NG-BIOTECH"® G

LABORATOIRES

NGTEST7/CTX-M Multi

NG-Test® CTX-M Multi Rapid test for the detection of
CTX-M groups 1, 2, 8, 9, 25 B-lactamases in a bacterial
colony from culture.

For professional use only.

BH

EN Instructions for use - 01 ES Instrucciones de uso - 25
FR Instructions d'utilisation - 06 IT  Istruzioni per l'uso - 30

CZ Navod k pouziti - 11 PL Sposéb uzycia - 35

DE Gebrauchsanweisung - 15 PT  Instrugdes de Utilizagdo - 40

EL  odnyieg xpriong - 20

ENOO16CTM/Rév. 230620
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INTRODUCTION

NG-Test® CTX-M Multi is a qualitative rapid immunoassay for the detection of CTX-M
groups 1, 2, 8,9 and 25 in a bacterial colony obtained from culture. It is an in vitro
diagnostic assay, for professional use only, that aids to detect extended-spectrum
B-lactamases (ESBLs) produced by Enterobacterales.

SUMMARY

B-lactams are first-line antibiotics for the treatment of infections caused by Enterobac-
terales. Nevertheless, since the beginning of their massive use in the 1940s, their
efficacy has been challenged by the production of enzymes that inactivate them:
B-lactamases. Among them, the extended-spectrum B-lactamases (ESBLs) hydrolyse
most B-lactams sparing only cephamycins (as cefoxitin) and carbapenems.

The epidemiology of ESBLs among Enterobacterales recently changed with
widespread dissemination of CTX-M-type enzymes. In the 1990s, the main ESBLs were
derived from TEM- and SHV-type enzymes, and mainly diffused within hospital clones
of Klebsiella pneumoniae and Enterobacterales spp. Diffusion of CTX-Ms within the
Escherichia coli species changed this situation. Currently, more than 170 CTX-M
variants have been identified and described in 5 main groups (CTX-M groups 1, 2, 8, 9
and 25). Dominant variants are geographically different. However, CTX-M-15 (group 1)
and CTX-M-14 (group 9) are the most detected around the world, followed by CTX-M-2
(group 2).

Wherever their location in the world, CTX-Ms now represent the majority of ESBLs, to
the point that their diffusion is qualified as pandemic. They are equally isolated in
community and hospital settings and seem to be endemic in long-term care
institutions. The increasing prevalence of ESBLs in community settings creates an
unprecedented problem: the influx of multiresistant bacteria from the community
setting to the hospital setting.

PRINCIPLE

NG-Test® CTX-M Multi is a ready for use rapid immunoassay for the detection of
groups 1, 2, 8,9 and 25 CTX-M B-lactamases in a bacterial colony sampled on a solid
agar medium after culture (an overnight) and processed in an extraction buffer.

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

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

If the sample is positive for CTX-M from groups 1, 2, 8, 9 or 25, a red line will appear on
the test region “T"” and on the control region “C” of the membrane. If not, only one red
line will appear on the control region “C".

REAGENTS AND MATERIALS SUPPLIED

Each kit contains :

« 20 Test cassettes in aluminium pouches with desiccant

« 20 Microtubes

« 20 Disposable pipettes of 100uL

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

«1Instructions for use

MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

Timer « Single use gloves « Loop « Vortex

NG-BIOTECH’SAS
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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 and 30°C. Do not freeze. Kits are
stable until the expiry date indicated on every kit.

CULTURE AND SAMPLING
The samples to be tested shall be obtained and handled according to the standardised
microbiology procedures. A colony will be collected in a solid agar-based culture, then
will be suspended in the extraction buffer provided into the kit. It is highly
recommended to use fresh bacterial colonies for the assay performance to be optimal.
Validated culture media:
Mueller Hinton (MH) agar, URIselect 4 (URI-4), Columbia agar + 5% horse blood,
ChromlID ESBL agar, Drigalski (DRIG) agar.

OPERATING PROCEDURE
1/ Wear protective gloves.
2 /Bring the kit components at room temperature for at least 10 minutes.
Preparing the sample
1/ Dispense 5 drops (150uL) of extraction buffer in one of the microtubes provided into
the kit.
2/ From a solid agar-based culture, collect a colony with a loop, and then suspend it in
the microtube containing 150pL of extraction buffer.
3/ Close the microtube.
4 [ Vortex to homogenise the mixture before use.

NOTE: Mucous colonies can lead to migration problems, due to their high viscosity.
Vortex for 3 minutes a colony in extraction buffer and incubate for 10 minutes at
room temperature before performing the test.

Carrying_out the test

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

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

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

RESULT INTERPRETATION
c Negative result
If only one red line appears on the control region (C): the sample
T does not contain any CTX-M enzyme or non-detectable level of

this one and must be interpreted as a negative result.

NEGATIVE

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




Positive result

If two red lines appear, one on the control region (C) and one on
C the test region (T): the sample contains CTX-M enzyme and must
be interpreted as a positive result.

T NOTE : The intensity of the red test line (T) may vary depending on
the CTX-M enzyme level in the sample. A weak line should be
POSITIVE considered as a positive result.

Invalid result

(o C If the control line (C) does not appear, the test result is invalid.
Insufficient sample volume or an incorrect procedure are the
T T most likely reasons for control line failure.

Deterioration of the test kit may have occurred. Repeat the
procedure using a new test. If the problem persists, do not reuse
the kit and contact your distributor.

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

LIMITATIONS
This test is a qualitative assay, so it cannot yield any quantitative result.
This first-line test allows a rapid stratification of the patients.
The obtained results must be confirmed with alternative or complementary diagnos-
tic procedures.
A positive or a negative test does not rule out the presence of other mechanisms of
antibiotic resistance.
Some cross-reactions can occur with strains expressing OXY-like ESBL enzymes,
usually expressed by Klebsiella oxytoca species.

PERFORMANCES AND CHARACTERISTICS
Detection limit:
The detection limit was determined using purified recombinant enzymes:
+ Group 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
+ Group 2/ CTX-M-2 600 pg/mL
« Group 9 / CTX-M-14 100 pg/mL

INVALID

NG-Test® CTX-M Multi detects the following variants:

« Group 1/ CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82, -101, -182
+ Group 2/ CTX-M-2

+ Group 8 /CTX-M-8

« Group 9 / CTX-M-9, 13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

- Group 25 / CTX-M-94, -100

Evaluation study:

NG-Test® CTX-M Multi was evaluated on 165 isolates (PCR characterized ESBL content)
at the NRC (AMR French National Reference Centre) of CHU Kremlin Bicétre
Paris-France.

Phone: +33(0)2 23 3017 83 - email: support@ngbiotech.com - website: www.ngbiotech.com
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Table 1: STATUT
POSITIVE NEGATIVE
result result TOTAL
POSITIVE 149 (o] 149
NG-TEST®
CTX-M |NEcaTIVE 0 16 16
Multi TOTAL 149 16 165
SENSITIVITY 100% CONFIDENCE INTERVAL 95% [97.5% H 100%]
SPECIFICITY 100% conripence INTErvAL 95% [80.6% ; 100%]
BIBLIOGRAPHY

1. Hervé Boutal and Al. 2018. A multiplex lateral flow immunoassay for the rapid
identification of CTX-Ms producing enterobacteriacea. In : Poster ECCMID 2018.

2. Hervé Boutal and Al. 2017. CTX-M-15 detection in clinical samples: evaluation of an
immune chromatographic test. In : Poster ANSM 2017.

3. Hasan Afzali and Al. 2016. Characterization of CTX-M-Type Extend-Spectrum p-Lacta-
mase Producing Klebsiella spp. in Kashan, Iran. In : Jundishapur J Microbiol. 2015
October; 8(10):e27967.

4. R. Bonnet, 2004. Growing Group of Extended-Spectrum - Lactamases: the CTX-M
Enzymes. In: Antimicrobial agents and chemotherapy, Jan. 2004, p. 1-14.

5. Etienne Rupp , and Al. 2009. CTX-M B-Lactamases in Escherichia coli from Commu-
nity-acquired Urinary Tract Infections, Cambodia. In: Emerging Infectious Diseases -
www.cdc.gov/eid - Vol. 15, No. 5, May 2009.

6. Wei-Hua Zhao and Zhi-Qing Hu, 2013. Epidemiology and genetics of CTX-M
extended-spectrum B-lactamases in Gramnegative bacteria. In: Critical Reviews in
Microbiology, 2013; 39(1): 79-101 2013 Informa Healthcare USA, Inc.

7. Rafael Cantén, José Maria Gonzélez-Alba and Juan Carlos Galan, 2012. CTX-M
enzymes: origin and diffusion. In : Frintier in mibrobiology, volume 3, articles 110.

8. Hiran Dhanjia, Michel Doumitha, Olivier Clermont, Erick Denamur,Russell Hope,
David M. Livermore, Neil Woodford. Real-time PCR for detection of the O25b-ST131
clone of Escherichia coli and its CTX-M-15-like extended-spectrumlactamases; Interna-
tional Journal of Antimicrobial Agents 36 (2010) 355-358.

9. David L. Patersonl and Robert A. Bonomo. Extended-Spectrum-Lactamases: a
Clinical Update. Clinical Microbiology reviews, Oct. 2005, p. 657-686 Vol. 18, No. 4.

10. Martha Valiadi & Sumit Kalsi & Isaac G. F. Jones & Carrie Turner & J. Mark Sutton &
Hywel Morgan. Simple and rapid sample preparation system for the molecular
detection of antibiotic resistant pathogens in human urine. Biomed Microdevices
(2016) 18:18.

1. Sridhar Rao P.N- Assistant Professor Dept.of Microbiology JIIMMC,Davangere.CTX-M
B-lactamases. www.microrao.com 03rd July, 2012.

12. Sun Hee Park. Third-generation cephalosporin resistance ingram-negative bacteria
in the community: a growing public health concern - Korean J Intern Med
2014;29:27-30

13. Wei-Hua Zhao and Zhi-Qing Hu. Epidemiology and genetics of CTX-M
extended-spectrum B-lactamases in Gram-negative bacteria. Critical Reviews in
Microbiology, 2013; 39(1): 79-101.

14. Wageih S. EI-Naghy, Amal A. Wafy, Nashwa N. Elfar, Atef Taha, Abeer Shahba,
Nashwa M. Noor-eldeen and Nahla A. Nosair. Multiplex PCR for Detection of bla CTX-M
Genes among the Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) Producing Gram-nega-
tive Isolates. Egyptian Journal of Medical Microbiology, July 2014 Vol. 23, No. 3.

15. L. Dortet, L.Poirel, P. Nordmann. Rapid Detection of Extended- Spectrum-Lactmase

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




-Producing Enterobacteriacea from Urine Samples by Use of the ESBL NDP Test.
Journal of Clinical Microbiology- October 2014 Volume 52 Number 10.

SYMBOLS

Content for Expiry date 30°C
20 20 assays Temperature
limit
4°C
in vitro diagnostic ® Do not re-use
medical device
Catalogue
Batch number reference

Consult
instructions Manufacturer

for use

This test was developed in collaboration
with the CEA*.

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

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




@ Francais NG<TEST7CTX-M Multi

UTILISATION

Le NG-Test® CTX-M Multi est un test rapide immunologique qualitatif pour la
détection des B-lactamases CTX-M des groupes 1, 2, 8, 9 et 25 a partir d’ une colonie
bactérienne aprés culture. Il s'agit d'un test de diagnostic in vitro, a usage exclusive-
ment professionnel, qui aide a la détection des B-lactamases spectre élargi ou étendu
(BLSE) produites par les entérobacterales.

RESUME

Les B-lactamines sont les antibiotiques de premiére ligne dans le traitement des
infections causées par les entérobactérales. Cependant, dés le début de leur utilisation
de masse dans les années 1940, leur efficacité a été confrontée a la production
d'enzymes les inactivant : les B-lactamases. Parmi elles, les B-lactamases a spectre
élargi (BLSE) hydrolysent la majorité des B-lactamines en n'épargnant que les
céphamycines (comme la céfoxitine) et les carbapénémes.

L' épidémiologie des BLSE au sein des entérobactérales a récemment changé avec la
dissémination massive des enzymes de type CTX-M. Dans les années 1990, les
principales BLSE étaient dérivées des enzymes de type TEM et SHV et diffusées
majoritairement au sein des clones hospitaliers de Klebsiella pneumoniae et d’Entero-
bacterales spp. La diffusion de CTX-M au sein de I'espéce Escherichia coli a bouleversé
cette situation.

Actuellement, plus de 170 variants de CTX-M ont été identifiés et décrits dans 5
groupes principaux (les groupes CTX-M 1, 2, 8, 9 et 25). Les variants dominants sont
différents selon les zones géopraphiques. Cependant , les CTX-M-15 (groupe 1) et les
CTX-M-14 (groupe 9) sont les plus détectés dans le monde, ensuite, ce sont les CTX-M-2
(groupe 2).

Les CTX-M constituent désormais la majorité des BLSE quelle que soit la région du
monde a tel point qu'on qualifie leur diffusion de pandémique. Elles sont indifférem-
ment isolées en milieu communautaire ou hospitalier et semblent endémiques dans
les établissements de long séjour. La prévalence croissante des BLSE en milieu
communautaire pose un probléme inédit qui est I'afflux de bactéries multirésistantes
de la communauté vers I'hopital.

PRINCIPE

NG-Test® CTX-M Multi est un test immuno-chromatographique rapide et prét
I'emploi pour la détection des B-lactamases CTX-M des groupes 1, 2, 8, 9 et 25 a partir
d'une colonie bactérienne prélevée sur un milieu gélosé solide apreés culture (une nuit)
et traitée dans un tampon d'extraction.

L'essai est réalisé par la distribution d'un volume suffisant d'échantillon dans le puits
de la cassette. L'échantillon migre au travers du papier conjugué et les enzymes
CTX-M, si présentes, réagissent avec les anticorps monoclonaux de souris anti- CTX-M
marqués. Le complexe migre a travers la membrane de nitrocellulose par capilarité et
interagit avec les anticorps monoclonaux de souris anti-CTX-M immobilisés sur la
membrane au niveau de la zone test «T» .

La bande de contrdle (C) se forme par la fixation de la streptavidine et des anticorps
monoclonaux marqués. lls réagissent avec des anticorps polyclonaux de cheévre
anti-souris et de la biotine-BSA immobilisés sur la membrane. Si I'échantillon est
positif (présence de CTX-M des groupes 1, 2, 8,9 ou 25), une bande rouge apparaitra la
fois sur la zone test et la zone contrdle. Sinon, une seule bande rouge apparaitra sur la
zone controle.

REACTIFS ET MATERIEL FOURNIS

Chaque kit contient :

« 20 cassettes test en sachet aluminium avec dessicant

+ 20 microtubes

« 20 pipettes de 100uL
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« 1solution de tampon d'extraction en flacon plastique (4,5 mL)
« 1 notice

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNIS
Chronomeétre « Gants a usage unique « Oese « Vortex

PRECAUTIONS
« Test de diagnostic in vitro a usage professionnel.
« Toutes les opérations doivent étre réalisées selon les bonnes pratiques de laboratoire.
« Ne pas utiliser aprés la date d'expiration.
« Les dispositifs doivent rester dans les sachets scellés jusqu'a leur utilisation.
« Manipuler les échantillons commme étant potentiellement infectieux.
« Aprés usage, jeter le dispositif dans un conteneur approprié pour déchets infectieux.
« Le dispositif ne doit pas étre réutilisé.
CONSERVATION ET STABILITE
Conserver les dispositifs dans leur sachet scellé entre 4 et 30°C. Ne pas congeler. Les
coffrets sont stables 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.
A partir d'une culture sur gélose solide, une colonie sera prélevée a I'aide d’une oese
puis mise en suspension dans un tampon d'extraction fourni dans le coffret.
Il est fortement recommandé d'utiliser des colonies bactériennes fraiches pour obtenir
une performance optimale du test.
Milieux de culture validés :
Mueller Hinton (MH) agar , URIselect-4 (URI-4), Columbia agar + 5 % sang de cheval,
ChromID ESBL agar, Drigalski (DRIG) agar.

MODE OPERATOIRE
1/ Porter des gants de protection.
2 /Ramener les composants du kit & température ambiante pendant au moins 10
minutes.

Préparation de I'échantillon

1 /Déposer 5 gouttes (150uL) de tampon d'extraction dans un des tube eppendorf
fourni dans le coffret.

2/ A partir de la culture sur gélose solide, prélever une colonie a I'aide d'une oese puis
la mettre en suspension dans le tube eppendorf contenant 150pL de tampon d'extrac-
tion.

3/ Fermer le microtube.

4 [ Vortexer pour homogénéiser le mélange avant I'utilisation.

NOTE : Les colonies muqueuses peuvent entrainer des problémes de migration, du
fait d’'une importante viscosité. Vortexer la colonie dans le tampon d’extraction
pendant 3 minutes et laisser incuber 10 minutes a température ambiante avant de
réaliser le test.

Réalisation du test

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

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

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

NOTE : Ne pas interpréter les résultats du test aprés 20 minutes, les résultats
pouvant varier et causant potentiellement des résultats faux positifs.

Phone: +33(0)2 23 3017 83 - email: support@ngbiotech.com - website: www.ngbiotech.com
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INTERPRETATION DES RESULTATS

c Résultat négatif
Si une seule bande de couleur rouge apparait sur la zone contrdle
T (C) : I'échantillon ne contient pas d'enzyme CTX-M ou en contient

un niveau non détectable et doit étre interprété comme un

NEGATIE résultat négatif.

Résultat positif

Si deux bandes de couleur rouge apparaissent, une sur la zone
[ controle (C) et une autre dans la zone test (T) : I'échantillon
contient une enzyme CTX-M et doit étre interprété comme un
T résultat positif.

NOTE : L'intensité de la couleur rouge de la ligne de test (T) varie
POSITIF en fonction de la concentration d’enzyme CTX-M présente dans
I'échantillon. Une ligne d'intensité faible doit étre considérée
comme un résultat positif.

Résultat invalide
[ [ Si la bande de contréle (C) n'apparait pas, le résultat du test n'est
pas valide. Un volume d'échantillon insuffisant ou une procédure
T T incorrecte sont les raisons les plus fréquentes de l'absence de
ligne de contrdle. Une dégradation du coffret peut avoir eu lieu.
Répétez la procédure en utilisant un nouveau test. Si le probléme

INVALIDE 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

Ce test est qualitatif et en conséquence ne peut pas fournir une valeur quantitative.

Ce test de premiére intention permet une stratification rapide des patients.

Les résultats obtenus doivent étre confirmés par des procédures de diagnostic

alternatives ou complémentaires.

Un test positif ou négatif n'écarte pas la présence d'autres mécanismes de résistance

aux antibiotiques.

Des réactions croisées peuvent se produire avec des souches exprimant des enzymes

BLSE OXY-like, généralement exprimées par Klebsiella oxytoca.

PERFORMANCES ET CARACTERISTIQUES
Limite de détection:
La limite de détection a été déterminée I'aide d’enzymes recombinantes purifiées.
« Group 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
« Group 2/ CTX-M-2 600 pg/mL
« Group 9 / CTX-M-14 100 pg/mL

NG-Test® CTX-M Multi détecte les variants suivants :

« Group 1/ CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82, -101, -182
« Group 2/ CTX-M-2

« Group 8 /CTX-M-8

- Group 9 / CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

« Group 25 / CTX-M-94, -100
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Evaluation clinique :

NG-Test® CTX-M Multi a été évalué sur 165 souches cliniques (BLSE caracterisées par
PCR) au CNR (Centre National de Référence de la Résistance aux Antibiotiques) du
Kremlin Bicétre Paris-France.

Table 1: STATUT
résultat résultat
POSITIF NEGATIF TOTAL
POSITIF 149 o] 149
NG<TEST® =
CTX-M | NEcATIF 0 16 16
Multi " roraL 149 16 165
SENSIBILITE 100% INTERVALLE DE conFiance 95% [97.5% ; 100%
SPECIFICITE 100% INTERVALLE DE conFiance 95% [80.6% ; 100%
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du produit
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Ce test a été développé en collaboration
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uvoD

NG-Test® CTX-M Multi je kvalitativni rychly imunologicky test pro detekci
Sirokospektrych B-laktamaz (ESBL) CTX-M skupin 1, 2, 8, 9 a 25 z kolonii bakterialnich
kultur. Jedna se o in vitro diagnosticky test uréeny pouze pro laboratorni pouziti, ktery
pomaha detekovat Sirokospektré p-laktamazy (ESBL) produkované Enterobacterales.
SOUHRN

B-laktamy jsou antibiotika prvnivolby pro |é€bu infekci zpusobenych Enterobacterales.
Nicméné jiz od pocatku jejich masivniho pouzivani ve Ctyficatych letech dvacatého
stoleti byla jejich G€innost omezena produkci enzym, které je inaktivuji : B-laktama
zam. B-laktamasy s rozsifenym spektrem (ESBL) hydrolyzuji vétsinu B-laktamu, kromé
cefamycint (cefoxitin) a karbapenema.

Epidemiologie ESBL produkovanych enterobakteriemi se nedavno zménila diky
rozsifeni enzymu typu CTX-M. V devadesatych letech 20. stoleti byly hlavni ESBL
odvozeny od enzymU typu TEM a SHV a byly § feny nemocniénimi klony Klebsiella
pneumoniae a Enterobacter spp. Siteni enzymd CTX-M v rdmci druhu Escherichia coli
tuto situaci zménilo. Do dnesni doby bylo identifikov no a popsano vice jak 170 variant
CTX-M v péti hlavnich skupinach (CTX-M skupina 1, 2, 8, 9 a 25). Dominantni varianty se
geograficky lisi. Nicméné CTX-M-15 (skupina 1) a CTX-M-14 (skupina 9) jsou rozsifen
celosvétové, nasledovany CTX-M-2 (skupina 2). Kdekoli na svété nyni enzymy CTX-M
prevladdaji mezi ESBL enzymy a jejich rozsifené se da kvalifikovat jako pandemické.
Jsou izolované jak v komunité, tak v nemocnicich a jejich vyskyt je endemicky v
zafizenich dlouhodobé péce. Zvysujici se prevalence ESBL v komunité vytvari
bezprecedentni problém: pfiliv multirezistentnich bakterii z komunitniho do
nemocniéniho prostiedi.

PRINCIP

NG-Test® CTX-M Multi je imunologicky test k rychlé detekci Sirokospektrych
B-laktamaz CTX-M skupin 1,2, 8,9 a 25 z koloni bakteridlnich kultur kultivovanych (pres
noc) na pevném agaru a zpracovanych v extrakénim pufru. Test se provadi
davkovanim dostatecného objemu vzorku do jamky (S) v kazeté. Vzorek migruje
smérem ke konjugacni podloZce, na které jsou znacené monoklonalni protilatky
zacilené proti CTX-M-15. Je-li enzym CTX-M pfitomny, je jeho komplex s monoklonalni-
mi protildtkami zachycen v testovaci zéné (T) pomoci dalSich monoklonalnich
protilatek zacilenych proti CTX-M. Kontroln prouzek C je tvofen znacenymi streptavidi-
novymi a monoklonalnimi protil tkamireaguj ¢ mis biotin-BSA a koz mi anti-my$ mi
polyklonalnimi protilatkami imobilizovanymi na membrané. Pokud je vzorek pozitivni
na CTX-M ze skupin 1, 2, 8, 9 nebo 25, objevi se cerveny prouzek jak v testovaci oblasti
JT takiv kontrolni oblasti,C" Neni-li ve vzorku enzym CTX-M pfitomny, bude ¢erveny
prouzek pfitomny pouze v kontrolni oblasti (C).

DODAVANA CINIDLA A MATERIALY

Kazdy sada obsahuje:
« 20 testovacich kazetek v hlinikovych obalech s desikantem
« 20 mikrozkumavek
« 20 jednorazovych pipet o objemu 100uL
«1roztok extrakéniho pufru v plastové lahvicce (4,5 mL)
«1navod k pouziti

POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi BALENi
stopky « ochranné rukavice « bakteriologicka klicka « Vortex

UPOZORNENI

- Diagnosticky test in vitro. Pouze pro laboratorni pouziti.
« Vdechny postupy musi byt provadény v souladu se spravnou laboratorni praxi.
« Nepouzivejte po uplynuti data exspirace.
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« Testovaci kazety musi zUstat az do pouziti v uzavieném hlinikovém obalu.
« Zachazejte se vzorky, jako by byly potencionalné infekéni.

« Po pouziti vyhodte kazety do infekéniho odpadu.

« Kazety nepouzivejte opakované.

SKLADOVANI A STABILITA

Uchovavejte kazety v jejich uzavienych obalech mezi 4 az 30°C. Vyrobek je stabilni do
uplynuti exspirace vyznac¢ené na obalu soupravy.

KULTURY A PRIPRAVA VZORKU
Testované vzorky by mély byt odebrany a zpracovavany podle standardnich mikrobio-
logickych postupu.
Pomoci klicky odeberte kolonii z kultury vyrostlé na pevném agaru a nasledné ji
resuspendujte v doddvaném extrakénim pufru. Pro optimalni prabéh testu je
doporuceno pouzivat Cerstvé bakteridlni kolonie.
Validovana kultivaéni média:
Mueller Hinton (MH) agar, URIselect 4 (URI-4), Columbia agar + 5% korské krve,
ChromID ESBL agar, Drigalski (DRIG) agar.

PRACOVNi POSTUP
1/ Pouzivejte ochranné rukavice.
2 / Temperujte komponenty soupravy pfi pokojové teploté po dobu nejméné 10 minut.
Priprava vzorku
1/ Napipetujte 5 kapek (150uL) extrakéniho pufru do dodavané zkumavky Eppendorf.
2 /Kliékou odeberte kolonii z kultury vyrostlé na pevném agaru, a nasledné ji
resuspendujte ve zkumavce obsahujici extrakéni pufr.
3/ Uzavrete zkumavku.
4 [ Homogenizujte danou smé&s pomoci vortexu.
POZNAMKA: Mukdzni kolonie mohou zplsobovat problémy diky jejich vysoké
viskozité. Takovéto kolonie vortexujte po dobu 3 minut v extrakénim pufru a pred
provddénim testu inkubujte 10 minut pFi pokojové teploté.
Provedeni testu
1/ Oteviete obal a vyjméte testovaci kazetu. Po otevieni obalu provedte test ihned.
2/ Pomoci dodané pipety odeberte 100pL pfipravené smési (na pipeté je hranice
100pI oznacena cernou ¢arou) a napipetujte ji do jamky (oznacené ,S") na kazeté.
3/ Vysledek odectéte za 15 minut, jak je uvedeno nize.
POZNAMKA: Neodeditejte vysledky po uplynuti doby delsi nez 20 minut z divodu
mozné falesné pozitivity.

INTERPRETACE VYSLEDKU

o
C | e Negativni vysledek
Cerveny prouzek pouze v kontrolni zéné (C): vzorek neobsahuje
T enzym CTX-M nebo jeho detekovatelnou hladinu a vysledek by
mél byt interpretovdn jako negativni
NEGATIVNi
Pozitivni vysledek
() Objevi se dva ¢ervené prouzky, jeden v kontrolni zéné (C) a druhy
C | V testovaci zéné (T): vzorek obsahuje enzym CTX-M a vysledek by
mél byt interpretovan jako pozitivni.
T | e POZNAMKA: Intenzita erveného prouzku v testovaci oblasti (T) se
— muze lisit v zavislosti na mnozstvi CTX-M enzymu ve vzorku. | slaby
POZITIVNI prouzek by mél byt povazovan za pozitivni vysledek.
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Neplatny vysledek
[ [ Prouzek v kontrolni zéné (C) chybi — vysledek testu je neplatny.
Nejcastéjsimi dlvody absence prouzku v kontrolni zéné (C) jsou
T T nedostatecny objem vzorku nebo nespravné provedeni postupu

testu. Mohlo také dojit k degradaci testovaciho kitu. Opakujte
. postup za pouZiti nového testu (kazety). Pokud problém pretrvava,
NEPLATNY nepouzivejte dany kit a kontaktujte svého distributora.

KONTROLA KVALITY

Vnitfni kontrola kvality je soucasti testu. Pfitomnost kontrolniho prouzku potvrzuje
dostatec¢ny objem vzorku a spravné provedeni testu.

OMEZENI

Tento test je testem kvalitativnim, takZze nemuze poskytnout zadny kvantitativni
vysledek.

Tento test umoznuje rychlou stratifikaci pacient(.

Ziskané vysledky by mély byt potvrzeny provedenim alternativni nebo komple-
mentarni diagnostické metody.

Pozitivni test nevylu€uje pfitomnost jinych mechanismu rezistence k B-laktamam.
Nékteré zkfizené reakce se mohou vyskytnout u kmenul exprimujicich enzymy ESBL
podobné OXY, které obvykle exprimuji druhy Klebsiella oxytoca.

DETEKCNI CHARAKTERISTIKA
Detekéni limit:
Detekéni limit byl stanoven za pouziti purifikovaného rekombinantniho enzymu.
« Skupina 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
« Skupina 2 / CTX-M-2 600 pg/mL
+ Skupina 9 / CTX-M-14 100 pg/mL

NG-Test® CTX-M Multi detekuje nasledujici varianty:

« Skupina 1/ CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82, -101, -182
« Skupina 2 / CTX-M-2

« Skupina 8 / CTX-M-8

« Skupina 9 / CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

+ Skupina 25 / CTX-M-94, -100

Validace:

NG-Test® CTX-M Multi byl evaluovan na 165 kmenech (charakterizace obsahu
B-laktamaz pomoci PCR) v NRC (AMR French National Reference Centre) CHU Kremlin
Bicétre Paris-Francie.

Table 1: STATUT
vysledek vysledek
POZITIVNI NEGATIVNI CELKEM
POZITIVNI 149 0 149
NG<TEST® -
CTX-M  |NEGATIVNI [} 16 16
Multi " em 149 16 165
SENZITIVA 100% INTERVAL spoLeHLIVosTi 95% [97.5% aZ 100%)]
SPECIFICITA 100% INTERVAL spoLeHLIVosTI 95% [80.6% aZ 100%]
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VERWENDUNG

NG-Test® CTX-M Multi ist ein schneller Immunoassay fur den qualitativen Nachweis
von CTX-M-Gruppen 1, 2, 8, 9 und 25 in einer Bakterienkultur. Dies ist ein In-vitro
Diagnostikassay nur fur den professionellen Gebrauch zur Erkennung von B-Lacta-
masen mit erweitertem Spektrum (ESBLs), die von Enterobakterien produziert
werden.

ZUSAMMENFASSUNG

B-Lactam-Antibiotika sind Erstlinien-Antibiotika fur die Behandlung von Infektionen
durch Enterobakterien. Jedoch wurde seit Beginn ihrer Massenanwendung in den
1940er Jahren ihre Wirksamkeit mit der Produktion von Enzymen mit inaktivierender
Wirkung konfrontiert: den B-Lactamasen. Dazu zahlen B-Lactamasen mit erweitertem
Spektrum (ESBLs), die die Mehrheit der B-Laktame hydrolisieren, nur Cephamycine
(wie Cefoxitin) und Carbapeneme sind nicht betroffen.

Die Epidemiologie der ESBLs in Enterobakterien hat sich in jungster Zeit mit der
massiven Verbreitung von CTX-M-Enzymen ver ndert. In den1990er Jahren wurden die
wichtigsten ESBLs von Enzymen des TEM- und SHV-Typs abgeleitet und hauptsachlich
in Krankenkausklonen von Klebsiella pneumoniae und Enterobacter sp. verbreitet.
Durch die Verbreitung von CTX-M innerhalb der Escherichia coli-Arten hat sich diese
Situation ver ndert. Derzeit wurden mehr als 170 CTX-M Varianten identifiziert und in 5
Hauptgruppen (CTX-M Gruppen 1, 2, 8, 9 und 25) eingeteilt. Dominierende Varianten
variieren geografisch. CTX-M-15 (Gruppe 1) und CTX-M-14 (Gruppe 9) sind jedoch
weltweit am haufigsten nachgewiesen, gefolgt von CTX-M-2 (Gruppe 2).

CTX-Ms bilden heute die Mehrheit der ESBLs in allen Regionen der Welt und haben sich
so stark verbreitet, dass sie als Pandemie eingestuft wurden. In Heimen und Kranken-
hausern treten sie isoliert auf und scheinen in Langzeitpflegeeinrichtungen endemisch
zu sein. Die zunehmende Pravalenz von ESBLs in Heimen schafft ein neues Problem,
namlich die Ausbreitung von multiresistenten Bakterien vom Heim-ins Krankenhau-
sumfeld.

PRINZIP

NG-Test® CTX-M Multi ist ein gebrauchsfertiger schneller Immunoassay zum Nachweis
von CTX-M B-Lactamasen der Gruppen 1, 2, 8, 9 und 25, die von einer Agarplatte einer
Bakterienkultur (Uber Nacht) entnommen und in einem Extraktionspuffer dispergiert
werden.

Das Assay wird durch Dispensierung der Probe in der Probenvertiefung der Testkas-
sette durchgefuhrt. Die Probe migriert zum Konjugat-Pad und falls CTX-M Enzyme
vorhanden sind, reagieren sie mit markierten monoklonalen anti-CTX-M Maus-Antikor-
pern. Der Komplex migriert mittels Kapillaritat durch die Nitrozellulosemembran und
interagiert mit den anti-CTX-M mausmonoklonaren Antikérpern, die am Testbereich
“T" der Membran immobilisiert sind.

Der Kontrollstreifen C mit markiertem Streptavidin und monoklonalen Antikorpern
reagiert mit Biotin-BSA und Ziege-Anti-Maus polyklonalen Antikérpern, die an der
Membran immobilisiert sind.

Das Vorhandensein von CTX-M der Gruppen 1, 2, 8, 9 oder 25 wird durch eine rote Linie
im Testbereich “T" und im Kontrollbereich “C" der Membran angezeigt. Wenn die Probe
kein CTX-M enthalt, wird nur eine rote Linie im Kontrollbereich “C" angezeigt.

REAGENZIEN UND MITGELIEFERTES MATERIAL

Jedes Test-Set enthalt:

« 20 Testkassetten in Aluminiumbeuteln mit Trockenmittel
« 20 Mikroréhrchen

« 20 Einmalpipetten 100uL

« 1 Extraktionspuffer-16sung in Kunststoffflasche (4,5 mL)
«1Bedienungsanleitung
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ERFORDERLICHE MATERIALIEN, NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN
Stoppuhr « Einweghandschuhe « Ose « Vortexmischer

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

LAGERUNG UND STABILITAT
Die Produkte mussen im geschlossenen Beutel zwischen 4 und 30°C aufbewahrt
werden. Nicht einfrieren. Die Sets sind bis zu dem auf jedem Set angegebenen
Verfallsdatum stabil.

NAHRMEDIUM UND PROBENGEWINNUNG
Die zu untersuchenden Proben mussen nach mikrobiologischen Standardverfahren
gewonnen und behandelt werden. Eine Kolonie wird von einer Agrarplatte entnom-
men und dann im Extraktionspuffer, der im Set enthalten ist, suspendiert. Um eine
optimale Leistungsfahigkeit des Assays zu erzielen, wird dringend empfohlen, frische
Bakterienkolonien zu verwenden.
Validierte Ndhrmedien:
Mueller Hinton (MH) agar , URIselect-4 (URI-4), Columbia agar + 5 %Pferd Blut,
ChromID ESBL agar, Drigalski (DRIG) agar.

ARBEITSANWEISUNGEN
1/ Schutzhandschuhe tragen.
2 / Die Bestandeteile des Sets fur mindestens 10 Minuten auf Raumtemperatur bringen.
Probenvorbereitung
1/5 Tropfen (150uL) des Extraktionspuffers in ein mitgeliefertes Eppendorf-Réhrchen
geben.
2 /Von einer Kultur auf einer Agarplatte mithilfe einer Ose eine Kolonie entnehmen
und dann im Eppendorf-Réhrchen mit 150puL Extraktionspuffer-Losung suspendieren.
3/ Mikroréhrchen verschlieBen.
4 [ Mit dem Vortexmixer mischen, um die Mischung vor dem Gebrauch zu homogeni-
sieren.
HINWEIS: Mukoide Kolonien kénnen aufgrund ihrer hohen Viskositédt zu
Migrationsproblemen fiihren. Eine Kolonie in Extraktionspuffer 3 Minuten lang
vortexen und vor der Durchfihrung des Tests 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren.
Durchfiihrung des Tests
1/Den Beutel 6ffnen und das Set entnehmen. Den Test sofort nach dem Offnen
verwenden.
2/ Mit hilfe der mitgelieferten Pipette 100puL 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/ Das Ergebnis nach 15 Minuten wie unten angegeben ablesen.
HINWEIS: Die Testergebnisse nicht nach 20 Minuten auswerten, da sie variieren
und m glicherweise zu falsch positiven Ergebnissen fiihren kénnen.
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INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

N
Negatives Ergebnis
Wenn im Kontrollbereich (C) nur eine rote Linie erscheint: Die
T Probe enthalt keine CTX-M Enzyme oder einen nicht nachweisba-
ren Pegel und muss daher als negatives Ergebnis gewertet
— werden.
NEGATIVES
Positives Ergebnis
N Wenn zwei rote Linien erscheinen, eine im Kontrollbereich (C) und
(o} eine im Testbereich (T): die Probe enthalt CTX-M Enzyme und
muss als positives Ergebnis gewertet werden.
T HINWEIS: Die Intensitat der roten Farbe der Testlinie (T) variiert je
\ ) nach CTX-M-Enzymgehalt der Probe. Eine Linie mit geringer
POSITIVES Farbintensitat gilt als positives Ergebnis.
Ungultiges Ergebnis
[ C Wird die Kontrolllinie (C) nicht angezeigt, ist das Testergebnis
ungultig. Ein zu geringes Volumen der Probe oder falsche
T T Handhabung sind die haufigste Ursache fur das Fehlen der
Kontrolllinie.

Das Testset kénnte auch beschadigt worden sein. Wiederholen

UNGULTIGES Sie den Vorgang mit einem neuen Test. Wenn das Problem
weiterhin besteht, das Set nicht wiederverwenden und
lhren Handler kontaktieren.
QUALITATSKONTROLLE

Im Test ist eine interne Kontrolle enthalten. Die Anzeige der Kontrolllinie “C"” bestatigt
ein ausreichendes Probenvolumen und eine korrekte Vorgehensweise.

EINSCHRANKUNGEN
Dieser Test ist ein qualitativer Assay und kann daher keine quantitativen Ergebnisse
liefern.
Dieser Erstlinien-Test dient zur schnellen Stratifizierung der Patienten.
Die erzielten Ergebnisse mussen durch alternative oder zus tzliche Diagnoseverfah-
ren bestatigt werden.
Ein positiver oder negativer Test schliet das Vorhandensein anderer Antibiotika-Re-
sistenz-Mechanismen nicht aus.
Kreuzreaktivitdt kann mit Stammen auftreten, die OXY-ahnliche ESBL-Enzyme
exprimieren, welche in der Regel von Klebsiella oxytoca Arten exprimiert werden.
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TESTLEISTUNGEN UND EIGENSCHAFTEN
Nachweisgrenze:
Die Nachweisgrenze wurde mittels gereinigter rekombinanter Enzyme festgestellt:
« Gruppe 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
« Gruppe 2 / CTX-M-2 600 pg/mL
« Gruppe 9 / CTX-M-14 100 pg/mL

NG-Test® CTX-M Multi weist die folgenden Varianten nach:

« Gruppe 1/ CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82, -101, -182
« Gruppe 2/ CTX-M-2

«+ Gruppe 8 /CTX-M-8

- Gruppe 9 / CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

+ Gruppe 25 / CTX-M-94, -100

Der NG-Test® CTX-M Multi wurde anhand von 165 Isolaten (PCRmarkierter ESBL-Gehalt)
im NRC (Centre National de Référence de la Résistance aux Antibiotiques), Hopital du
Kremlin-Bicétre, Paris, Frankreich evaluiert.

Table 1: STATUT
POSITIVES NEGATIVES
ergebnis ergebnis GESAMT
POSITIV 149 o 149
NGTEST®
CTX-M NEGATIV 0 16 16
Multi  ["Gesamr 149 16 165
SENSITIVITAT 100% koNFiDEZINTERVALL 95% [97.5% ; 100%]
SPEZIFITAT 100% koNFiDEzINTERVALL 95% [80.6% ; 100%)]
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EIZAFOrH

H 8okiprp NG-Test® CTX-M Multi eival pia taxeia TOLOTIKA avocoloylkr SoKiun
avixveuong Twv opddwv 1,2,8,9 kat 25 CTX-M oe pia arnokia Baktnpiwy mouv Aappdvetat
ano kahAtEpyeta. Eivat pa in vitro StayvwoTikn p€B0dog, yla emayyeAHATIKN Xprion HOvo,
TIOU VA QVIXVEUTOUV Ol EVPEWG pAcpatog B-haktapdoeg (ESBLS) mou mapdyovtal amno ta
Enterobacterales.

MEPIAHWYH

Ot B-AaKTdpeg eival avTiBLOTIKA TPWTNG ETUAOYAG yla TNV Bepameia HOAUVOEWY TIOUL
owpeilovtal ota Enterobacteriaceae. Map' 6Aa auvtd , and T6TE TMOUL eKivnoe N HAllkn
XPon Toug Katd tn dekagTia Tov 1940, n anoTEAEOHATIKOTNTA TOUG apPLOBNTABNKE ard
N mapaywyn evZUHWY TV TLG ATEVEPYOTIOLOLY, TG B-AAKTAPACES . MeTagL auTwy ot
gUpEwG pdopatog B-Aaktapaceg (ESBLs) udpoAlUouv TIG TeplocOTEPEG B-AAKTAUES
e€ALPOLPEVWY POVOV Twy cephamycins (6nwg n cefoxitin) kat Twv carbapenems.

H emudnuiohoyia twv ESBLs ota Enterobacterales mpoopata €xel petapAndei pe tnv
eKkTeETAPEVN H1adoon Twv eviuPWY Tou TUToV CTX-M. Tnv dekaeTia Touv 1990, ot KUPLES
ESBLs mponABav and éviupa twv Tomwyv TEM- kat SHV-, kupiwg e€amholpeveq evidg
VOOOKOUELOKWY KAWVWY Twv edwv Klebsiella pneumoniae kat Enterobacterales spp. H
SLadoon twv CTX-Ms evtog Twy eldwv tng Escherichia coli aAAage autr tnv katdaotaon.
Emi Tou mapovtog, neplocdtepeg and 170 maparhayég CTX-M €xouv tautomotndei kat
TEepLypapel oe 5 KUPLEG opadeg (Tig opdadeg CTX-M 1,2, 8,9 kat 25). OL KOpLeg aparAayeg
€XOUV DLAPOPETIKA YEWYPAPIKA e§AmAwon. QoToco, n CTX-M-15 (opdda 1) kat n
CTX-M-14 (opdda 9) eivat oL TEPLOCOTEPO QVIXVEUOUEVEG OE OANO TOV KOGUO,
akoAovBolpeveg anod tnv CTX-M-2 (opada 2).

AMO OTold YEWYPAPLKT O€0N aMOPOVWONG TOug OToV KOopo, ol CTX-Ms onuepa
QVTLUTPOOWTEVOLY TNV TIAELOVOTNTA TWV ESBLS, péxpl Tou onpeiov o n eEAMAworn Toug
va Bswpeital mavonuikr. Amopovwvovtal Je TNV (6la ouxvoTnTa O KOWVOTIKEG Kal
VOOOKOUELOKEG €YKATAOTACELS, PaiveTal OJwWG va evdnuolv o€ povadeq Hakpdg
voonAeiag. H auvfavopevn emkpdtnon Ttwv ESBLS 0O KOWOTIKEG €YKATAOTACELS
Snpiovpyel Eva mpwTopaveég TPORANUA: TNV 0060 MOAVAVBEKTIKWY BakTnpiwy arnd Tig
KOLWVOTLKEG EYKATAOTACELG OTLG VOOOKOUELAKEG EYKATACTACELG.

APXH THXZ MEOOAOY

H &okiry NG-Test CTX-M MULTI gival pia €Tolun Tpog Xpron TAXeid avoooev{ULKN
HEB0B0G avixveuong Twv opddwy 1, 2, 8, 9 kat 25 CTX-M B-AakTapacwy anod pia anotkia
Baktnpiwv ov AapBaveTat anod KaAAEPYELD OE BPEMTIKO LALKO oTepeol dyap (16 wpwv),
Kat enegepydetal e pUOULOTIKO SLAAUKA EKXVALONG.

H pébodog yivetal pe tomobetnon deiydatog otnv eIk B€on otnv Kaceta. Otav To
Selypa 06eVel pEOW TNG TIEPLOXNAG TOL CUZELYHATOG Kal av uTidpxouy eviupa CTX-M tote
QavTLOPOLV HE TA ONPACKEVA HOVOKAWVLKA QVTIOWHATA HUOG €vavTl Twv eviUHwY CTX-M.
AKOAOVBWG TO CUUTIAOKO 08€VEL PHEOW TNG HEUPRPAVNG VITPOKUTTAPIVNG HE TPLXOELSELQ
Suvdpelg kat aMnAemdpd pE TA AKWVNTOTMOWNPEVA OTNV HEHPPRPAVN HOVOKAWVIKA
aVTLOWHATA PUOG EvavTL TwV eV{UPwY CTX-M otny meploxr tng dokung T .

H ypappn Tolotikob eAéyxouv C oxnuati¢etat and onuacpevn otpemtaBidivn kat
HOVOKAWVIKA QVTLoWHATa Tou avtidpoly pe biotin-BSA kat TOAUVKAWVIKWY QVTIGWHATWY
atyog €vavTL ovTiKoL otny pepBpavn. Av To deiypa ival BeTiko yia CTX-M Twv opddwyv
1,2, 8,9 kat 25, Ba eppavioTei Pla KOKKLVN ypauur otnv meploxn dokng(T) kat otnv
meploxn Tou paptupa (C) TNG PePBpAvng. Av OxL, TOTE POVO pila KOKKLVN ypappn 8a
eppavioTel oTnv meptoxn tou paptupa (C).

ANTIAPAZITHPIA KAI MTAPEXOMENA YAIKA

KaBe kit mepthapavet:
« 20 KAOETTEG SOKLYNG OE BKEG AAOUULVIOU JE APUYPAVTIKO
« 20 pikpoowAnvapla
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« 20 avaAWOLPEG TUMETTEG TwV 100pL
« 1 PUBPLOTIKO SLAAUPA EKXUALONG OE TIAAOTIKO PLaAidlo (4,5 mL)
« 1 @UANGSLO

YAIKA TOY AMAITOYNTAI AAAA AEN NMAPEXONTAI
XpovopeTpo « Favtia plag xpriong « Kpikot « Vortex

MPO®YAAZEIX
« In vitro AlayvwaoTikr SoKiun. Ma emayyeApatikn Hovo xprion.
+O\eg oL epyaocieq Ba mpemet va dlegayovtal cOppwva Pe TV KAk EpyacTtnpLakn
TIPAKTLK.
+ Mnv To xpnotyomnoteital HETA TNV nuepopnvia AfgNg.
+ OL OUOKEVEG Ba TIPEMEL VA TIAPAUEVOLV OTLG OPPAYLICHEVES BNKEG HEXPL VA
Xpnotyomotneouyv.
« XelploTeite Ta delypata oav va nrav SuvnTIKA HOAUOHATIKA.
+ META TN XproN, ATOPPIYTE TNV GUOKEUN OE €va SOXEL0 AMOPPLYPNG yLa HOAUCHATIKA.
+ Mnv £avaxpnolyoToLEiTE TNV OUOKEUN.

®YAA=H KAI X-TAGEPOTHTA
®UNAETE TIG OUOKEVEG OTIG OPPAYIOUEVEG ONKEG Toug peTagy 4 kat 30°C. Mnv
Katapuxete. Ta KIT eival oTabepd Pexpt TNV nuepopnvia AENG Tov avaypapetal otn
€TIKETA TOV KOUTLOV.

KAAAIEPTEIA KAl AEITMATOAHWIA
Ta deiypata mov Ba dokipacTouy TPEMeL va AapBdvovTal Kat va XelpiZovtat cOpwva e
TIG TUTOTIOLNPEVEG H1adikacieq yia v pikpoBloloyia. Mia amowkia Ba culexBei oe
KaAALEPYNHA and oTePed BPEMTIKO UALKO. TUOTAVETAL VA XPNOLUOTIOLOUVTAL (PPECKES
amolKieg BakTnpiwy WoTe n anodoon TG peBOdoUL va givat n BEATLOTN.
MoTtonownpéva KAAALEPYNTIKA pEoa:
Mueller Hinton (MH) agar kat URIselect 4 (URI-4), Columbia agar + 5% horse blood, ChromID
ESBL agar, Drigalski (DRIG) agar.

AIAAIKAZIA EPTAZIAT
1/ ®opdAte MPOCTATEVTIKA YavVTLA.
2 / APoTE Ta OUCTATLKA TOU KLT O€ BEppOKpacia dwpatiou yia Touhaxiotov 10 Aemtd.
MNpogtopdZovtag To deiypa
1 /Awveipete 5 otayoveg (150pL) tou SlaAdpatog €KXUALONG OTO TAPEXOUEVO
HIKPOOWANVAPLO OTO KIT.
2 /310 KaAAEpynpa and oteped BPeMTIKO LALKO, CUAAEETE TV AmoLKia pe éva Kpiko, Kat
pETA SlacmeipeTe 0TO CWANVAPLO TIOL TiEPLEXEL TA T150pL Tou SLAAOPATOG EKXUALONG.
3/ K\eioTe TO PIKpOowANvapLo.
4 [ AvakwioTe e TO Vortex yia va OpoyevoTronBei To Jiypa rpLy T xpron.

THMEIQZH: Ot BAsvvwédelg amoikies eivat duvatov va mpo&evijoouv SuckoAieg otn
pEeTaKivnon Tou¢ AGyw Tou peydAou 1Ewdoug. ZuvIcTATal avakivion TnG amolkiag e
Vortex yia 3 Aentd oo SidAupa ekxUAtong Kat enwaon yia 10 Aentd o Bgppokpacia
Swpartiov mptv EeKviioeTe TN SOk,

Awe€ayovtag Ty dokipn

1/ Avoi&te Tnv Brikn, Kat ByAAeTe €W TNV CUOKEL. EQOTOV avoIXBEL XPNOLUOTIOLOTE TNV
ApEOWG.

2 /Me v mapexopevn TWiéta, mpooeote 100UL TOU TPOETOLHACHEVOL piypatog (To
Selypa 6a TPEMEL va @TAvel oTnV Havpn YPAppn TOU @aivetal otnv TMETTA yld va
petTagpepBoLV pe akpiBela 100pL) oto BuBLoPaA pe TN ofpavon “S”.
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3 /AwBdote Ta anoteAéopata oe 15 AemMTd KAl €pUNVEVOTE AUTA OTWG @aiveTat
TAPAKATW.

THMEIQZH: Mnv gpunveveTe Ta anoteAéopara tng SoKwn¢ petd amé 20 Aemtd, 616t
pmopei va motkiAouvv mpokaAwvtag Yevdwe BeTIKd amoTeAEopara.

EPMHNEIA AMOTEAEZIMATON
C ApVNTIKO amoTEAEcHA
AV JOVO pta KOKKLVN YPappn EPpaviZeTat oTnv mepLoxrn Tou pdptupa
T (C): To deiypa dev mepiéxel kamoto €viupo CTX-M 1 omoladnnote

QVIXVELOLUN TIOCOTNTA aUTOU Kal TPEMEL vad €PUNVEVLTEL oav
apvnNTIKO anoTéAeopa.

APNHTIKO
OETIKO anoTEAECHA
Av 800 KOKKLVEG YPOMPEG eppavidovTal, pia OTnV TEPLOXN TOu
c paptupa (C) kat pua otnv meptoxn dokipng (T): To deiypa mepiexet
€vupo CTX-M Kat TipEMEL va pUNVEVTEL oav BETIKO AMOTEAEDHA.
T THMEIQZH: H évtaocn tg KOKKLNG ypappng tng dokiung (T) uropet

va otkikel avdloya pe To eminedo touv ev{Oov CTX-M oTo deiypa.
VIM OETIKO H axvr) ypapur 6a rpénet va BewpnBei wg BTIKO anoTéAeoua.

AKupo arnotéAecpa

Cc c Av n ypappn Tou pdptupa (C) dev epgavidetay, n dokn dev givat
€ykupn. OL o TUBAVEG ALTIES YL TNV AmoTUXia TNG YPAHKAG TOU
T T HapTupa gival o avenapkng oykog deiypatog i n Aaveacpévn
Sladikaota.

Oa prmopoloe va €xel cuPPel alhoiwan Tou Kit. EmavalaBete tnv
AKYPO 51ab1kacia xpnoLHOMOLLIVTAG £va KAVOUPLO TEOT. AV TO POBANUA
ETULPEVEL PNV EQVAXPNOLHUOTIOLOETE TO KIT KL ETUKOLVWVNOTE HE
TOV QVTUPOOWTIO 0aG.

MOIOTIKOX EAErX0X
Mepth\apBAveTal €0WTEPIKOG HAPTUPAG OTO TeoT. OTav n ypapun Tou upaptupa
avantyooeTal, autod BERALWVEL OTL 0 OYKOG TOL SelyHaTOG fTav EMAPKNG Kat n dtadikacia
ATav owotn.

MEPIOPIZMOI
H Sokwn autn eival moloTikn péBodog, Kal £Tol dev PMopel va SWOoEL €va TIOCOTIKO
anoTtéAeopa.
AuTn n SoKIPN TIPWTNG YPAHHNG emTpenst Hla YPryopn LKavoroinon Twv acOevwy.
Ta AapBavopeva anoteAéopata Ba TPEMEL va emBeBatwvovtal pe pia eVOANAKTIKA N
CUUTANPWHATLKI SLayVWOTIKI HEB0SO.
Mia BeTiki 1) apvnTikn Sokidr 6ev Ba TPEMEL va amokAeiel TNV mapoucia AAAwv
HNXQVIOHWY avTOXNG 0TA avTIRLOTIKA.
Oplopéveg HLAOTAUPOVHEVEG QVTIOPACELG WMOPOLV va OUPBOLV HE OTEAEXN TOU
ekppagouv €vqupa ESBL TtUMou OXY (OXY-like), Ta omoia cuvnBwg ekgpdovtat anod to
€idog Klebsiella oxytoca.
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ATMNOAOZXH KAI XAPAKTHPIITIKA
‘Opto avixvevong:
To Oplo avixvevong MPocdlopiZeTal XpNOoLHOTIOLWVTAG KEKABAPUEVA avacuVOLACHEVO
éviupa:
« 0pdda 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
«0pdda 2 / CTX-M-2 600 pg/mL
« opdda 9 / CTX-M-14 100 pg/mL

To NG-Test® CTX-M Multi ipoodLlopiel TOUAAXLOTOV TLG TIAPAKATW TIAPAAAAYEG AT TLG
opadeg 1,2, 8,9 kat 25:

« opdda 1/ CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, 71, -82, -101, -182

- opada 2 / CTX-M-2

+ 0paGda 8 / CTX-M-8

« opada 9 / CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

« opgada 25 / CTX-M-94, -100

MeAétn a§loAdynong e pebodou:

To NG-Test® CTX-M Multi eAéyxBnke oe 165 amopovwoelg (mouv pe PCR gupébnkav
BeTIKEG o€ Teplexdpevo ESBL) oto NRC (AMR French National Reference Centre) Tov CHU
Kremlin Bicétre Paris-France.

Mivakag 1: KATAZTAZH
O£TIKO ApvnTiKo )
anotéAeopa | anotélecpa Zovoho
OeTIKO 149 (0] 149
NGTEST® -

CTX-M ApvNTIKO 0 16 16

Multi Yovoho 149 16 165
EYAIZOHIIA | 100% | &idotnua epruotoouvng 95% [97.5% ; 100%]
EIAIKOTHTA | 100% | 6idotnua epructoouvng 95% [80.6% ; 100%]
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ZYMBOAA
Meplexopevo yia 20 Hpepopnvia 3°°C,
20 OSowpacieg Mgng /ﬂ/ Opuo )
Beppokpaciag
in vitro Na pnv 4°C
Slayvwotiko @ £TAVAXpPNOLHOT
LATPOTEXVOAOYIKO oteitat
Tpoiov

. . Avagopad
Ap18pog maptidag KataAoyou
E]E Zuppovhevteite Tig M Kataokevuaotig

odnyieg xpriong

Avti n Sokipn avartoxBnke o cuvepyaoia pe tn CEA*

*H FaAAkr) Erutport) AToptkng Evépyetag kat EVAaAAGKTIKWY
Mnywv Evépyelag anotelei Baolkd MPWTAywWVLOTH 0TOUG TOHEIG
™G €peuvag, TNG avdmtugng Kat Tng Kawvotopiag.
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INTRODUCCION

NG-Test® CTX-M Multi es un test rapido de inmunoensayo para la deteccién de los
grupos 1,2, 8,9y 25 CTX-M de B-lactamasas en colonia bacteriana obtenida a partir de
cultivo. Es una prueba de diagndstico in vitro, Gnicamente para uso profesional que
permite detectar B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA) producido por
enterobacterias.

RESUMEN

Los antibidticos B-lactamicos son los antibiéticos de primera linea para el tratamiento
de infecciones causadas por enterobacterias. Sin embargo, desde que se empezaron a
utilizar de manera masiva en los afnos 40, su eficacia ha ido decreciendo con la
aparicién de enzimas que los inactiva: las B-lactamasas. Dentro de este grupo, las
B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA) hidrolizan la mayoria de antibidticos
B-lactdmicos, no siendo afectados cefamicinas (cefoxitina) ni carbapenemas.

La epidemiologia de las BLEA en enterobacterias ha cambiado recientemente con la
propagacion de enzimas de tipo CTX-M. En los afios 90, las BLEA derivaban principal-
mente de enzimas TEM y tipo SHV y se propagaban mediante clones hospitalarios de
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter spp. La difusién de las CTX-M en Escherichia coli
ha cambiado la situacion.

Actualmente se han identificado y descrito mas de 170 variantes de CTX-M en 5 grupos
principales (grupos 1, 2, 8, 9 y 25). Las variantes predominantes estan distribuidas
geograficamente de manera distinta. Las variantes mas distribuidas globalmente son
CTX-M-15 (grupo 1), CTX-M-14 (grupo 9) y CTX-M-2 (grupo 2).

Las CTX-M representan la mayoria de las BLEA a nivel mundial, calificAndose su
propagaciéon de pandemia. Se encuentran en centros hospitalarios y entornos
comunitarios y parecen ser end micos en centros de asistencia de larga estancia. La
prevalencia creciente de BLEA en entornos comunitarios esta creando un problema
sin precedentes: la propagacién de bacterias multiresistentes desde entornos comuni-
tarios a centros hospitalarios.

PRINCIPIO

NG-Test® CTX-M Multi es un test rapido de inmunoensayo listo para el uso para la
deteccion de los grupos 1, 2, 8, 9 y 25 CTX-M de B-lactamasas en colonia bacteriana
obtenida en medio de cultivo de agar sélido tras 16 horas de incubacién y procesada
en un tampdn de extraccion.

La prueba se lleva a cabo dispensando la muestra en el pozo de la placa. La muestra
migra a lo largo de la placa hacia la almohadilla de conjugado y si estan presentes los
enzimas CTX-M, éstos reaccionan con anticuerpos marcados monoclonales de ratén
anti-CTX-M. El complejo migra a lo largo de la membrana de nitrocelulosa por capilari-
dad e interacciona con los anticuerpos monoclonales de ratén anti-CTX-M inmovili-
zados sobre la zona de test “T".

La linea de control “C" estd formada por estreptavidina marcada y anticuerpos
monoclonales que reaccionan con biotina-BSA y anticuerpos policlonales inmovili-
zados en la membrana.

Si la muestra es positiva para CTX-M de grupos 1, 2, 8, 9 y 25, aparece una linea roja en
la zona de test “T" y en la zona de control “C" de la membrana. Si la muestra es
negativa, nicamente aparece la linea roja en la zona de control “C".

REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS

Cada kit contiene:

« 20 placas envasadas individualmente en aluminio con desecante

« 20 microtubos

« 20 pipetas desechables de 100pL

« 1 botella de solucién de tampoén (4,5 mL)
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«1folleto
MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS
Cronémetro « Guantes desechables « Asa « Vortex
PRECAUCIONES
« Prueba de diagnéstico in vitro. Sélo para uso profesional.
« El procedimiento debe llevarse a cabo siguiendo las buenas practicas de laboratorio.
« No utilizar si ha caducado.
« No abrir los estuches de las placas hasta su uso.
« Manipular las muestras como potencialmente infecciosas.
« Tras su uso, eliminar la placa en un contenedor de residuos infecciosos.
« No reutilizar la placa.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Conservar las placas en sus envases debidamente cerrados a 4-30°C. NO CONGELAR.
Las placas son estables hasta la fecha de caducidad indicada en cada estuche.
CULTIVO Y MUESTREO
Las muestras que se van a analizar deben obtenerse y manipularse segun procedi-
mientos estandarizados de microbiologia.
En una placa de cultivo de agar sélido, se toma una colonia con un asa y se suspende
en el tampdn de extraccion.
Es altamente recomendable emplear colonias frescas para la obtencién de resultados
Sptimos.
Medios de cultivo validados:
Mueller Hinton (MH) agar, URIselect-4 (URI-4), Columbia agar + 5 % sangre de caballo,
ChromID ESBL agar, Drigalski (DRIG) agar.
PROCEDIMIENTO OPERATIVO
1/ Emplear guantes.
2 / Dejar los componentes del kit a temperatura ambiente al menos 10 minutos.
Preparacion de la muestra

1/ Dispensar 5 gotas (150uL) de tampén de extraccién en un tubo Eppendorf (incluido
en el kit).

2 /En la placa de cultivo de agar sélido, tomar una colonia con un asay suspenderla en
el tubo que contiene 150uL de tampodn de extraccion.

3/ Cerrar el tubo con el tapén.

4 [ Homogeneizar la mezcla con el vortex.

NOTA: Las colonias mucosas pueden causar problemas de migracion, debido a su
alta viscosidad. Agite en vértex durante 3 minutos una colonia en el tampén de
extraccion e incube durante 10 minutos a temperatura ambiente antes de realizar
la prueba.

Realizacidén de la prueba

1/ Abrir el envase, extraer la placa y realizar el analisis de inmediato.
2/Tomar100pL de la mezcla con la pipeta (la muestra debe llegar a la linea negra de la
pipeta para tomar exactamente 100pL) y dispensar el volumen adecuado en el pozo de
la muestra identificado como "S".

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

NOTA: No leer el test pasados 20 minutos porque el resultado puede variar dando
lugar a resultados falsos positivos.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

c Resultado negativo
Solo aparece una linea coloreada en la zona de control (C): la
T muestra no contiene enzima CTX-M o el nivel que se detecta de
enzima debe interpretarse como resultado negativo.
NEGATIVO
Resultado positivo
) Aparecen dos lineas coloreadas, una en la zona de control (C) y
Cc otra en la zona de test (T): la muestra contiene enzima CTX-M y
debe interpretarse como resultado positivo.
T NOTA: La intensidad de la linea de test (T) puede variar
\ ) dependiendo del nivel de enzima CTX-M en la muestra. Una linea
POSITIVO débil debe considerarse como resultado positivo.
Resultado no valido
C Si no aparece la linea de control (C), el resultado se considera no
vélido. Las causas suelen ser volumen insuficiente de muestra o
T T un procedimiento incorrecto. También puede deberse a un
deterioro en el kit. Repetir el procedimiento con una nueva placa.

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

CONTROL DE CALIDAD
La prueba incluye un control interno. Si aparece la linea de control, se confirma que el
volumen de muestra ha sido suficiente y que el procedimiento ha sido correcto.

LIMITACIONES
Esta es una prueba cualitativa por lo que no puede proporcionar resultados cuantita-
tivos.
Esta prueba de cribado permite una rapida clasificacién de pacientes.
Los resultados obtenidos deben ser confirmados mediante procedimientos diagnosti-
cos alternativos o complementarios.
Un resultado positivo o negativo no descarta la presencia de otros
mecanismos de resistencia antibidtica.
Pueden producirse algunas reacciones cruzadas con cepas que expresan enzimas
ESBL de tipo OXY, generalmente expresadas por Klebsiella oxytoca.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENO
imite de detecc
imite de deteccidén se determiné empleando enzimas recombinantes purificados.
+ Grupo 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
« Grupo 2 / CTX-M-2 600 pg/mL
«+ Grupo 9 / CTX-M-14 100 pg/mL

NG-Test® CTX-M Multi detecta las siguientes variantes:

« Grupo 1/ CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82, -101, 182
« Grupo 2/ CTX-M-2

« Grupo 8 / CTX-M-8

« Grupo 9 / CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

« Grupo 25 / CTX-M-94, -100
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Estudio de evaluacién:

NG-Test® CTX-M Multi se evalué en 165 muestras de B-lactamasas de espectro
ampliado caracterizadas por PCR en el NRC (AMR French National Reference Centre)
de CHU Kremlin Bicétre Paris-France.

Tabla 1: STATUS
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 149 2] 149
NG<TEST®

CTX-M |NEcaTivo 0 16 16

Multi ToTAL 149 16 165
SENSIBILIDAD | 100% INTERVALO DE conFianza 95% [97.5% ; 100%]
ESPECIFICIDAD 100% INTERVALO DE CONFIANZA 95% [80.6% H 100%]
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INTRODUZIONE

NG-Test® CTX-M Multi € un test immunologico rapido qualitativo per la rilevazione
delle B-lattamasi CTX-M di gruppo 1, 2, 8, 9 e 25 in una colonia batterica ottenuta da
coltura. E un test diagnostico in vitro per uso professionale, da utilizzare come ausilio
nella rilevazione delle B-lattamasi a spettro esteso (ESBLs) prodotte dalle Enterobacte-
rales.

SOMMARIO

| B-lattamici sono antibiotici di prima linea per il trattamento delle infezioni causate da
Enterobacterales. Tuttavia, dall'inizio del loro massivo utilizzo negli anni ‘40, la loro
efficacia stata via via contrastata dalla produzione di enzimi che li intattivano: le
B-lattamasi. Tra queste vi sono le B-lattamasi a spettro esteso (ESBL) in grado di
idrolizzare la maggior parte dei B-lattamici, fatta eccezione solo per le cefamicine
(come cefoxitin) e i carbapenemi.

L'epidemiologia delle ESBL tra le Enterobacterales & cambiata di recente con I'ampia
diffusione di enzimi di tipo CTX-M. Negli anni ‘90, le principali ESBL erano derivate da
enzimi di tipo TEM e SHYV, e prevalentemente diffuse all'interno di cloni ospedalieri di
Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp. La diffusione degli enzimi CTX-M tra le
specie di Escherichia coli ha modificato questa situazione. Attualmente, sono state
identificate e descritte piu di 170 varianti CTX-M in 5 gruppi principali (gruppi CTX-M 1,
2, 8,9 e 25). Le varianti dominanti sono geograficamente differenti. Tuttavia, CTX-M-15
(gruppo 1) e CTX-M-14 (gruppo 9) sonoii pi rilevati in tutto il mondo, seguiti da CTX-M-2
(gruppo 2). In qualsiasi zona del mondo, gli enzimi CTX-M rappresentano ora la
maggioranza delle ESBL, al punto che la loro diffusione & ormai considerata pandemi-
ca. Sono ugualmente isolati in comunit e nelle strutture ospedaliere, e sembrano
essere endemici nelle istituzioni di assistenza a lungo termine. La crescente prevalenza
di ESBL in comunita crea un problema senza precedenti: |'affluenza di batteri multire-
sistenti dalla comunita all'ambiente ospedaliero.

PRINCIPIO

NG-Test® CTX-M Multi & un test rapido immunologico pronto per l'uso per la
rilevazione delle B-lattamasi CTX-M di gruppo 1, 2, 8, 9 e 25 in una colonia batterica
campionata su terreno di agar solido dopo coltura (per una notte) ed elaborata in un
buffer di estrazione.

Il test & eseguito dispensando il campione nel pozzetto della cassetta. Il campione
migra attraverso la membrana con il coniugato e, se presenti, gli enzimi CTX-M
reagiscono con anticorpi monoclonali murini marcati anti-CTX-M. Il complesso migra
attraverso la membrana di nitrocellulosa per capillarita e interagisce con gli anticorpi
monoclonali murini anti-CTX-M immobilizzati sulla membrana, sulla regione di test "T".
La linea di controllo C, & formata da streptavidina marcata e anticorpi monoclonali che
reagiscono con biotina-BSA e anticorpi policlonali di capra anti-topo immobilizzati
sulla membrana.

Se il campione e positivo per CTX-M di gruppo 1, 2, 8, 9 o 25, apparira una riga rossa
nell’area di test "T" e nell'area di controllo "C" della membrana. In caso contrario, verr
visualizzata una sola linea rossa nell'area di controllo "C".

REAGENTI E MATERIALI FORNITI

Ciascun kit contiene:

« 20 card per test confezionate in sacchetti sigillati con un agente essiccante
+ 20 microprovette

+ 20 pipette monouso da 100uL

«1soluzione buffer di estrazione in un flaconcino di plastica (4,5 mL)
«1lIstruzioni per I'uso
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MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI
Timer « Guanti monouso « Anse « Vortex

PRECAUZIONI
« Test diagnostico in vitro. Solo per uso professionale.
« Tutte le operazioni devono essere condotte in conformita con la buona pratica di
laboratorio.
« Non utilizzare dopo la data di scadenza.
« Le card devono essere conservate nel proprio involucro sigillato fino al momento
dell'utilizzo.
« Manipolare i campioni come se fossero potenzialmente infettivi.
« Dopo I'utilizzo, smaltire le card e i reagenti in un contenitore per rifiuti infettivi.
« Non riutilizzare le card.

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

PRELIEVO DEI CAMPIONI
| campioni da analizzare devono essere ottenuti e manipolati in accordo con le
procedure microbiologiche standardizzate.
Con un'ansa, prelevare una colonia cresciuta su agar solido e risospenderla nel
tampone d'estrazione. Per prestazioni ottimali, si raccomanda vivamente l'uso di
colonie batteriche fresche.
Terreni di coltura validati:
Mueller Hinton (MH) agar, UriSelectTM 4 (URI-4), Columbia agar + 5% sangue di cavallo,
ChromID ESBL agar, Drigalski (DRIG) agar.

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

1/ Dispensare 5 gocce (150uL) di tampone d'estrazione in una provettina Eppendorf
fornita con il kit.

2 /Con un'ansa prelevare una colonia cresciuta su agar solido, quindi risospenderla
nella provettina Eppendorf contenente 150pL di tampone d'estrazione.

3/ Chiudere la provetta con il tappo.

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

NOTA: colonie mucoidi potrebbero causare problemi di migrazione, a causa della
loro alta viscosita. Vortexare per 3 minuti una colonia nel tampone di estrazione e
incubare per 10 minuti a temperatura ambiente prima di eseguire il test.
Esecuzione del test

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

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

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

NOTA: non interpretare i risultati del test dopo che siano trascorsi 20 minuti, perché
potrebbero variare e causare risultati falsi positivi.
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INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

c Risultato negativo

Appare solo una linea rossa nella regione controllo (C): il campione
T non contiene l'enzima CTX-M o contiene CTX-M a livelli non
rilevabili e deve essere interpretato come risultato negativo.

NEGATIVO

Risultato positivo
) Appaiono due linee: una nella regione controllo (C) e una nella
C regione test (T). il campione contiene I'enzima CTX-M e deve
essere interpretato come risultato positivo.
T NOTA: l'intensita della linea rossa Test (T) potrebbe variare in
\ ) relazione al livello di enzima presente nel campione. Una debole
POSITIVO linea dovrebbe essere considerata come risultato positivo.

Risultato non valido

C Se la linea di controllo (C) non appare, il risultato del test non &
valido. Le cause principali potrebbero essere dovute all'insuffi-
T T ciente quantita di campione o ad una procedura non corretta.
Potrebbe anche essersi verificato un deterioramento del kit.
Ripetere la procedura utilizzando un nuovo test. Se il problema
NO VALIDO persiste, non riutilizzare il kit e contattare il distributore.

CONTROLLO QUALITA
Nel test & incluso un controllo interno. Quando si sviluppa la linea di controllo, cio sta a
significare che il volume del campione era sufficiente e la procedura corretta.

LIMITAZIONI
Questo test € un test qualitativo, pertanto non € in grado di fornire risultati quantitativi.
Questo test di prima-linea permette una rapida classificazione dei pazienti.
| risultati ottenuti devono essere confermati con procedure diagnostiche alternative e
complementarie.
Un test positivo o negativo non esclude la presenza di altri meccanismi di resistenza.
Potrebbero verificarsi alcune reazioni crociate con ceppi che esprimono enzimi ESBL
OXY-like, solitamente espressi dalle specie di Klebsiella oxytoca.

PRESTAZIONI E CARATTERISTICHE
Limite di rilevazione:
Il limite di rilevazione é stato determinato utilizzando enzimi purificati ricombinanti:
« Gruppo 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
+ Gruppo 2 / CTX-M-2 600 pg/mL
« Gruppo 9/ CTX-M-14 100 pg/mL

NG-Test® CTX-M Multi rileva le seguenti varianti:

« Gruppo 1/ CTX-M-1,-3,-10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82, -101, -182
« Gruppo 2/ CTX-M-2

« Gruppo 8 / CTX-M-8

« Gruppo 9/ CTX-M-9, -13, -14, 17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

+ Gruppo 25 / CTX-M-94, -100

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




Studio di valutazione:

| NG-Test® CTX-M Multi stato valutato su 165 isolati (caratterizzati come ESBL con
metodica PCR) presso I'NRC (AMR Centro Nazionale di Riferimento Francese) del CHU
Kremlin Bicétre Paris-France.

Tabella 1: STATUS
risultato risultato
POSITIVO NEGATIVO TOTALE
POSITIVO 149 [+] 149
NG-TEST®
CTX-M |NEGATIVO o 16 16
Multi = " ro7ae 149 16 165
SENSIBILITA 100% INTERVALLO DI conFiDenza 95% [97.5% ; 100%]
SPECIFICITA 100% INTERVALLO DI conFipenza 95% [80.6% ; 100%)]
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WPROWADZENIE

NG-Test® CTX-M Multi jest jakosciowym szybkim testem immunologicznym do
wykrywania grup 1,2, 8,9 i 25 CTX-M w kolonii bakteryjnej uzyskanej z hodowli.

Jest to test diagnostyczny in vitro, wytacznie do uzytku profesjonalnego, ktéry pomaga
wykry¢ beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum (ESBL) wytwarzane przez
Enterobacterales.

STRESZCZENIE

B-laktamy sa antybiotykami pierwszego rzutu w leczeniu zakazerh wywotanych przez
Enterobacteriales. Niemniej jednak od poczatku ich masowego zastosowania w latach
40. XX wieku ich skutecznos¢ byta kwestionowana przez produkcje enzymow, ktére je
inaktywuja: B-laktamazy. Wéréd nich B-laktamazy o rozszerzonym spektrum (ESBL)
hydrolizujg wiekszos¢ p-laktam w oszczedzajgc jedynie cefamycyny (jak cefoksytyny) i
karbapenemy.

Epidemiologia ESBL wsréd Enterobacterales ostatnio ulegfa zmianie wraz z
powszechnym rozpowszechnieniem sie¢ enzymow typu CTX-M. W latach 90. XX w.
gtéwne ESBL pochodzity z enzymdw typu TEM i SHV i gtéwnie wystepowaty sie w
klonach szpitalnych Klebsiella pneumoniae i Enterobacterales spp. Dyfuzja CTX-M w
obrebie gatunku Escherichia coli zmienita te sytuacje. Obecnie zidentyfikowano i
opisano ponad 170 wariantéw CTX-M w 5 gtéwnych grupach (grupy 1,2, 8,9 i 25 CTX-M).
Dominujace warianty sg geograficznie rézne. Jednak CTX-M-15 (grupa 1) i CTX-M-14
(grupa 9), a nastepnie CTX-M-2 (grupa 2) s3 najczesciej wykrywane na swiecie.
Niezaleznie od lokalizacji, CTX-M reprezentuja teraz wiekszos¢ ESBL, do tego stopnia,
Ze ich rozprzestrzenianie jest zakwalifikowane jako pandemia. S one jednakowo
odizolowane w srodowisku spotecznym i szpitalnym i wydaja sie by¢ endemiczne w
instytucjach opieki dtugoterminowej. Rosngca czestos¢ wystepowania ESBL w
warunkach s$rodowiskowych stwarza bezprecedensowy problem: naptyw bakterii
wieloopornych z otoczenia srodowiskowego do szpitala.

ZASADA PROCEDURY

NG-Test® CTX-M Multi jest gotowym do uzycia szybkim testem immunologicznym do
wykrywania grup 1, 2, 8, 9 i 25 B-laktamazy CTX-M w kolonii bakteryjnej izolowanej na
stalym podtozu agarowym po hodowli (przez noc) i zawieszonej w buforze ekstrak-
cyjnym.

Badanie przeprowadza sie poprzez naniesienie prébki do studzienki na kasetce.
Podczas badania prébka wraz z koniugatem migruje wzdtuz membrany, a jesli obecne
s3 enzymy CTX-M to reaguja z wyznakowanymi mysimi przeciwciatami monoklonalny-
mi anty-CTX-M. Mieszanina wedruje nastepnie przy pomocy sit kapilarnych wzdtuz
membrany i zachodzi w interakcje z przeciwciatami mysimi monoklonalnymi
anty-CTX-M unieruchomionymi na btonie w obszarze testowym ,T".

Linia kontrolna C znakowana jest streptawidyng i przeciwciatami monoklonalnymi
reagujacymi z biotyng-BSA oraz kozimi antymysimi przeciwciatami poliklonalnymi
unieruchomionymi na membranie.

Jezeli prébka jest dodatnia pod wzgledem CTX-M z grup 1, 2, 8, 9 lub 25, czerwona linia
pojawi sie na obszarze testowym ,T" i regionie kontrolnym ,C" membrany. Jesli nie,
pojawi sie tylko jedna czerwona linia, w obszarze kontrolnym ,C".

ODCZYNNIKI | MATERIALY DOSTARCZONE W ZESTAWIE

Kazdy zestaw zawiera:

« 20 kaset testowych w aluminiowych opakowaniach ze srodkiem osuszajagcym

« 20 mikroprobdéwek

« 20 jednorazowych pipet o pojemnosci 100uL

«1bufor ekstrakcyjny w plastikowej butelce (4,5 mL)

«1instrukcje obstugi
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MATERIALY WYMAGANE, ALE NIE DOSTARCZONE
Zegar laboratoryjny « Jednorazowe rekawiczki « Eza » Mieszadto typu vortex

SRODKI OSTROZNOSCI
« Wytgcznie do diagnostyki in vitro i uzytku profesjonalnego.
« Wszystkie czynnosci musza by¢é wykonywane zgodnie z zasadami dobrej praktyki
laboratoryjnej.
« Nie uzywac po uptywie daty waznosci.
« Testy przechowywac¢ w zamknietych opakowaniach | otwierane bezposrednio przed
uzyciem.
» Wszelkie prébki traktowac jako potencjalnie zakazny materiat.
« Po uzyciu nalezy zutylizowaé wszystkie elementy testu zgodnie z procedurg dla
materiatéw zakaznych.
« Do uzytku jednorazowego, nie uzywac ponownie.

STABILNOSC | PRZECHOWYWANIE
Testy przechowywac w zamknietych aluminiowych opakowaniach w temperaturze od
4 do 30°C. Nie zamraza¢. Zestawy testowe s3 stabilne do daty waznosci podanej na
kazdym opakowaniu.

HODOWLA | PRZECHOWYWANIE PROBEK
Proébki, ktére maja by¢ poddane badaniu powinny by¢ uzyskane zgodnie z obowigzuja-
cymi procedurami mikrobiologicznymi. Kolonie bakteryjne powinny by¢ namnazane
na podiozu agarowym statym a nastepnie zanurzone w buforze ekstrakcyjnym
dofaczonym do zestawu testowego. W celu uzyskania optymalnych wynikéw wysoce
zalecane jest stosowanie $wiezych kolonii bakteryjnych.
Zwalidowane podtoza mikrobiologiczne:
Mueller Hinton (MH) agar, UriSelectT 4 (URI-4), Columbia agar + 5 % krwi konskiej,
ChromID ESBL agar, Drigalski (DRIG) agar.

PROCEDURA OZNACZENIA
1/ Pracowac¢ w rekawicach ochronnych.
2 / Elementy zestawu doprowadzi¢ do temperatury pokojowej przez co najmniej 10
minut.

Przygotowanie prébki

1 /Odmierzyé 5 kropli (150uL) buforu ekstrakcyjnego do jednej z mikroprobéwek
dostarczonych do zestawu.

2 /Za pomocy ezy zebra¢ z hodowli na bazie agaru kolonig a nastgpnie zawiesi¢ w
mikroprobéwce zawierajacej 150uL buforu ekstrakcyjnego.

3/ Szczelnie zamkna¢ mikroprobdéwke.

4 [ Doktadnie wymiesza¢ probowke przez przystapieniem do dalszego etapu.
UWAGA: Kolonie sluzowe mogq prowadzi¢ do probleméw z migracjq z uwagi na
ich wysokq lepkosé. Wirowaé kolonie przez 3 minuty w buforze ekstrakcyjnym i
inkubowaé przez 10 minut w temperaturze pokojowej przed wykonaniem testu

Wykonanie oznaczenia

1/ Otworzy¢ opakowanie i wyjac kasete testowa. Po otwarciu natychmiast wykonaé
test.

2 /Za pomoca dostarczonej pipety doda¢ 100uL przygotowanej zawiesiny (pobrana
ilos¢ zawiesiny musi zréwnac sie z czarna linig umieszczonga na pipecie, aby doktadnie
zaaspirowac 100uL)

3/ Wynik odczytaé po 15 minutach, zgodnie z ponizszymi instrukcjami.

UWAGA: nie interpretowaé wyniku po czasie diuzszym niz 20 minut, rezultaty
moggq by¢ inne od pierwotnych co moze powodowac fatszywie dodatnie wyniki.
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INTERPRETACJA WYNIKOW

VN
c Wynik negatywny
Jesli pojawia sie tylko jedna czerwona linia w obszarze kontrolnym
T (C): probka nie zawiera enzyméw CTX-M lub zawiera je na
poziomie niewykrywalnym przez test i musi by¢ interpretowana
~— jako wynik ujemny.
NEGATYWNY
Wynik pozytywny
() Jesli pojawia sie dwie linie, jedna w obszarze kontrolnym (C) i
Cc jedna w obszarze testowym (T): prébka zawiera enzymy CTX-M i
musi by¢ interpretowana jako wynik dodatni.
T UWAGA: Intensywnos¢ czerwonej linii w obszarze testowym (T)
\ ) moze rézni¢ sie z uwagi na poziom enzymoéw CTX-M w prébce.
POZYTYWNY Jasnorézowa linia powinna by¢ intepretowana jako dodatni

wynik.

Wynik nieprawidtowy

Cc C Jesli linia w obszarze kontrolnym (C) nie poja wisie, wynik testu
jest nieprawidtowy.

T T Najczestsza przyczyna takiego stanu rzeczy jest niewystarczajgca

ilos¢ prébki badz blad w procedurze. Mozliwe jest réwniez
pogorszenie jakosci zestawu testowego. Nalezy powtérzyc

NIEPRAWIDLOWY procedure uzywajac nowego testu. W przypadku powtdérzycrzenia
sie problemu nalezy zaprzesta¢ uzywania testu i skontaktowac sie
z dystrybutorem.

KONTROLA JAKOSCI
Wewnetrzna kontrola jakosci zawarta jest w tescie. Pojawienie sie czerwonej linii
kontrolnej C swiadczy o wystarczajacej ilosci probki i prawidiowo przeprowadzonej
procedurze wykonania testu.

OGRANICZENIA TESTU
Test jest testem jakosciowym, nie dostarczy wiec wynikéw ilosciowych.
Test pozwala na stosowanie jako szybka pomoc w kwalifikowaniu pacjentéw.
Uzyskane wyniki musza byé potwierdzone alternatywnymi lub uzupetniajgcymi
metodami diagnostycznymi.
Pozytywny lub negatywny wynik testu nie wyklucza obecnosci innych mechanizmoéw
lekoopornosci.
W niektérych przypadkach, zaobserwowano reakcje krzyzowe dla szczepdéw wykazuja-
cych ekspresje enzymoéw ESBL podobnych do OXY, zwykle dla gatunkéw Kilebsiella
oxytoca.

CHARAKTERYSTYKA TESTU
Limit detekciji:
Granice wykrywalnosci okreslono przy uzyciu oczyszczonych rekombinowanych
enzymow:
« Grupa 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
« Grupa 2 / CTX-M-2 600 pg/mL
« Grupa 9 / CTX-M-14 100 pg/mL
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NG-Test® CTX-M Multi wykrywa nastepujgce warianty:

« Grupa 1/ CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82, -101, -182
+ Grupa 2 /CTX-M-2

+ Grupa 8/ CTX-M-8

- Grupa 9/ CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

- Grupa 25 / CTX-M-94, -100

Ocena kliniczna:

Ocena kliniczna NG-Test® CTX-M Multi zostata przeprowadzona na 165 izolatach
(potwierdzona obecnos$¢ ESBL metodg PCR) w NRC (Francuski Osrodek Referencyjny
ds. Lekoopornosci) w CHU Kremlin Bicétre Paryz, Francja.

Tabela 1: WYNIK
wynik wynik
POZYTYWNY | NEGATYWNY SUMA
POZYTYWNY 149 o 149
NG-TEST®
CTX-M  |[NEGATYWNY 0 16 16
Multi SUMA 149 16 165
czurosc 100% Cl 95% [97.5% ; 100%]
SPECYFICZNOSC 100% Cl1 95% [80.6% ; 100%]
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USO PRETENDIDO
O NG-Test® CTX-M Multi é um imunoensaio qualitativo rapido para a detecdo dos
grupos CTX-M 1, 2, 8, 9 e 25 em coldnia bacteriana obtida de cultura. E um ensaio de
diagnéstico in vitro , apenas para uso profissional, que auxilia na detegcdo de
B-lactamases de espectro alargado (ESBLs) produzidas por Enterobacterales.
RESUMO
Os B-lact micos sdo antibidticos de primeira linha para o tratamento de infe¢cdes causadas
por Enterobacterales. No entanto, desde o in cio de seu uso em massa na década de 1940,
a eficacia tem sido desafiada pela produgao de enzimas que os inativam: as B-lactamases.
Entre elas, as B-lactamases de espectro alargado (ESBLs) hidrolisam a maioria dos B-lact
micos poupando apenas as cefamicinas (como cefoxitina) e carbapenémicos.
A epidemiologia de ESBLs entre Enterobacterales mudou recentemente com dissemina-
cao difundida de enzimas do tipo CTX-M. Na década de 1990, as principais ESBLs foram
derivadas de enzimas do tipo TEM e SHV e, principalmente, difundidas dentro de clones
hospitalares de Klebsiella pneumoniae e Enterobacterales spp. A difusdo das CTX-Ms nas
espécies de Escherichia coli mudou esta situagdo. Atualmente, mais de 170 variantes do
CTX-M foram identificadas e descritas em 5 grupos principais (grupos CTX-M1,2, 8,9 e 25).
As variantes dominantes sao geograficamente diferentes. Porém, as CTX-M-15 (grupo 1) e
CTX-M-14 (grupo 9) sdo as mais detetadas em todo o mundo, seguida pela CTX-M-2 (grupo
2).
Onde quer que seja a sua localizagdo no mundo, as CTX-Ms representam agora a maioria
das ESBLs, ao ponto da sua difusdo ser qualificada como pandémica. Estas sdo
igualmente isoladas em ambientes comunitérios e hospitalares e parecem ser end micos
em instituicdes de cuidados prolongados. A crescente prevaléncia de ESBLs em
ambientes comunitarios cria um problema sem precedentes: o influxo de bactérias
multirresistentes da comunidade para o ambiente hospitalar.
PRINCiPIO
NG-Test® CTX-M Multi € um imunoensaio rapido pronto para uso, para a dete¢do dos
grupos 1,2, 8,9 e 25 das B-lactamases de CTX-M em coldnias bacterianas amostrada de
um meio de agar sélido apds cultura (uma noite) e processado em num tampéao de
extragao.
O ensaio é realizado distribuindo a amostra no po o da cassete. A amostra migra para
o bloco conjugado e, se presente, as enzimas CTX-M reagem com os anticorpos
monoclonais anti-CTX-M de murganho marcados. O complexo migra através da
membrana de nitrocelulose por capilaridade e interage com os anticorpos monoclo-
nais de murganho anti-CTX-M imobilizados na membrana, na regido de teste “T".
Alinha de controlo C, é formada por estreptavidina marcada e anticorpos monoclonais
que reagem com biotina-BSA e anticorpos policlonais de cabra anti murganho
imobilizados na membrana.
Se a amostra for positiva para CTX-M dos grupos 1, 2, 8, 9 ou 25, uma linha vermelha ird
aparecer na regido de teste “T" e na regido de controle “C”" da membrana. Caso
contrario, apenas ird aparecer uma linha vermelha na regido de controlo “C".
REAGENTES E MATERIAIS FORNECIDOS
Cada kit contém:
« 20 Cassetes de teste em bolsas de alum nio com dessecante
« 20 microtubos
« 20 Pipetas descart veis de 100uL
«1Solucdo tampéo de extragdo num frasco de plastico (4,5 mL)
«1Instrucdes de utilizagdo
MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
Temporizador « Luvas de uso Unico « Ansa « Vortex
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PRECAUGCOES
« Teste de diagndstico in vitro. Apenas para uso profissional.
« Todas as operacdes devem ser realizadas de acordo com as boas praticas de laboratério.
« N&o utilize apés o prazo de validade.
« Os dispositivos devem permanecer nas bolsas seladas até que sejam usados.
« Manuseie as amostras como se fossem potencialmente infeciosas.
« ApOs o uso, descarte o dispositivo num contentor de residuos infeciosos.
« No reutilize o dispositivo

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Guarde os dispositivos nos seus sacos selados entre 4 e 30°C. Ndo congelar. Os kits sdo
estaveis até a data de validade indicada em todos os kits.

CULTURA E AMOSTRAGEM
As amostras a serem testadas devem ser obtidas e manuseadas de acordo com os
procedimentos microbiolégicos padronizados. Uma coldnia ird ser colhida de uma
cultura sélida & base de agar, seguidamente serd suspensa no tampao de extragdo
fornecido no kit. E altamente recomendavel utilizar colénias bacterianas frescas para
que o desempenho do ensaio seja o ideal.
Meios de cultura validados:
Agar Mueller Hinton (MH), URIselect 4 (URI-4), agar Columbia + 5% de sangue de
cavalo, gar ChromID ESBL, gar Drigalski (DRIG).

PROCEDIMENTO OPERACIONAL
1/ Utilizar luvas de protecéo.
2/ Trazer os componentes do kit & temperatura ambiente durante pelo menos 10
minutos.

Preparacdo da amostra:

1/ Dispensar 5 gotas (150uL) de tamp&o de extracdo num dos microtubos fornecidos
no kit.

2 / A partir de uma cultura sélida & base de dgar, recolha uma colénia com uma ansa e,
em seguida, suspenda-a no microtubo que contém 150pL de tampéao de extracdo.

3/ Feche o microtubo.

4 [ Vortex para homogeneizar a mistura antes de usar.

NOTA: Colénias mucosas podem levar a problemas de migragdo, devido d sua alta
viscosidade. Vértex uma colénia no tampéo de extragdo durante 3 minutos e
incubar durante 10 minutos d temperatura ambiente antes de realizar o teste.
Execucio do ensaio:

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

2 /Usando a pipeta fornecida, adicione 100uL da mistura preparada (a amostra deve
alcan ar a linha preta indicada na pipeta para aspirar com precisdo 100uL) no poco da
amostra identificado com "S".

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

NOTA: Ndo interprete os resultados do teste ap6s 20 minutos, pois estes possivel-
mente podem variar, causando resultados falsos positivos.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

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

desta e deve ser interpretado como um resultado negativo.

NEGATIVO
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Resultado positivo
Se aparecerem duas linhas vermelhas, uma na regido de controlo

Cc (C) e outra na regido de teste (T): a amostra contém a enzima
CTX-M e deve ser interpretada como um resultado positivo.

T NOTA: A intensidade da linha de teste vermelha (T) pode variar
dependendo do nivel de enzima CTX-M na amostra. Uma linha

POSITIVO fraca deve ser considerada como um resultado positivo.

Resultado invalido

Cc Cc Se a linha de controlo (C) ndo aparecer, o resultado do teste é
invalido. Volume de amostra insuficiente ou um procedimento
T T incorreto sdo os motivos mais provaveis de falha na linha de

controlo. Pode ter ocorrido deterioragao do kit de teste. Repitado
procedimento usando um novo teste. Se o problema persistir, ndo
reutilize o kit e entre em contato com seu distribuidor.

CONTROLO DE QUALIDADE
Estd incluido um controlo interno no teste. Quando a linha de controlo se desenvolve,
confirma que o volume da amostra foi suficiente e o procedimento estava correto.
LIMITAGOES
Este teste € um ensaio qualitativo, por isso ndo pode produzir qualquer resultado
quantitativo.
Este teste de primeira linha permite uma estratificacdo rapida dos doentes.
Os resultados obtidos devem ser confirmados com procedimentos de diagnostico
alternativos ou complementares.
Um teste positivo ou negativo ndo exclui a presenca de outros mecanismos de
resisténcia a antibioticos.
Algumas reagdes cruzadas podem ocorrer com estirpes que expressam enzimas ESBL
do tipo OXY, geralmente expressas por espécies de Klebsiella oxytoca.

INVALIDO

DESEMPENHOS E CARACTERISTICAS
Limite de detecdo:
O limite de detegédo foi determinado utilizando enzimas recombinantes
purificadas.
+ Grupo 1/ CTX-M-15 250 pg/mL
« Grupo 2 / CTX-M-2 600 pg/mL
+ Grupo 9 / CTX-M-14 100 pg/mL

O NG-Test® CTX-M Multi deteta as seguintes variantes:

« Grupo 1/ CTX-M-, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, 71, -82, -101, -182
« Grupo 2/ CTX-M-2

« Grupo 8 / CTX-M-8

« Grupo 9 / CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

+ Grupo 25 / CTX-M-94, -100

Estudo de avaliagdo:

O NG-Test® CTX-M Multi foi avaliado em 165 isolados (PCR caracterizado por conteldo
ESBL) no NRC (Centro Nacional de Refer ncia Nacional AMR) do CHU Kremlin Bicétre
Paris-France.
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Tabela 1: STATUS
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 149 [+] 149
NG-TEST"
CTX-M NEGATIVO (o] 16 16
Multi TOTAL 149 16 165
SENSIBILIDADE 100% INTERVALO DE conFianca 95% [97.5% ; 100%]
ESPECIFICIDADE 100% INTERVALO DE CONFIANGA 95% [80.6% H 100%]
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For products sold in Australia:

Distributor: Cell biosciences
Pty Ltd
PO Box 243, Heidelberg, VIC 3084
Fax: 03 8678 3956
Mobile: 0394167 177
Web: www.cellbiosciences.com.au
Note: any serious incident that occurs in
relation to the device should be reported
to the manufacturer and to the
Therapeutic Goods Agency.
TGA:

TGA, PO Box 100, Woden ACT 2606,
Australia.
Website:https:/www.tga.gov.au/
Email: info@tga.gov.au
Fax: 02 6203 1605
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