaHUA
6romaTepuranos B MMKpo6uonornyeckme nabopatopumn.

Pa6oTa ¢ MUKPOOPraHM3MaMu BeOeTCsl B COOTBETCTBUU C TpeboBaHUAMK CaHlMuH
3.3686-21 «CaHWUTapHO-3MMAEMUONOTUYECKME TPeboBaHUA HO  MNpodunakTMke
MHPEKLUMOHHbIX 6onesHeln», CaHMNuH 2.1.3684-21, MeToauyecKMMm peKoMeHaaunsaMm
MuHsgpaBa PCOCP 19 pekabpa 1991 . «Metogbl 6aKTepronormyeckoro
VCCNEefoBaHUSl  YCNIOBHO-MATOreHHbIX ~ MUKPOOPraHM3MOB B KIIMHUYECKOM
MUKpobuonorumy., WMHCTpyKUMern no MepaM MNpobUNakTUKM pacrnpocTpaHeHus
MHPEKLUMOHHbIX  3aboneBaHMini  Mpu  pabote B KIMHUKO-AMArHOCTUYECKMUX
nabopatopuax nevyebHo-NPobUNAKTUUECKUX YYpexaeHnr, yTB. Muusgpasom CCCP
17 aHBapsa 1991 ropa.

CrnieumanbHble TpeGoBaHMA B OTHOLUEHUM JlabopaTopuil, B KOTOPbIX HAOMMKEH
NPOBOAUTLCA aHaNM3: NMOMeLLEHUs OOMKHbI cooTBeTcTBOBaTh NTOCT P 52905 (MCO
15190:2003) JlabopaTopun MeaunuMHCcKMe. TpeboBaHua Ge3sonacHocty, TOCT P NCO
15189-2015 JlabopaTopuM MegMUMHCKMEe. YacTHble TpeboBaHUA K KayecTsy WM
KOMMETEHTHOCTU. JTabopaTopusi AOMKHa 6bITb 060pPyaoBaHa LWWKadpOM € TaMUHaAPHBIM
MoToKoM |l Knacca MUKpPoBKonornyeckon 6€3onacHoOCTU.

OTBOP OBPA3LIOB

OT60p NPO6 MNPOU3BOAMUTCH B COOTBETCTBUWN CO CTAHAAPTHOM NpoLeaypoun:

o OKOHYaHUW BpPEeMeHU KyNbTUBUPOBaHWUA (24 yaca npw 37°C) npu BbiSBNEHUU
M30/TIMPOBAHHOM KysbTypbl Ha MOBEPXHOCTU MIIOTHOroO arapa KOMOHWMIO aKKypaTHO
CHMMAIOT C MOBEPXHOCTM arapa C MOMOLLbIO MUKPOGMONornyeckon netnm wu
rnepeHocsAT B NPO6UPKyY, rAe CycreHAMpPYIOT B DKCTPaKLMOHHOM Bydepe c Lesbio
roMOreHmMsaLmm Mofy4YeHHOM CMecu [0 MoJlydeHuUa MyTHoro pacTBopa. [Ana
onTUManbHoM 3PpPeKTUBHOCTU TECTOB HACTOATENbHO PEKOMEHAYEeTCs NCMOoMb30BaTb
CBeXMe KOMOHUM.

NPOBEAEHUE TECTUPOBAHMUSA

1/ HapeTb 3alWUTHbIE nep4yaTku.
2 /Bbigep)kaTb KOMMOHEHTbl Habopa Mpu KOMHaTHOM TemnepaType He MeHee 10
MUHYT.

Moaroroeka o6pasua

1/BHectn 5 kanenb (150 MKA) 3KCTpaKuUMOHHOro 6ydepa B nNpobupky Tuna
anneHpopd.

2 / MeTneit oTo6paTh KOMOHUIO KYNBTYPbl C TBEPAOro arapa U MOMeCTUTb B MPOGUPKY C
6ydepom.

3/ 3aKpbiTb NPO6GUPKY KPbILLKOM.

4 [ TwaTenbHO NepemeLLaTh C MOMOLLbIO BOPTEKca.

NMPUMEYAHMUE: Cim3ncTblie KOJIOHUN MOTYT Bbi3bIBATb MPo6sieMbl C MUrpaunen
M3-3a X BbICOKOW BSAI3KOCTU. KosloHuK B 6ydepe Ans SKCTPAKUMM nepemMeLLainTe ¢
MoMoLUbIO LLeHTPU@Yru B Te4eHne 3 MUHYT U UHKY6upyiiTe B TedeHue 10 MUHYT npu
KOMHATHO# TeMrepartype rnepes BbiMno/IHeHNeM TecTa.

Npoeepenue Tecta

1/ BCKpbITb MHAMBMAYabHYIO YNaKOBKY TecTa, AoCTaTb usaenme. TecT Heo6XoanMo
MCMOsb30BaThb CPa3y XKe Mocre BCKPbITUS yNaKOBKM.

2/ NuneTkon oto6paThb 100 MK CycrneH3uK, NoAroToBNEHHOM Ha NpeablayLueMm sTtane
(Ha NuneTke nMeeTca oTMeTKa 100 MK). BHECTU cycrneH3uto B NTyHKyY Ansa obpasua Ha
TecT-KacceTe; NyHKa noMeyeHa 6yksomn "S".

3 /Yepes 15 MUH cunTaTb pesynbTaThbl.

57  NG-BIOTECH® ZA Courbouton, secteur 1- 35480 GUIPRY - France contact@ngbiotech.com - www.ngbiotech.com

BAXHO: He MHTepnpeTupoBATh Pe3y/1bTaTbl, €C/IN C HA4Yasia BbIMO/IHEHUS TecTd
npoLusio 6osee 15 MUHYT. B 3TOM c/iydde MOXHO MOJTYYUTb JIOXKHOMOIOXKNTESIbHbIA
pe3ynbTar.

UHTEPMPETALUSA PE3YJIbTATOB

ﬁ OTpu1UaTENbHbIN pe3ynbTaT

o OpHa KpacHasa rnonocka B 30He KoHTpons (C): o6pasel, He
Y copepKUT KapbarneHemas UM KoNMYecTBO AaHHOro dhepMeHTa
N HE3HaAYUTENbHO, YTO MHTEPMPETUPYETCS KaK OTpULATENbHbIN

o pe3ynbrat.
OTpuuaTenbHbIn

Mono)XutenbHbIN pe3ynbraTt

KpacHasi nonocka B 30He KoHTpona (C) u odHa wunu 6Gonee
MONOCOK B TECTOBOM 30He (T): o6pa3eL, coaepyaT oauH unu 6onee
TMN  Kapb6aneHeMas. Pe3ynstaT  WHTeprnpeTupyeTca  Kak
MOSTOXKUTENbHbIN.

Z—-<0X 0

NMPUMEYAHMUE: WHTEHCMBHOCTb LBETa KPACHOM MONOCKU
VIM BapbMpyeT B 3aBUCUMOCTU OT KOHLEHTpauuu kapbaneHemas B
MonoxutenbHbil  o6pasLie. Cnabo oKpalleHHas Mosiocka UHTEPrpPeTUPYeTCs Kak
MONOXUTENbHbIN pe3ynbTaT.

HepocToBepHbIit pe3ynbraT

Mpu  OTCYTCTBUM  KOHTpONbHOM rnonockn (C), pesynbrat
MHTepPrpeTUpyeTcs Kak HefoCToBepHbIN. Hanbonee BeposTHble
MPUYMHBI MOABIEHUS HEeOOCTOBEPHOro pesynbrata — Marnoe
KonuyecTBo o6pasua  WAM  HEKOPPEeKTHas MoarotoBka K
vccnenosaHuio. Takke BO3MOXHA [erpagaums KOMMOHEHTOB
HepeWcTBUTeNbHLIN tocTa. MoBTOPWTE MCCRenoBaHWe Ha HOBOM Tecte. Ecnv mpu
VUCCefoBaHMM  Ha  [OPYroM  TecTe  Takke  MonydaeTcs
He[OCTOBEPHbIM pe3ynbTaT, He WCMomb3yiTe TecTbl OaHHOro
Habopa M CBFXMUTECH C YMOMHOMOYEHHbIM MpPeacTaBuUTENeM
KOMMaHWM B BalLeM permoHe.

MEPbI MPEAOCTOPOXXHOCTU U OrPAHUYEHUA
TecT Ana guarHocTnkm In vitro. Tonbko A9 NpodeccnoHanbHOro UCMob30BaHUS.
«Bce onepauuu [OOMKHbI MPOBOAUTBCS B COOTBETCTBUM C  Hagsiexallemn
nabopaTopHOM MPaKTUKOM.
« He ncronb3oBaTb Nocrie UCTeHYEHUs CPOKa FOQHOCTU.
« Vi3genus [omKHbI XPaHUTLCA HepacrnaKoBaHHbIMUY, B MHAMBUAYaNbHbIX MakeTax, Ao
MOMEHTa UCMOMb30BaHUSA.
« O6paluaTbca co BceMu o6pasLamMm, Kak C MoTeHLUManbHO MHPEKLNOHHbBIMMU.
« Mocne MCronb3oBaHUS BbIBPOCUTL U3OeNne B KOHTeMHep ANS UHGEKLMOHHbIX
OTXO[0B.
» He ncnonb3oBaTb U3genme NoBTOPHO.
« OTpuUaTeNbHbIN  pe3ynbTaT  He  WUCK/oYaeT  MPUCYTCTBUSI  OPraHW3MoB
npoayumpyolmx  Kap6arneHeMasbl (MpuUMepbl  He onpepenseMblx B TecTe
Kap6aneHemas: SME, GES, IMI).
« Mpu TecTMpoBaHuM Proteus mirabilis U3 kpoBsHoOro arapa MoryT Habniogartbes
NIOXXHOOTpULIATENbHbIE Pe3yNbTaThbl.
« Proteus spp. MetoT TEHAEHLMIO K POEHMIO Ha KPOBSIHOM arape, TakiMM o6pasoM, npum
oT6ope KONMOHUM GaKTepPUONOrMYecKon mMeTne Heo6XoAMMO KacaTbCsl TOMbKO
MOBEPXHOCTU POEHUS B 3 PasHbIX TOUKaX.

Z—-<0X 0
zZ-<0X 0
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@ Pycckumn

* NG-Test® CARBA-5 aBnseTCsl Ka4eCTBEHHbIM U He npeaHasHaveH ans nosyyeHus
KOMMYeCTBEHHOro pesysbTaTa.

« NG-Test® CARBA-5 npepfHasHayeH Onsa NMepBUYHON CTpaTUOUKALMU MaLMEHTOB.
Mony4eHHble pe3ynbTaThbl AOMKHBI BbiTh NOATBEPXKAEHBI Ha KyNbTYPe, BblpalleHHOM
Ha COOTBETCTBYIOLLEN arapusoBaHHOM cpede, a TakKke MoCpeAcTBOM OLeHKM
MUHUMaNbHOM MHIMBMpPYIoLLEN KOHUEeHTpauuu (MUK).

« MonoXuTenbHbIM UNN OTPULLATESbHbIM pe3ynbTaT TecTa He WUCK/oYaeT Hannuus
OPYrUX MEXaHN3MOB aHTUBNOTUKOPE3NCTEHTHOCTU.

KOHTPO/J1b KAYECTBA

Tect wMeeT BCTpOeHHbIﬂ BHyTpeHHVII;I KOHTPO/Ib AOCTOBEPHOCTU pe3yrbTaTa.
MosBeHWe MONOCKM B KOHTPOMbHOM 30He (C) MOATBEPKAAET KOPPEKTHOCTb
NPOBOANMOrO UCCIef0BaHMS.

AHAJIUTUYECKUE, TEXHUYECKUE U 3KCTMJTYATALUOHHDIE
XAPAKTEPUCTUKU USOENUA
Mpenen o6Hapy)XeHUs 1 Npeaen KONMYeCcTBeHHOro onpeaeneHus:
OueHky npepena o6HapykeHus [ana NG-Test® CARBA-5 npoBogunu Ha 2
MOMOXUTENbHBIX OBpasLax AN Kaaoro ¢epMeHTa M 1 oTpuuaTtenbHOM obpasLie.
VccnepoBaHWe NpPoBOAMIOCh Ha 3 pa3HbIX MapTusx Tecta No 20 NMoBTopa Ha Kaxkayto
KOHLIEHTpaLio.
Mpepen peTeKkunn onpeaeneH ¢ NCNosb30BaHMEM OYULLIEHHbIX
PEKOMBUHAHTHbBIX GEPMEHTOB:
KPC 600 rir/ms. « OXA 300 rir/mn « VIM 300 fr/Mn « IMP 200 nr/mn « NDM 150 nr/mn

3ddeKT BbicoKoM A03bl («XyK»-3¢hdeKT):

XyKk-2deKT — 3¢ PeKT BbICOKOW A03bl — ONPeAeNAeTcs KaK MaKCUMaribHas KOHLIeHTpaLums
depMeHTa, AN KOTOpOro He HabrofaeTcsl CHWKEHUS CUrHanma Mpu  BbICOKOM
KOHLIEHTPaLMM aHanuTa. XyK-3pPpeKT ornpenensancs npu 4x ypoBHSX KOHLeHTpaummn 2100
nr/mn. Mpwn 100 Hr/Mn HabnoaaeTca MaKCUMarbHbIN YpOBeHb cUrHana.

HaumHas oT 1 MKI/MA U BblLUe, UHTEHCUBHOCTb TECTOBOM JIMHUM CHIDKAETCS 415 KaXKAOro
depMeHTa, oOgHaKO pe3ynbTaTbl MPUM  3TOM  OCTaloTCsl  MONOXKUTENbHbIMU.  TMpn
KOHLeHTpaumsx depmeHTos KPC, OXA, VIM, IMP 1 NDM g0 100 Hr/Mn «xyK» - 3dbdeKT He
BO3HMKaET.

MpeumnsnoHHOCTb (BOCMPOU3BOAUMOCTD):

VccnepoBaHWe MPeumsMoOHHOCTU MPOBOAMIOCh Ha 10 KOHLEHTPaLMSAX MO KaykgoMy
bepMeHTy: Kaxaplil ypoBeHb KOHLIEHTPALMM UCMbITLIBANACS B 5 NapannenbHbIX aHanmnsax
Ha MOBTOPSIEMOCTb PE3Y/LTAaTOB U BOCMPOM3BOAMMOCTb B PasHbIx cepusix (3 cepun), B 3
napannenibHbIX aHanmMsax Ha BOCMPOW3BOAMMOCTb pPasHbIMKM  onepaTtopamu (2
onepaTtopa) 1 B 3 napannefibHbIX aHanMsax Ha BOCMPOMU3BOAMMOCTb B pasHble AHW (2
AHA). Ucnonb3oBanucb 3 naptum TecT-cucteM NG-Test® CARBA-5. Bcero B gaHHOM
vcenenoBaHum 6bIo BbIMOMHEHO 450 TecToB. Mo KayOoM TECTOBOM JIMHUM Pe3ynbTaThl
Tecta NG-Test® CARBA-5 cuumTatoTcs NOBTOPSIEMbIMU U BOCMPOU3BOAUMbIMU, ecrin 100%
BbIMOMTHEHHbIX TECTOB MOKa3asiv MOSIOXKUTESbHbIN pe3ynbrat npu  KOHUEHTpauum
nccnegyemoro ¢epMeHTa > MOPOroBoro 3Ha4yeHud.

« Mo TecToBOM NIMHMKM NDM pe3ynsraT TecTa CHUTAETCH BOCTPOU3BOAMMBIM U MOBTOPSIEMbIM B
npeaenax ot 0.750 nr/mn o 100 nr/mn.

« o TecToBOM NMHUM IMP pe3ynbraT TecTa CHUTAETCH BOCMNPOU3BOAVMbBIM U MOBTOPSIEMbIM B
npegenax ot 0100 nr/Mn Ao 100 nr/Mn.

« Mo TectoBOM nMHUKM VIM pesynbTaT TecTa CUMTAeTCsi BOCMPOW3BOAUMBIM - W
nosTopsieMbIM B Npeaenax ot 0150 nr/mn ao 100 nr/mn.

« Mo TecToBOM NNHMM OXA pe3yrsTaT TecTa CHUTAETCst BOCTPOM3BOAMMBIM U MOBTOPSIEMbIM B
npegenax ot 0150 nr/mn Ao 100 nr/mn.
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e Mo TectoBOM nuHUKM KPC pe3ynbraT TecTa CYMTAeTCa BOCMPOU3BOAUMbBIM U
nosTopsieMbIM B Npegenax ot 0.300 nr/mn ao 100 nr/mn.

AHanmMs BEPOATHOCTM BO3HUKHOBEHUSI MEPEKPECTHbIX PeaKUuuii MpousBoaUTENb
npoBoaMs Ha crefytoLLMX cpefax:

XPOMarap™ MCynepKAPBA™, Arap Mionnep-XuHtoHa (MX), URIselect™4
(YPUcenekT™4), TpunTtukaso-coeBbllt arap (TCA), Konym6uiickuii arap ¢ 5%
nowaguHon Kposu (COH), XpoMoreHHbit arap Chromid ESBL (Chromid ESBL arap),
XpomoreHHbi arap Chromid CARBA smart (Chromid CARBA smart), Arap
Hpuranbckoro( DRIG), Slypuva 6ynboH (/16) n Slypua arap.

C AaHHbIMU cpefaMu NepPeKPeCTHbIX PeakUMii He BbisBreHo. CaenaH BbiBOA, O TOM,
4TO BbIGOP Cpefbl He BNUSET Ha TeCT.

[aHHble KIWHUYECKUX MCMbITaHUA W3aenus, NpoBefAeHHbIX Ha TeppuTopuUmn
Poccuiickoi depepaumm NpeacTaBieHbl B Tabnuue Hmke:

Mo pe3ynsrataM nccnenoBaHuit YyBcTBUTENBbHOCTL NG-Test® CARBA-5

nong)si(;;'::;rlble noT noT2 Becero | % nono:liggrsenbuux
NDM 8/8 8/8 16/16 100%
IMP 8/8 8/8 16/16 100%
VIM 8/8 8/8 16/16 100%
OXA 8/8 8/8 16/16 100%
KPC 8/8 8/8 16/16 100%
YYBCTBUTENbHOCTb 100% Cl 95% = 96.1 - 98.8%
CMELM®UYHOCTb 100% Cl 95% = 96.1 - 98.8%

MonyyeHHble pe3ynbTaThl MOATBEPAWMIN [aHHble MPOU3BOAUTENS, MO3BONSIOT
chenaTb BblBOf, YTO BbIGOP cpefbl He BUSAET Ha pe3ynbTaThbl TecTa.

TexHU4eckue XapaKTepUCTUKu Uspenus:

MOKA3ATEJ1b OMUCAHUE

VIMMyHOXpoMoTorpadryecknin aHanms B
TECT-MOMNOCKaX, MOKa3blBaOLLMIN Hanudme
dpepmeHTOB KPC, OXA, VIM, IMP, NDM B
KOMOHUAX GaKTePUIA. 30Ha CUUTLIBAHWNSA
COCTOUT U3 TECTOBOM NTUHUM U
KOHTPONbHOM NMHUW. TecT aiBnaeTca
TeCTOM JlaTepasibHO-MNPOTOYHOro TMna.

BHelwuHW BUA

FeomMeTpuyeckue pasmepbl 59x5]1 MM

JeTeKTupyeMbl aHanuT KPC, OXA, VIM, IMP, NDM

BpeMs cuuTbiBaHUA 15 MURYT
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AHanuTtuyeckas cneunpuU4HoCcTb:

PeTpocneKTuBHasa oueHKa NpoBoaunacb B HauMoOHanbHOM pedepeHCHOM LieHTpe
NRC Ha 147 u3ongartax, Hanuvuyve KapbarneHeMas B KOTOpbIX moaTtBepykgeHo [MLP.
OueHKa npoBoaunach C LENblo WAEHTUDUKALMK  BapUaHTOB, orpenensemMblx
NG-Test® CARBA-5:

T™nN BapuaHTbl, 06Hapy BO Bp NpPOoBepKU
NDM 1,2,3,4,5,6,78,9,11,19
KPC 1,2,3,4,5,6,7,12,14, 23, 28, 39

1,2, 4,5,6,7,8,10, 11,13, 14,15, 16, 18, 19, 22, 26,
29, 31, 39, 37, 46, 47, 56, 58, 61, 63, 71, 79

VIM 1,2, 4,5, 6,19, 23, 26, 27, 3], 39, 46, 51, 52,
54, 56, 58, 59

OXA-48 162,181, 204, 232, 244, 245, 370, 436, 484
nopo6HbIN 515, 517, 519, 535, 793

IMP

Hekap6aneHemasbl (nepekpecTHas peaKkTUBHOCTB) OXA-163 un  OXA-405 (OXA-48-nopgobHbie
OKCaLMNIMHAa3bl PaCLUMPEHHOro CrieKkTpa C o4YeHb crnaboilt KapbaneHeMasHOW aKTUBHOCTbIO).
MpuMeyaHve: NPeACTaBNEHHbIN BbilLE NMepeyeHb MOXET HE GbiTb MCHEPTbIBAIOLLIMM.

AUNATHOCTUYECKUE XAPAKTEPUCTUKU U3OENUNA

JAunarHoctuyeckas 3¢ppeKTUBHOCTb:
MpowsBoaguTenem mlyyanacb KnMHUYeckas apdeKTUMBHOCTb (CNeundUUHOCTD)
NG-Test CARBA 5 B na6opatopusx:

JaHHble KIIMHUYECKUX UCTbITaHWUI Nnony4veHHble B KpemneH-Bucetp - CNR:

(NonHoreHoMHoe ceKBeHMUpoBaHue)
MONOXUTENbHbIN | OTPULLATENbHbIN uToro
MONOXMTENbHbIi 19 o 119
gghlé:z_ls OTPULIATE/bHbIA (o] 28 28
utoro 19 28 147
YYBCTBUTENbHOCTb 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
CMELE®UYHOCTb 100% Cl1 95% = 87.9 - 100%

naHHble KJMHUYECKUX MUCMbITaHUI MBHSHMH, npoBeeHHbIX Ha TeppuTopuun
Poccuiickon degepauumn npeacTaBneHbl B Tabnuue HUKe:

Konuyectso Pa6ouune
coBnapaowmx | BCENo xapaKTepuCTUKM 95% AN
o6pasuoB

10/,
Xapapkiae:';véemx“ YYBCTBUTE/ILHOCTb 978 985 97.3% [9983 89‘VA’ '
Ha6opa peareHToB -8%]
NGTEST® [99.1%;
CARBA-5 CMELUOUYHOCTD 978 985 99.7% 99.9%]

YYBCTBUTE/IbHOCTb 97.3% Cl1 95% = 93.9 - 98.8%

CMELMOUYHOCTb 99.7% Cl1 95% =99.1 - 99.9%

3T pesynbTaThl COOTBETCTBYIOT AOKYMEHTY "O6Lumne TexHUYecKkme creumndmkalmm ans MeanUMHCKNX
v3penui Ans AUarHoCTUKM in Vitro”, a Takke OXMAaeMbIM KITMHUYECKUM PaBoumM XapaKTeprUCcTMKaM.
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ycnoBuda NPUMEHEHUS, XPAHEHUSA U TPAHCINTOPTUPOBKU
YcnoBus xpaHeHUs U TPAHCMOPTUPOBKU
XpaHWUTb n3genme HeobXoaAMMO B OPUTrMHANbHOM YMaKOBKe, 3aLLMLLIEHHOM OT NPSAMOro
COJIHEYHOrO CBETA, B CyXOM, MPOX/IafHOM M XOPOLLO MPOBETPUBAEMOM MOMELLEHUN,
BOANM OT NPOAYKTOB MUTAHUA U HAaNUTKOB, NpU TemMnepaTtype nioc (4 — 30°C).
TpaHcnopTMpoBaTb U3OEeNuUsA CrefyeT TPaHCMOPTOM BCeX BUAOB B KPbITbIX
TPaHCMOPTHbIX CPEeACTBaxX B COOTBETCTBUM C MpaBUIaMu NepeBO30K, AeNCTBYIOLLMMU
Ha TpaHcnopTe AaHHOro BUAQ, B yNakoBKe NPOU3BOAUTENs Mpu TeMrepaTtype niioc (4
—30°C). BubpaLms nNpu TpaHCNOPTUPOBKE Ha NoTpebuTenbckue KavecTsa N3penus He
BNVAET. [ONUTeNbHYlO TPAHCMOPTUPOBKY PEeKOMEHOyeTcs OCyLUecTBNATb Mpu
TemrnepaTtype OT +4 p[o +30°C, BO3MOXHO KpaTKOBPEMEHHOEe HaxoXaeHue B
TemMrnepaTypHOM ananasoHe ot 0 go +45°C.

3AMOPAXXUBAHUE HE AOMYCKAETCA

YcnoBsus 3KcnyaTaumm

PekoMeHayeTcst BbIMOAHATb MPoLeaypy TECTUPOBAHUSA Cpasy e Mocfe BCKPbITUS
NepPBUYHOWM YNaKOBKU (MaKeTUKa-calle U3 anNtoMUHUEBOM PONbrn) Unn He nospgHee 7
4acoB Mocrie BCKPbITUSA.

PactBop 6ydepHbllt A 3KCTPaKUMW Mocsie MepBOro BCKPbITUS XPaHWTb Mpu
TeMnepaTtype (4 —30) °C B Te4eHMe CpoKa rogHoCTU Habopa.

Cpok rogHocTv U3pgenus — 24 Mecsila. KOMMOHeHTbI Habopa COXPaHSoT CTaBUTbHOCTb
[0 AaTbl UCTEYEHUSI CPOKa MOAHOCTMW, HaneyaTaHHOM Ha MHAUBUAYaNbHOW yraKoBKe.

noPAAOK YTUITUSALIUU UTU YHUHTOXXEHUS MEAULIMHCKOIoO
Usaenua

YTUnusauma — MeAMLMHCKOro  U3Aenua  [OO/DKHA  MPOBOAMUTLCS  COMAacHO
AencTeyoLeMy 3aKOHOAATENbCTBY. MNpn pabote c N3penvem B
KIWHWKO-AuarHoctnuyeckon  nabopatopum  obpasylotca  OTXOAbl,  KOTOpble

KnaccnPUUMpyLoTcss U YyTUMU3UPYIOTCS B COOTBETCTBUM C TpeboBaHusaMu CaHlMuH
21.3684-21 ««CaHUTApPHO-3NMMOEMUONOTMYECKNE TpeboBaHUA K  COAEPXKaHWIo
TepPUTOPUIA FOPOACKUX U CeNIbCKUX MOoCceneHni, K BOAHbIM 06beKTaM, MUTbeBOM BoAe
U NUTbeBOMYy BOAOCHabGXeHUlo, aTMochepHOMy BO3AyXy, MOYBaM, >KUMbIM
MOMeLLEHUSAM, 3KCM/lyaTaluMu MPOU3BOACTBEHHbIX, OBGLLUECTBEHHbIX MOMELLEHU,
opraHusaumm " nposeAeHuIo CaHUTapHO-NPOTUBO3MMAEMNYECKMX
(npodurnakTnyeckmx) Mep». McnonbsosaHHble N3penns oTHocsaTCs K Knacey b.
M3penus, npyweaive B HEMPUroaHOCTb, B TOM YMCIe B CBSI3M C UCTEUEHNEM CpOoKa
rogHOCTW, W HEWCMOsNb30BaHHbIE PeaKTUBbl OTHOCATCH K kKiaccy A. YnakoBka
(Kopo6Ka) OTHOCUTCS K OTXOAaM Kracca A U yTUNN3UPYETCS € 6bITOBbIMW OTXOOAMM.
OTxodbl crnefyeT yTUAN3MPOoBaTb Yepes opraHM3aLmm, UMetoLLIMe NIULIEH3MIO Ha 3TOT
BWU[, OEATENbHOCTU.

MNEPEYEHb NPUMEHAEMbIX NPOU3BOAUTEJIEM CTAHOAPTOB
NF EN 13612: 2002; EN 13612: 2002; NF EN 13641: 2002; EN 13641: 2002; NF EN ISO 14971:
2013; EN I1SO 14971: 2012; NF EN 1SO 18113-1: 2012; EN ISO 18113-1: 2012; NF EN ISO 18113-2:
2012; EN ISO 18113-2: 2012; NF EN 62366-1: 2015; EN 62366-1: 2015; NF EN I1SO 13485: 2016;
EN ISO 13485: 2016; NF EN [SO 15223-1:2017; EN 1SO 15223-1:2016; NF EN ISO 23640: 2015;
EN ISO 23640: 2015

FAPAHTUMHDbIE OBABATE/IbCTBA
MpouvsBoauTenb rapaHTUPYeT CTabWNbHOCTb MEAULIMHCKOrO U3Aenms A0 OKOHYaHUs
CpOKa FOOHOCTM MNPW COBMIOAEHWUU YCMOBUM TPaHCMOPTUPOBAHUS, XpaHeHWs u
NPUMEHEHUS, yKa3aHHbIX B UHCTPYKLIMK.
MpounsBoauTenb rapaHTUpyeT 6e30MacHOCTb MEAMLMHCKOrO U3fenus, oTcyTcTBue
HeOoMnyCTUMOro PUCKa MPUYMHEHUS Bpeda >KU3HM, 300POBbIO  YesioBeka W

Phone: +33(0)2 23 3017 83 - amr@ngbiotech.com - www.amr.ngbiotech.com




@ Pycckumn NG<TEST/CARBA-5
OKpy)KaloLe cpefe Mpu UCMOoMb30BaHUW Habopa pPeareHToB MO HasHaueHUIo B
YCrnoBusx, NpeaycMoTPEHHbIX NPOU3BOAUTENEM.

BUBJZINOrPA®UA
Bubnunorpacduio MOXXHO HaUTK B KOHLLE AOKYMEHTA.

YCJ/TOBHbIE OBO3HAYEHUSA

Copepxumoro 30°C
AOCTATOHO QNS g Wcnonb3osatb Ao
20 nposeneHus 20
KoNnyecTBa TeCToB

3anpet 4°C
MeauumnHckoe Ha NoBTOpHOEe

yCTpoMncTBo Ans npvMeHeHune TemnepaTypHbIii

Pl AvanasoH (ons
OWAarHOCTUKM in vitro XpaHeHus uspenus)

HoMmep no KaTtanory

Homep naptum

O6paTtutech K cE
E]E] MHCTPYKUMK MO 3Ha; (3HaKCOOTBeCTBVIﬂ OCHOBHbIM
NPUMEHeHMIo TpeboBaHMsaM anpekTus EC

Y rapMOHU3UPOBaHHbIM CTaHAapTamM
EBponencKoro coto3a)
MpounssoauTeno

MpousBoauTenn: HI Buotex (NG Biotech)
Anpec: Atenbe Pene Jle TpeMnnuH Mapk o’AKT. oe Kyp6yToH CekTl
M'npu 35480 Minpu-Meccak, ®paHums

YNoNMHOMOYEeHHbI NpeacTaBUTeNb NpousBoauTens: O6LLECTBO C
OorpaHN4YeHHOWN OTBETCTBEHHOCTbIO «TEM» (OO0 «EM»)

Appec: 127083, Poccus, . MockBa, yn. 8 MapTa, a. 1, cTp. 12, atax 3,
rnomereHne XXV - komHaTta 11

Ten.: 8 (495)612-43-12, 8 (495)613-86-63
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@ Slovensky NG<TEST/CARBA-5

uvob

NG-Test® CARBA-5 je rychlym in vitro diagnostickym stanovenim, ktoré je urcené iba
pre profesiondlne pouzitie. Ide o vizuadlny multiplexovy imunochromatograficky
kvalitativny test (s laterdlnym prietokom) na detekciu a diferenciaciu piatich
najbeznejsSich rodov karbapenemaz (KPC, OXA-48-like, VIM, IMP a NDM) z
karbepenemaz produkujucich necitlivé Cisté bakteridlne kolénie Enterobacterales
(vratane Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae) a Pseudomonas aeruginosa v
zdravotnickych zariadeniach.

SUHRN A ZAKLADNE INFORMACIE

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

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

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

DODANE CINIDLA A MATERIALY

Kazda suprava obsahuje:

« 20 testovych kaziet v hlinikovych vreckach s desikantom
« 20 mikroskumaviek

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

MATERIAL POTREBNY, ALE NIE JE SUCASTOU SUPRAVY
stopky « jednorazové rukavice « Inokula¢né oc¢ko (1uL) « trepacka

UPOZORNENIA

« Diagnosticky test In vitro. Len na profesionalne pouzitie.

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

« Kazeta musi az do poufzitia zostat uzavreta v obale.

« So vzorkami zaobchadzajte ako s potencialne infek&nymi.

« Po pouziti kazetu zlikvidujte ako infekény odpad.

« Kazetu nepouZite opakovane.

USKLADNENIE A STABILITA

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

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

PRACOVNY POSTUP

1/ Dajte si jednorazové rukavic.

2/ Nechajte sipravu vytemperovat pri izbovej teplote aspor 10 minut.

Priprava vzorky

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

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

3/ Zavrite mikroskimavku.

4 [ Pred pouzitim zmes pre homogenizaciu vortextujte.

POZNAMKA: Viskézne/mukézne kolénie mézu viest k problémom s migrdciou kvéli
ich vysokej viskozite. Ak zaéinate s viskéznymi/mukéznymi koléniami, pred
vykonanim testu kol6niu vortexujte 3 minaty v extrakénom pufre a nechajte ju
inkubovat 10 minat pri izbovej teplote.

Vykonanie testu

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

2/ Napipetujte 100uL pripravenej zmesi do jamky pre vzorku, ktora je oznaéena ,S" (ak
pouZzijete pipetu zo sUpravy, vzorka musi byt nabrata po ¢iernu &iarku, ktora indikuje,
Ze pipeta nasala presne 100pL).

3/ Vysledok odé&itajte po 15 minutach a interpretujte ho podla postupu.

POZNAMKA: Neinterpretujte vysledok po 20 minutach, kedZe potom méZete ziskat
falosne pozitivny vysledok.
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@ Slovensky NG<TEST/CARBA-5

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Negativny vysledok

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

Z-<0Xn0n

NEGATIVNY

Pozitivny vysledok

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

POZNAMKA: Intenzita Eervenej testovacej Ciary (&iar) sa moze ligit
VIM POZITIVNi V zavislosti odkoncentracie karbapenemaz pritomnych vo vzorke.

Slabu ciaru treba povazovat za pozitivny vysledok.

Z-<0Xn

c c Neplatny vysledek
K K Pokial sa v kontrolnej oblasti (C) neobjavi ¢ervena ¢iara, alebo nie
o o je oznacena pismenom (C), vysledok testu je neplatny.
Y Y Najcastejsim doévodom byva nedostatoc¢ny objem vzorky alebo
N N nedodrzany pracovny postup.
. Tiez moze byt poskodena testovacia sUprava. Test zopakujte s novou
NEPLATNY kazetou. Pokial problém pretrvava, slpravu uz nepouzivajte a
kontaktujte distributora.
KONTROLA KVALITY

V teste je zahrnuta interna kontrola kvality. Pokial sa objavi kontrolna ¢iara, potvrdzuje
tato, Ze bolo pouzité dostato¢né mnoZstvo vzorky a Ze pracovny postup bol dodrzany.

OBMEDZENIA

1/Negativny vysledok nevylu€uje pritomnost organizmov produkujucich karbapenemazu
(priklad: produkujice SME, GES, IMI).

2 / Falodne negativne vysledky sa mézu vyskytnut pri viacerych subkultdrach
bakteridlneho izolatu bez akéhokolvek selektivneho tlaku.

3 / Niektoré falodne negativne vysledky sa mézu vyskytnut pri testovani Proteus
mirabilis len z krvného agaru.

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

5/ Tento test je kvalitativhou analyzou a neprinesie Ziadny kvantitativny vysledok.

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

7 [ Pozitivny alebo negativny test nevylu€uje pritomnost inych mechanizmov
rezistencie na antibiotika.

VYKONY A VLASTNOSTI

KPC 600 pg/mL « OXA 300 pg/mL « VIM 300 pg/mL « IMP 200 pg/mL « NDM 150 pg/mL
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Klinické hodnotenie:
NG-Test® CARBA-5 byl hodnocen v NRC (Narodni referenéni stiedisko pro
antibiotickou rezistenci, Nemocnice Kremlin-Bicétre, Pafiz, Francie). 147 kmenu bylo
zaslepeno a testovano na obsah K-laktazy charakterizované WGS. V hodnoceném
souboru nebyly detekovany pouze 2 vzacné varianty D179Y KPC (KPC-31a KPC-33). Tato
D179Y zhorsila hydrolytickou aktivitu karbapenemu u enzymu, ktery nelze povazovat
za karbapenemazu, coz vedlo k negativnim vysledkiim biochemickych testd. Citlivost
a specificita NG-Test® CARBA-5 byla vypoctena tak, ze byly varianty KPC-31 a KPC-33
povazovany za negativni vysledky.

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

WGS
POZITIVNE | NEGATIVNE CELKOM
POZITIVNE 19 [*] 119
NG-TEST® r
NEGATIVNE
CARBA-5 [NES o 28 28
CELKOM 19 28 147
cITLvost 100% Cl 95% = 96.9 - 100%
SPECIFICKOST 100% Cl 95% = 87.9 - 100%
Analyticka Specificita:
. . sl Varianty zistené analyticky a
Skupina organizmu Ciel ANty teneal 2 #uky
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,28,39
. 48,162, 163, 181, 204, 232, 244, 245, 370,
OXA-48-like 405, 436, 484, 505, 515, 517, 519, 535, 793
P
Enterobaktérie VIM 1,2, 4,5,6,1,19, 23,27, 31
IMP 1, 4,6,8,10,11,14, 26, 47, 58
NDM 1,3,4,5,6,7,9,11,19
KPC 2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas VviM 2,51
aeruginosa IMP 1,2,5,7,13,14, 15,16, 18, 19, 26, 29, 31, 37, 39,

46, 56, 63, 71, 79
NDM 1
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Suhrn variantov zistenych testom NG-Test® CARBA 5 v publikaciach:

Skupina organizmu Ciel Varianty de‘t;;-.‘[’(;cq\&aﬂﬁz E,Ub"kaua‘:h
KPC 2,3,4,5,6,7,12,14,19, 23, 28, 35, 39, 78, 79.
oxaasilike | ou Rl e S, 517, oo, 835, 795
Enterobaktérie* VIM 1,2,4,5,6,11,19, 235, 26,27, 31, 39, 46, 51, 52, 54,
, 58,
IMP 1,4, 6,7, 8,10, 11,14, 22, 26, 47, 58, 61
NDM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,1,19
KPC 1,2,3,5
OXA-48-like 181
Pseudomonas Vim 251
aeruginosa MP 1,2,4,5,7,8,13,14,15,16, 18,19, 26, 29, 31, 37, 39,
46, 56, 63, 71,79
NDM 1

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

LITERATURA
Bibliografia sa nachadza na konci dokumentu.

SYMBOLY
W Obsah pre g Datum 30°C
20 20analyz exspiracie Teplotny limit
4°C
Diagnostjcké Nepouzivajte Pozrite si navod
zdra\{otnlqka . opakovane na pouZzitie
pomécka in vitro
Cislo garze Katalégovy M Vyrobca
odkaz b4
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