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RESIST-3 0.0.K. K-SeT

uso

Test de diagndstico rapido in vitro para la deteccién de carbapenemasas
de OXA-163, OXA-48 y KPC en cultivos bacterianos.

Para uso diagnéstico in vitro.

Sélo para uso profesional.

1. INTRODUCCION

Los organismos productores de carbapenemasas (OPC) y més particular-
mente, las enterobacterias resistentes a los carbapenems (ERC o CRE por
sus siglas en inglés) representan un importante riesgo sanitario en todo el
mundo, debido al amplio espectro de resistencia que incluye, ademas de las
carbapenemasas, la mayor parte de los agentes antimicrobianos, dejando

asi muy pocas posibilidades para el tratamiento de los pacientes infectados.
Ademés de las ERCs, los OPC también incluyen bacilos gram-negativos no
fermentadores (BGNNF), tales como Pseudomona aeruginosa y Acineto-
bacter baumannii, que exhiben resistencia no sélo a beta lactamicos y otros
grupos de antibidticos, sino también a carbapenems. La répida expansion

de los OPC, o de los genes que codifican estas resistencias, ha traido como
consecuencia brotes nosocomiales y situaciones endémicas en varios paises
de Europa y otros lugares del mundo.

Los expertos internacionales y las autoridades sanitarias consideran que

una accién sanitaria de méxima prioridad es el desarrollo de nuevos tipos de
tests para el diagnéstico répido y deteccion de los patrones de resistencia
antimicrobiana. La KPC es una de las carbapenemasas de mayor prevalencia
en muchos paises. Por otro lado, las carbapenemasas de la clase D OXA-48
y sus variantes poseen el mecanismo de resistencia méas dificil de detectar en
los laboratorios clinicos. En particular, la variante de OXA-163 es una enzima
dificil de identificar. En realidad, aunque OXA-163 muestra una actividad méas
débil de carbapenemasa, en comparacioén con la actividad de OXA-48, ésta
muestra una mayor actividad a las cefalosporinas de espectro expandido
(ESC, por sus siglas en inglés) cuya identificacion répida también representa
otro reto para una accién répida . Una répida identificacién de dichas
carbapenemasas es de vital importancia para mejorar la terapia que se ofrece
a los pacientes, y controlar la expansién de la resistencia a los antibiéticos en
los hospitales. Ya existen algunas pruebas fenotipicas y confirmatorias que
utilizan el uso de discos de combinacién con inhibidores especificos para

la deteccién de tipos de carbapenemasas seleccionados, incluyendo las de
clase A (KPC) y las de clase B (VIM, IMP, NDM); sin embargo, estas pruebas
requieren mucho tiempo y un dfa adicional de espera con posterioridad a

los resultados del test de susceptibilidad antimicrobiana. Por otro lado, los
ensayos colorimétricos realizados con métodos fenotipicos, en algunos casos,
no son suficientemente sensibles para detectar las carbapenemasas con
expresion a bajo nivel, tales como la de OXA-48 y variantes muy cercanas
(las llamadas “simil OXA-48") y para la subfamilia OXA-163 que muestra una
actividad de carbapenemasa muy baja. Hoy en dfa, la confirmacién definitiva
de la presencia de OXA-48 y OXA-163 se realiza mediante andlisis molecu-
lares y secuenciacion genética. Estos tests son caros y pueden ser realizados
Unicamente en un entorno dedicado y por parte de personal capacitado, lo
cual limita las posibilidades de un uso més generalizado del test.

1. PRINCIPIO EN QUE SE BASA EL TEST

Este test estd listo para su uso y estd basado en una tecnologia de mem-
branas con nanoparticulas coloidales de oro. Este kit esté destinado a la
deteccién de carbapenemasas a partir de un aislamiento de una tnica colonia
bacteriana de Enterobacterias o BGNNF que crecen en una placa de agar.
Se sensibiliza una membrana de nitrocelulosa mediante (1) un anticuerpo
monoclonal dirigido contra un epitope de la carbapenemasa de OXA-48 y sus
variantes (pero no la variante OXA-163), con (2) otro anticuerpo monoclonal
dirigido contra otro epitope de la carbapenemasa de OXA-48y sus variantes
(incluyendo la OXA-163) y con (3) un tercer anticuerpo monoclonal dirigido
contra un epitope de la carbapenemasa de KPC.

Hay tres conjugados distintos unidos a particulas de oro coloidal que se
secan en una membrana: un conjugado dirigido contra un tercer epitope de la
carbapenemasa de OXA-48 (+163), un conjugado dirigido contra un segundo
epitope de la carbapenemasa de KPC y un conjugado de control para validar
las condiciones del test.

Este test tiene como objetivo la deteccién de carbapenemasas parecidas

ala OXA-48, ESC (cefalosporinas de espectro expandido) parecidas a la
OXA-163, y carbapenemasas de KPC en una sola colonia de aislados de
enterobacterias que crecen en una placa de agar.

Cuando la solucién amortiguadora suministrada que contiene las bacterias
resuspendidas entra en contacto con la tira, los conjugados solubilizados
migran con la muestra mediante difusién pasiva y ambos conjugados, asf
como el material de la muestra, entran en contacto con el primer anticuerpo
anti-KPC que se adsorbe en la tira de nitrocelulosa. Si la muestra contiene

la carbapenemasa de KPC, el complejo conjugado—KPC quedara ligado

ala primera linea (inferior) del anticuerpo anti-KPC que se adsorbe en la
nitrocelulosa. La migracién continia mediante difusién pasiva y ambos
conjugados, asi como el material de la muestra, entran en contacto con la se-
gunda linea del anticuerpo anti-OXA-48 y con la tercera linea del anticuerpo
anti-OXA-163(+48) que se adsorben en la tira de nitrocelulosa. Si la muestra
contiene la carbapenemasa de OXA-48, el complejo conjugado—-OXA-48
quedara ligado a la segunda linea del anticuerpo anti-OXA-48 que se adsorbe
en la nitrocelulosa. Si la muestra contiene la carbapenemasa de OXA-163, el
complejo conjugado—OXA-163 quedara ligado a la tercera linea del anticuer-
po anti-OXA-163 (+48) que se adsorbe en la nitrocelulosa’. Finalmente, la
solucién contintia migrando hacia una cuarta linea (superior) del reactivo de
control que quedaré ligado a un conjugado de control, produciendo asf una
Iinea roja. El resultado sera visible después de 15 minutos, en forma de lineas
rojas en la tira.

* Dado que el segundo conjugado se dirige contra todas las variantes de
OXA-163, pero también de OXA-48, si la muestra contiene una elevada
cantidad de OXA-48, la segunda linea (etiquetada como “48" en el dispositivo)
serd altamente positiva y la tercera linea (etiquetada como “163" en el dispo-
sitivo) puede ser una sefial débil ya que parte de OXA-48 no quedard captada
por la segunda linea.

11l. REACTIVOS Y MATERIALES

1. RESIST-3 0.0.K.K-SeT (10 6 20)

20 paquetes sellados que contienen un dispositivo y un desecante.

Cada dispositivo contiene una tira sensibilizada.

2. Frasco gotero de solucion amortiguadora LY-A (15 ml)

Solucién amortiguadora salina a pH 7, 5 que contiene TRIS, NaN3

(<0.1%) y un detergente.

3. Instrucciones de uso (1)

4. Tubos semi-rigidos de recogida, desechables con cuentagotas (10/20)

IV. PRECAUCIONES ESPECIALES

- Todas las operaciones vinculadas con el uso de la prueba deben realizarse
de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio (BPL).

- Todos los reactivos son sélo para uso en el diagndstico in vitro.

- El sobre debe abrirse con cuidado

- Evite tocar con los dedos la nitrocelulosa.

- Al manipular las pruebas, utilice guantes.

- No utilice nunca los reactivos de otro kit.

K-11R4
K-15R4

- Las lineas verdes indican los lugares de adsorcién de los inmunoreactivos.
El color verde desaparece durante la prueba.

- La calidad de los reactivos no se puede garantizar tras el vencimiento del

periodo de caducidad o si los reactivos no se conservan en las condiciones
requeridas, como se indica en el folleto.

V. ELIMINACION DE RESIDUOS

- Deseche los guantes, hisopos, tubos de ensayo y accesorios utilizados de
acuerdo con las BPL.

- Cada usuario es responsable de la gestién de los residuos producidos y
debe asegurarse de que se eliminan de acuerdo con la legislacién vigente.

V1. CONSERVACION

- Un sobre sin abrir se puede mantener entre 4 y 30°C y utilizarlo durante el
periodo de validez indicado en el envase. Una vez abierto el sobre, realice la
prueba inmediatamente.

- Evite congelar los accesorios y el tampén.

VII. OBTENCION Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras para andlisis se deben obtener y manipular utilizando métodos
microbioldgicos estandar.

Aseglrese de que las muestras no se tratan con soluciones que contengan
formaldehido o sus derivados.

Comuniquese con nosotros para consultar los medios de cultivo probados y
validados para esta prueba.

VIil. PROCEDIMIENTO

Preparacion del test:

Sin abrir el paquete deje que, tanto los componentes del kit como el espéci-
men (en el caso de que la placa que contiene la colonia que se examina se
hubiera mantenido a 4°C) alcancen la temperatura ambiente (15-30°C) antes
de realizar el test.

Abra la bolsa y extraiga el dispositivo. Una vez abierto, lleve a cabo el test
inmediatamente. Anote el nombre del paciente o el niimero de espécimen en
el dispositivo (un dispositivo por cada muestra).

Procedimiento de preparacion del espécimen:

No se tienen datos sobre el rendimiento del test para los tipos de muestras
que no sean colonias bacterianas. Recomendamos el uso de colonias de
bacterias frescas para un rendimiento éptimo del test.

1. Tome un tubo semi-rigido y afada 10 gotas de solucién amortiguadora de
LY-A en el tubo.

2. Coseche las bacterias tomando la colonia con un ansa descartable de
bacteriologia y sumerja el ansa hasta el fondo del tubo semi-rigido que
contiene la solucién amortiguadora.

3. Agite con vortex sin retirar el ansa..

4. Inserte firmemente el cuentagotas en el tubo semi-rigido.

5. Agite la preparacién con vortex para homogeneizar. La totalidad de la
colonia bacteriana debe estar resuspendida en la solucion.

6. Invierta el tubo de ensayo y afiada lentamente 3 gotas de la muestra diluida
en el depdsito de la muestra del dispositivo.

7. Deje que reaccione durante un maximo de 15 min y lea los resultados.

s

15 minutos

1 2

Los resultados positivos pueden ser informados tan pronto como las lineas de
test y de control se hagan visibles.

No tome en cuenta la aparicion de nuevas lineas después de que haya

pasado el tiempo de reaccion. Los resultados deben leerse cuando las

tiras aun estén humedas.

IX. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados deben interpretarse de este modo:

Resultado negativo del test: aparecerd una linea de color rojo-purpura
sobre la ventana central de lectura, en la posicién de la Linea de control (C)
No se observan mas bandas.

Resultado positivo del test: ademas de una banda de color rojo-purpura en la
Linea de control (C), aparecera una banda visible de color rojo-prpura en una

de las posiciones de la Linea de test (KPC, 163 o 48). La intensidad de la linea
puede variar en funcién de la cantidad de antigenos, asi como del tipo de variante
presente en la muestra. Se consideraré el resultado positivo si aparece cualquier
linea de color rojo-ptirpura en el test (KPC, 163 0 48), aunque sea leve.

Sila Unica linea positiva del test es la linea de KPC, la muestra contiene la
variante de KPC.

Si la nica linea positiva del test es la linea 163, la muestra contiene la varian-
te OXA-163 (0 una variante estrechamente relacionada como OXA-247, 405
0 438). Si la Unica linea positiva del test es la linea 48, la muestra contiene
OXA-48 (o bien una variante estrechamente relacionada, pero no la subfamilia
OXA-163, es decir, OXA-163, 247, 405 0 438)

En caso de que aparezca una linea altamente positiva de OXA-48 en el test,
puede aparecer una sefial muy tenue en la linea de OXA-163 del test. En este
caso, deberfa interpretarse el test como un positivo a OXA-48 y un negativo

a OXA-163.

Resultado invalido del test: La ausencia de una Linea de control indica un
error en el procedimiento del test. Es necesario repetir los tests invalidos con
un dispositivo de test nuevo.

Nota: durante el proceso de secado, puede aparecer una sombra muy débil en las
posiciones de Linea del test. No debe considerarse como un resultado positivo.

wo oxkisa e oEnre OrseC
Positivo Negativo Invalido
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X. RENDIMIENTO

A. Limite de deteccion

El limite de deteccién se determiné mediante proteinas purificadas recombi-
nantes de OXA-48 y OXA-163 y ha sido evaluado en 0,126 ng/mly 0,49
ng/ml, respectivamente.

El limite de deteccién de KPC en el test ha sido evaluado en 0,625 ng/ml.
B. Validacion de la coleccion de las cepas de referencia

Las carbapenemasas del tipo OXA-48 y OXA-163 del test K-SeT se eva-
luaron en una coleccién de 75 cepas clinicas completamente caracterizadas
en el Laboratorio Nacional de Referencia, servicio de Antimicrobianos
(Argentina).

75 50 cepas 17 cepas que OXA-48, OXA-162, OXA-181,
cepas han dado portan OXA-48 y OXA-232, OXA-244
positivo carbapenemasas de Escherichia coli, Klebsiella
para variantes del tipo oxytoca, Klebsiella
OXA-48 OXA-48 pneumoniae
y OXA-163
33 cepas que OXA-163, OXA-247, OXA-438
portan variantes de Citrobacter freundii, Enterobacter
de OXA-163 de cloacae, Providencia stuartii,
carbapenemasa Enterobacter kobei, Escherichia coli,
Klebsiella ozoneae, Klebsiella
pneumoniae y Kluyvera georgiana
25 cepas 14 cepas que GES-5, IMP-8, KPC-2,
han dado portan una KPC-3,
negativo carbapenemasa NDM-1, VIM-1, VIM-2,
para distinta a OXA-48 PM-1,
OXA-48 OXA-23, OXA-58, OXA-72,
y OXA-163 OXA-143, Sme y IMI
11 cepas no Incluyendo OXA-1, -3, -4,
productores -5, -6, -7,-9, CMY-2, GES-1
de carbapenemasa | + OXA-2, AmpC + porins,
CTX-M + porins

C. Estudio prospectivo

El kit K-SeT RESIST-3 O.0K. ha sido validado por comparacién con el método
molecular de referencia (validado dentro de la empresa en PCR miiltiple, inclu-
yendo método de secuenciacién) en el Laboratorio de Referencia Nacional
para estudio de Bacilos gram negativos resistentes a miiltiples farmacos
(Bélgica) en un estudio prospectivo llevado a cabo en 173 aislados clinicos

de posibles CPE, no duplicados y consecutivos, realizados desde julio hasta
setiembre de 2016.

ESTADO DE KPC

RESIST-3 0.0.K. K-SeT  Positivo Negativo Total
Positivo 9 0 9
Negativo 0 164 164
Total 9 164 173

Intervalo de confianza del 95 %

Sensibilidad: 100 % (68,4 hasta 100 %)
Especificidad: 100 % (98,2 hasta 100 %)
Valor positivo predictivo: 100 % (68,4 hasta 100 %)
Valor negativo predictivo: 100 % (98,2 hasta 100 %)
Concordancia: 100 % (173/173)

D. Repetibilidad y reproductibilidad

Para revisar la precisién dentro de un mismo lote (repetibilidad), se procesaron
15 veces las mismas muestras positivas y una solucién amortiguadora en el
mismo lote de produccién, bajo las mismas condiciones experimentales. Todos
los resultados observados confirmaron los resultados esperados.

Para revisar la precision dentro de un mismo lote (reproductibilidad), se pro-
cesaron algunas muestras (positivas y solucién amortiguadora) en kits de tres
lotes distintos de produccién. Todos los resultados observados confirmaron los
resultados esperados.

XI. LIMITES DEL KIT

Esta es una prueba cualitativa y no puede predecir la cantidad de antigenos
presentes en la muestra. Debe tenerse en cuenta la presentacion clinica y los
resultados de otras pruebas para establecer un diagnéstico.

Un resultado positivo de la prueba no descarta la posibilidad de que puedan
estar presentes otros mecanismos de resistencia a los antibidticos.

XIl. PROBLEMAS TECNICOS / RECLAMACIONES

Si surge un problema técnico o si los resultados no coinciden con los indica-
dos en este manual de instrucciones:

1. Registre el nimero de lote del kit involucrado.

2. Si es posible, conserve la muestra en las condiciones adecuadas de alma-
cenamiento mientras dure la gestion de la reclamacion.

3. Péngase en contacto con Laboratorios Britania (info@britanialab.com) o
con su distribuidor local.
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