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uso Nuestro kit se ha desarrollado para la deteccion e identificacion

Prueba rapida de diagnéstico in vitro para la deteccion de car-
bapenemasas OXA-48, KPC, NDM, VIM e IMP en cultivos bacte-
rianos.

Para uso diagnéstico in vitro.

Solo para uso profesional.

INTRODUCCION

Los organismos productores de carbapenemasas (OPC) y, mas
especificamente, las enterobacterias resistentes a carbapené-
micos (ERC) representan un importante riesgo sanitario en todo el
mundo, debido al amplio espectro de resistencia a antibidticos que
incluye, ademas de los carbapenémicos, a la mayoria de tipos de
agentes antimicrobianos, lo que deja muy pocas opciones para el
tratamiento de los pacientes infectados. Ademas de las ERC, los
OPC también incluyen bacilos gramnegativos no fermentadores
(BGNNF) como Pseudomonas aeruginosay Acinetobacter
baumannii que muestran resistencia no solo a los betalactdmicos y
otros grupos de antibiéticos, sino también a los carbapenémicos.
La rapida expansion de los OPC y de los genes que codifican estas
resistencias ha provocado brotes nosocomiales y situaciones
endémicas en todo el mundo.

Los expertos internacionalesy las autoridades sanitarias consi-
deran que el desarrollode nuevas pruebas rapidas de diagndstico
para realizar el seguimiento de patrones de resistencia antimi-
crobiana es una de las prioridades de actuacién fundamentales. La
NDM y la KPC son dos de las carbapenemasas de mayor y mas
creciente prevalencia en muchos paises. Por otro lado, las
carbapenemasas del tipo D OXA-48 son los mecanismos de
resistencia con mayor dificultad de deteccién en los laboratorios
clinicos. Las carbapenemasas VIM no solo estan presentes en las
enterobacterias, sino que también son muy prevalentes en las
bacterias no fermentadoras. La IMP debe considerarse un posible
problema, ya que no solo degrada las C3G, sino también antibioti-
cos carbapenémicos como imipenen. La prevalencia de la IMP es la
mas baja excepto en Japon, donde es mas prevalente. Existen
pruebas fenotipicas basadas en inhibidores para confirmar la
presencia de carbapenemasas de clase A (KPC) y de clase B (VIM,
IMP, NDM). Actualmente, la confirmaciéon definitiva de mecanismos
de resistencia en las ERC se basa en ensayos moleculares. Estas
pruebas son caras y solo pueden realizarlas técnicos cualificados
en un entorno especializado, lo cual dificulta un uso mas
generalizado. La prueba O.K.N.V.l. RESIST-5 forma parte de la

gama Coris BioConcept RESIST de pruebas diagndsticas de
resistencia antimicrobiana.

PRINCIPIO DE LAS PRUEBAS
Estas pruebas estan listas para usar y se basan en una tecnologia
de membranas con nanoparticulas de oro coloidal.

de carbapenemasas a partir del aislado de una colonia bacteria-
na de Enterobacteriaceae o BGNNF cultivada en placa de agar.
Cada bolsa contiene: 2 cartuchos de flujo lateral para la identifi-
cacion de (1) OXA-48, KPC,NDMYy (2) VIM e IMP.

Identificacién de OXA-48, KPCy NDM. Se sensibiliza una mem-
brana de nitrocelulosa con:

(1) unanticuerpo monoclonal dirigido contra la carbapenemasa
OXA-48 y variantes (excepto las enzimas de tipo OXA-163) (linea
"0")

(2) un anticuerpo monoclonal dirigido contra la carbapenemasa
KPC (linea “K")

(3) un anticuerpo monoclonal dirigido contra la carbapenemasa
NDM (linea “N")

(4) un reactivo de captura de control (linea superior “C").

Se secan en una membrana cuatro conjugados distintos de
nanoparticulas de oro coloidal: un conjugado dirigido contra un
segundo epitopo de la carbapenemasa OXA-48, un conjugado
dirigido contra un segundo epitopo de la carbapenemasa KPC, un
conjugado, especifico para la carbapenemasa NMD y un conjuga-
do de control para validar las condiciones de la prueba.
Identificacién de VIM e IMP. Se sensibiliza una membrana de
nitrocelulosa con:

(1) un anticuerpo monoclonal dirigido contra la carbapenemasa
VIM (linea “V")

(2) un anticuerpo monoclonal dirigido contra la carbapenemasa
IMP (linea “1")

(3) un reactivo de captura de control (linea superior “C").

Se secan en una membrana tres conjugados distintos de
nanoparticulas de oro coloidal: un conjugado dirigido contra la
carbapenemasa VIM, un conjugado dirigido contra la carbapene-
masa IMP y un conjugado de control.

Cuando el tampdn suministrado que contiene las bacterias re-
suspendidas entra en contacto con la membrana, los conjugados
solubilizados migran con la muestra por difusién pasiva, mientras
que los conjugados y el material de la muestra entran en contacto
con los respectivos anticuerpos inmovilizados adsorbidos en la tira
de nitrocelulosa. Sila muestra contiene alguna de las carbapene-
masas (OXA-48, KPC, NDM, VIM o IMP), los respectivos complejos
formados por los conjugados y las carbapenemasas (OXA-48 o KPC
o NDM o VIM o IMP) quedaran unidos a las lineas correspondientes
(OXA-48:linea “O”, KPC: linea “K”, NDM: linea “N”, VIM: linea “V",

IMP: linea “1”). La migracién continda por difusién pasiva y tanto los
conjugados como el material de la muestra entran en contacto con el
reactivo de control de la linea (superior) que se une al conjugado de
control (linea “C”), con lo que se produce una linea roja. El resultado
es visible a los 15 minutos, en forma de lineas rojas en la tira.
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REACTIVOS Y MATERIALES

1.0.K.N.V.l. RESIST-5 (2 x 10 cartuchos 6 2 x 20 cartuchos)

10 6 20 bolsas selladas que contienen dos cartuchos de flujo
lateral y un desecante. Cada cartucho contiene una tira sensible.
2.Vial de tamp6n LY-D (7 ml)

Solucién Tris-EDTA con NaN3 (< 0,1%) y un

detergente.

3. Instrucciones de uso (1)

4. Tubos de recogida desechables (10 6 20)

5. Pipetas de transferencia desechables (10 6 20)

Materiales que deben solicitarse por separado:
- RESIST-BC (S-1001): kit de reactivos para hemocultivo
- ReSCape (S-1002): kit de reactivos para hisopo rectal

PRECAUCIONES ESPECIALES
- Todas las operaciones relacionadas con el uso de la prueba deben
realizarse de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio.

- Todos los reactivos son de uso exclusivo para el diagnéstico in vitro.

- La bolsa debe abrirse con cuidado.

- Evite tocar con los dedos la nitrocelulosa.

- Utilice guantes para manipular las muestras.

- No utilice nunca reactivos de otro kit.

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

- La calidad de los reactivos no se puede garantizar pasada la
fecha de caducidad o si los reactivos no se conservan en las
condiciones requeridas, como se indica en el prospecto.

ELIMINACION DE RESIDUOS

- Deseche los guantes, hisopos, tubos de ensayo y dispositivos
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 legislacion vigente.

CONSERVACION

- Una bolsa sin abrir se puede mantener entre 4y 30 °Cy usar
hasta la fecha de caducidad indicada en el envase. Una vez abier-
ta la bolsa, realice la prueba inmediatamente.

- No congele los dispositivos ni el tampdn.

MANIPULACION Y RECOGIDA DE MUESTRAS

Las muestras que se van a analizar deben obtenerse y manipular-
se siguiendo procedimientos microbioldgicos habituales.
Asegurese de que las muestras no se tratan con soluciones que
contengan formaldehido o sus derivados.

Los medios de cultivo analizados y validados con los kits Coris
BioConcept RESIST se indican en el sitio web: https://www.
corisbio.com/products/oknvi-resist-5/faq

PROCEDIMIENTO

Preparacion de la prueba:

Sin abrir la bolsa, deje que los componentes del kit y las muestras
(si la placa que contiene la colonia que va a analizar se hubiera

mantenido a 4 °C) alcancen la temperatura ambiente (15-30 °C)
antes de realizar la prueba.

Abra la bolsa y extraiga el dispositivo. Una vez abierto, realice la
prueba inmediatamente. Anote el nombre y los apellidos del pa-
ciente o el nimero de la muestra en el dispositivo (un dispositivo
por muestra).

Procedimiento de preparacion de la muestra:

Se han establecido resultados de rendimiento respecto a tipos
de muestra distintos de las colonias bacterianas con los hisopos
rectales y los hemocultivos.

Con los hisopos rectales y los hemocultivos, el procedimiento
de preparacién que debe seguirse es el que se describe en los
respectivos kits (5S-1002, ReSCape y S-1001, RESIST-BC)

Con las colonias bacterianas se recomienda usar cultivos de agar
frescos para que el resultado de la prueba sea 6ptimo y como se
indica a continuacion:

1. Prepare un tubo de recogida y afnada 11 gotas de tampon LY-D.
2. Recoja 3 colonias de bacterias con un asa bacteriolégica
desechable y sumérjala hasta el fondo del tubo de ensayo que
contiene el tampdn. Se puede usar la misma asa bacterioldgica
para recoger las 3 colonias.

3.Remueva bien antes de retirar el asa.

4. Cierre el tubo y agite el preparado para homogeneizarlo.

5. Con la pipeta de transferencia suministrada con el kit, anada
100 ul de muestra diluida al pocillo de cada uno de los dos cartu-
chos marcados como (1) NDM, KPCy OXA-48y (2) IMP y VIM (la
muestra diluida debe alcanzar la linea negra indicada en la
pipeta de transferencia para que se aspiren con precisién los
100 pl).

6. Deje que reaccionen durante 15 minutos y lea el resultado.

Muestras alternativas :
Muestra $-1001, RESIST-BC
S-1002, ReSCape
Agite el preparado l
para homogeneizarlo 100 pL
3x
* 15 minutos

® ® ®

11 gotas

Los resultados positivos se pueden comunicar en cuanto resulten
visibles las lineas de prueba y de control.

No tenga en cuenta la aparicién de nuevas lineas una vez sobre-
pasado el tiempo de reaccion.

El resultado se debe leer en la tira todavia humeda.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se deben interpretar del modo siguiente en cada
uno de los dos cartuchos:

Resultado negativo de la prueba: aparece una linea rojo-purpura
en la ventana central de lectura, en la posicion de la linea de
control (C). No aparece ninguna otra linea.
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Resultado positivo de la prueba: ademas de la linea rojo-purpura
en la posiciéon de la linea de control (C), se hace visible una linea
rojo-purpura en la posicion de alguna de las lineas de prueba (“N”,
“K" u“0") del cartucho marcado como (1) NDM, KPC y OXA-48,

o en la posicién de alguna de las lineas de prueba (“1” 0 “V”) del
cartucho marcado como (2) IMP y VIM. La intensidad de la linea
de prueba puede variar en funcién de la cantidad de antigenos

y del tipo de variante presente en la muestra. Cualquier linea de

B. Estudio retrospectivo

Los cartuchos de la prueba se validaron por comparacion con el
método molecular de referencia (PCR multiple incluida secuen-
ciacion, validada internamente) mediante un estudio retrospectivo
realizado en 180 aislados clinicos de posibles enterobacterias
productoras de carbapenémicos, no duplicados y consecutivos,
obtenidos entre 2012 y 2021 en hospitales belgas.

prueba de color rojo-purpura (OXA-48, KPC, NDM, VIM e IMP), Método molecular Positivo Negativo Total
aunque sea débil, se considerara resultado positivo. Prueba de OXA-48
Si aparece una linea de prueba positiva al lado de la marca “0”, la Positivo 41 0 41
muestra contiene variantes OXA-48 o de tipo OXA-48. Si aparece al Negativo 0 139 139
lado de la marca “K”, la muestra contiene variantes KPC; si aparece Total 4 139 180
al lado de la marca “N”, contiene NDM,; si aparece al lado de la marca Intervalo de confianza del 95 % 1
“V”, contiene VIM y si aparece al lado de la marca “I”, contiene IMP. Sensibilidad: 100 % (89,3 a 100 %)
Pueden producirse combinaciones de lineas de prueba positivas. Especificidad: 100% (96,6a100 %)
En tal | t ti . b Valor predictivo positivo: 100 % (89,3 a 100 %)
n tal caso, la muestra contiene varias carbapenemasas. Valor predictivo negativo: 100 % (967 2100 %)
Resultado de la prueba no vélido: La ausencia de la linea de Concordancia: 100 % (180/180)
control indica un fallo en el procedimiento de la prueba. Repita las
L. . . Método molecular Positivo Negativo Total
pruebas no validas con un nuevo dispositivo de prueba. Prueba de KPC
Nota: Durante el proceso de secado puede aparecer una sombra
muy tenue en las posiciones de la linea de prueba. No debe con- Positivo 24 0 24
id Itad iti Negativo 0 156 156
siderarse un resultado positivo. Total 24 156 180
Gartticho 1:0XA48.y, KRG & NI Intervalo de confianza 95 %1
f Y 5 ) ) ) Sensibilidad: 100 % (82,8 2100 %)
o m' 5 Especificidad: 100 % (97,0 a 100 %)
g. % g Valor predictivo positivo: 100 % (82,8 a 100 %)
> > > Valor predictivo negativo: 100 % (97,0 a 100 %)
3| i | |AT & Concordancia: 100 % (180/180)
N N I N N
I ol L] | e 0| Método molecular Positivo Negativo Total
NOM NOM NOM Prueba de NDM
KPC KPC KPC
OXA-48 OXA-48 OXA-48
@ Positivo 40 0 40
\ AN J\ J\ J\ J\ J\ J \ A\ J Negativo 0 10 140
NOM KPC OXA-48 OXA-48&NOM  OXA-48 & KPC KPC&NDM  OXA-43 & KPC & NDM Total 40 140 180
Positivo Negativo  No valido Intervalo de confianza 95 %1
Cartucho 2: VIMy IMP Sensibilidad: 100 % (89,12 100 %)
- o N p < . Especificidad: 100 % (96,7 a 100 %)
d 1 Valor predictivo positivo: 100 % (89,1 a 100 %)
Valor predictivo negativo: 100 % (96,7 a 100 %)
g- g g g Concordancia: 100 % (180/180)
> > > >
¢ i ‘M [ ¢ I Método molecular Positivo Negativo Total
y l : I : I Hin Prueba de VIM
< < Positivo 43 0 43
P e mp mp Negativo 3 134 137
6 | 6 | | 6 | 6 Total 46 134 180
L JL ) | JU J Intervalo de confianza 95 %1
" - Sensibilidad: 93,5% (81,1298,3 %)
b — 2 L o it —) Especificidad: 100 % (96,5 a 100 %)
Postivo ogéivg.  Nojvlida Valor predictivo positivo: 100 % (89,8 2100 %)
Valor predictivo negativo: 97,8 % (93,22 99,4 %)
RENDIMIENTO Concordancia: 98,3 % (177/180)
A.Limite de deteccion Método molecular Positivo Negativo Total
El limite de deteccion determinado mediante proteinas recom- Prueba de IMP
binantes purificadas de OXA-48, KPC, NDM, VIM e IMP es de 205“‘"0 19 0 19
egativo 0 161 161
0,25 ng/ml, 0,5 ng/ml, 0,0625 ng/ml, 0,23 ng/mly 0,781 ng/ml, Total 19 161 180
respectivamente.
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Intervalo de confianza 95 %1
(79,1 2 100 %)

(97,1 a 100 %)

(79,1 a2 100 %)

(97,1 a 100 %)

(180/180)

Sensibilidad: 100 %
Especificidad: 100 %
Valor predictivo positivo: 100 %
Valor predictivo negativo: 100 %
Concordancia: 100 %

El kit O.K.N.V.I. RESIST-5 también se validé con hisopos rectales
y hemocultivos.

C. Repetibilidad y reproducibilidad

Para verificar la precision dentro de un mismo lote (repetibilidad),
se procesaron 15 veces las mismas muestras positivas y una
solucion de tampon de kits del mismo lote y en las mismas
condiciones experimentales. Todos los resultados observados

se confirmaron segun lo previsto. Para verificar la precision entre
los lotes (reproducibilidad) se procesaron algunas muestras
(positivas y solucién tampon) en kits de tres lotes de produccion
diferentes. Todos los resultados se confirmaron segun lo previsto.

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 antibioticos.

PROBLEMAS TECNICOS/RECLAMACIONES

Si surge un problema técnico o si el rendimiento no corresponde
con el indicado en el prospecto de este envase:

1. Registre el niUmero de lote del kit correspondiente.

2. Si es posible, conserve la muestra en las adecuadas condicio-
nes de conservacion mientras dure la gestion de la reclamacion.
3.Pdngase en contacto con Laboratorios Britania (deptotecnico@
britanialab.com) o con su distribuidor local.

Cualquier incidente grave relacionado con el producto debera
comunicarse al fabricante y a la autoridad competente del Estado
miembro en el que estén establecidos el usuario y/o el paciente.
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