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Szybki test diagnostyczny in vitro do wykrywania
B-laktamaz CTX-M-14 i CTX-M-15 w hodowli

bakteryjnej
o

DO DIAGNOSTYKI IN VITRO
WYLACZNIE DO UZYTKU PROFESJONALNEGO
K-15R14, 20 kaset, bufor, 20 probéwek i pipety

Odnosniki:
transferowe

1. WSTEP

B-laktamazy to enzymy, ktére inaktywuja B-laktamy poprzez rozszczepienie pierscienia
B-laktamowego, wywotujgc w ten sposéb opornos¢ na ten typ antybiotyku u bakterii
wytwarzajgcych te enzymy. Wsréd R-laktamaz enzymy o rozszerzonym spektrum
(ESBL) nadajg oporno$¢ na wigkszo$¢ beta-laktamoéw, w tym na cefalosporyny I
generacji, zmniejszajgc okno terapeutyczne w leczeniu zakazen bakteryjnych. ESBL z
rodziny CTX-M nalezg do klasy A R-laktamaz, podobnie jak enzymy TEM, SHV i
karbapenemazy typu KPC. Ze wzgledu na swojg ewolucje, a zwlaszcza dzigki ich
powigzaniu z ruchomymi elementami genetycznymi, enzymy CTX-M stanowig wazng
cze$¢ ESBL i sg rozpowszechnione u wielu Enterobacteriaceae, w szczegolnosci
Escherichia coli, rodzajéow Klebsiella, Proteus, Citrobacter, ale takze u innych
Enterobacteriaceae, np. Morganella spp.

Opisano ponad 250 wariantéw CTX-M.Sg one podzielone na 6 gtéwnych rodzin, wéréd
ktérych grupa 1 (ktérej gtéwnym przedstawicielem jest CTX-M-15) i grupa 9 (ktorej
gtéwnymi przedstawicielami sg CTX-M-14 i CTX-M-27) sg gtéwnymi odpowiedzialnymi
za wzrost prewalencji ESBL na catym $wiecie, zaréwno w warunkach $rodowiskowych,
jak i szpitalnych.Escherichia coli wytwarzajgce CTX-M sg czestg przyczyng
nawracajacych infekcji drég moczowych.

Test stuzacy do identyfikacji CTX-M typu 14 i 15, ktére reprezentujg gtéwng czesé
ESBL, jest narzedziem pozwalajacym na bardziej racjonalne stosowanie antybiotykow
ostatniej szansy, takich jak karbapenemy.

. ZASADA TESTU

Test ten jest gotowy do uzycia i opiera si¢ na technologii membranowej z
nanoczgsteczkami ztota koloidalnego. Ten zestaw jest przeznaczony do wykrywania
B-laktamaz z grupy 1 (podobnych do CTX-M-15) i 9 (podobnych do CTX-M-14) typu
CTX-M z kolonii bakterii Enterobacteriaceae rosngcych na ptytce agarowej.
Membrana nitrocelulozowa jest sensytyzowana: (1) przeciwciatem monoklonalnym
skierowanym przeciwko jednemu epitopowi B-laktamazy z grupy 1 (CTX-M-15) oraz
(2) drugim przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko epitopowi R-
laktamaz z grupy 9 (CTX-M-14).

Istniejg dwa rézne koniugaty sprzezone z czasteczkami ztota koloidalnego, ktére suszy
sie na btonie: koniugat skierowany przeciwko drugiemu epitopowi B-laktamazy CTX-M
oraz koniugat kontrolny stuzgcy do walidacji warunkéw testu.

Gdy dostarczony bufor zawierajgcy ponownie zawieszone bakterie wejdzie w kontakt
z membrang, rozpuszczone koniugaty migrujg z prébkg poprzez dyfuzje bierng i
zaréwno koniugaty, jak i materiat probki wchodzg w kontakt z pierwszym przeciwciatem
anty-CTX-M-15, ktére jest adsorbowane na pasku nitrocelulozowym. Jesli prébka
zawiera B-laktamaze CTX-M-15 (lub inne enzymy CTX-M z grupy 1), kompleks
koniugat-CTX-M-15 pozostanie zwigzany z pierwszg (dolng) linig anty-CTX-M-15
przeciwciat adsorbowanych na pasku nitrocelulozowym (linia 15). Migracja jest
kontynuowana przez dyfuzje bierng i zaréwno koniugaty, jak i materiat prébki wchodza
w kontakt z druga linig przeciwciat anty-CTX-M-14, ktére sa adsorbowane na pasku
nitrocelulozowym. Jesli probka zawiera -laktamaze CTX-M-14 (lub inne enzymy CTX-
M z grupy 9), kompleks koniugat-CTX-M-14 pozostanie zwigzany z druga linig anty-
CTX-M-14 przeciwciat adsorbowanych na pasku nitrocelulozowym (linia 14). Wreszcie
migracja roztworu trwa, aby dotrze¢ do odczynnika kontrolnego na trzeciej (gérnej) linii,
ktéry wigze koniugat kontrolny (linia C), tworzac w ten sposéb czerwona linie.
Rezultat widoczny jest w ciggu 15 minut w postaci czerwonych linii na pasku.
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. ODCZYNNIKI | MATERIALY

1.  RESIST CTX-M (20)

20 zamknigtych woreczkdw zawierajgcych jedno urzgdzenie i jeden Srodek
osuszajacy. Kazde urzgdzenie zawiera jeden uwrazliwiony pasek.

2.  Fiolka z buforem LY-E (5 mL)

Roztwor soli zawierajgcy NaN3 (<0,1%) i detergent.

3. Instrukcja uzytkowania (1)

4.  Jednorazowe proboéwki (20)

5. Jednorazowe pipety transferowe (20)

Iv. SPECJALNE SRODKI OSTROZNOSCI

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

- Wszystkie odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do diagnostyki in vitro.

- Woreczek nalezy otwieraé ostroznie.

- Unika¢ dotykania nitrocelulozy palcami..

- Podczas pracy z prébkami nalezy nosi¢ rekawiczki.

- Nigdy nie nalezy uzywac¢ odczynnikéw z innego zestawu.

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

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

V. UTYLIZACJA ODPADOW

- Rekawiczki, waciki, probowki i zuzyte urzadzenia nalezy utylizowa¢ zgodnie z
dobrg praktykg laboratoryjng.

- Kazdy uzytkownik jest odpowiedzialny za gospodarowanie wszelkimi wytworzonymi
odpadami i musi zapewni¢ ich utylizacje zgodnie z obowigzujgcymi przepisami.

VL. PRZECHOWYWANIE

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

VIL. PRZECHOWYWANIE | POBIERANIE PROBEK

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

Nalezy upewni¢ sig, ze probki nie sg traktowane roztworami zawierajgcymi
formaldehyd lub jego pochodne.

Vill. PROCEDURA
PRZYGOTOWANIA DO TESTU:

Przed wykonaniem testu nalezy pozostawi¢ skfadniki zestawu w nieotwartym
opakowaniu i probki (w przypadku, gdy ptytka zawierajgca badane kolonie byta
przechowywana w temperaturze 4°C) do osiagnigecia temperatury pokojowej
(15-30°C).

Otworzy¢ woreczek i wyjaé urzadzenie. Po otwarciu woreczka nalezy natychmiast
przeprowadzi¢ test. Wskaza¢ nazwisko pacjenta lub numer prébki na urzadzeniu
(jedno urzadzenie na probke).

PROCEDURA PRZYGOTOWANIA PROBEK:

Deklaracje dotyczgce skutecznos$ci w odniesieniu do typéw prébek innych niz kolonie

bakteryjne nie zostaty ustalone. Zalecamy stosowanie $wiezych kolonii bakteryjnych w

celu uzyskania optymalnej skuteczno$ci testu.

1. Przygotowac jedng probéwke zbiorczg i doda¢ do probéwki 4 krople buforu LY-
E

2. Pobra¢ bakterie, pobierajac 3 kolonie jednorazowg ezg bakteriologiczng i
zanurzy¢ eze na dnie probéwki do pobierania zawierajacej bufor.

3. Przed usunieciem ezy doktadnie wymieszacé.

4. Zamknigcie rury i worteksowac preparat do osiggnigecia homogenizacji

5. Uzy¢ pipety transferowej dostarczonej w zestawie i doda¢ 100 pL rozcienczonej

probki do studzienki na probke kasety (rozcienczona prébka musi osiaggnaé

czarng linie wskazang na pipecie transferowej, aby doktadnie zaaspirowac¢

100 pL).

Pozostawi¢ na 15 minut i odczyta¢ wynik.
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Wyniki dodatnie mozna zgtasza¢ wczesniej, gdy tylko widoczne beda linie testowa i
kontrolna.

Nie nalezy bra¢ pod uwage pojawienia si¢ nowych linii po uplywie czasu reakc;ji.
Wynik nalezy odczyta¢ na jeszcze mokrym pasku.
IX. INTERPRETACJA WYNIKOW
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Niewazny

Wyniki nalezy interpretowaé w nastepujacy sposéb:

Ujemny wynik testu: czerwonawo-fioletowa linia pojawia sie w poprzek $rodkowego
okienka odczytu w pozycji linii kontrolnej (C). Nie pojawia sie zaden inny prazek.
Dodatni wynik testu: oprécz czerwonawo-fioletowego prazka na linii kontrolnej (C),
widoczny czerwonawo-fioletowy prazek pojawia sie w jednej z pozyciji linii testowej
(,14” lub ,15”). Intensywnos$¢ linii testowej moze sig rézni¢ w zaleznosci od ilosci
antygendéw, a takze rodzaju wariantu obecnego w prébce. Kazda
czerwonawo-fioletowa linia testowa (,14” lub ,15”), nawet staba, powinna by¢ uznana
za wynik dodatni.

Jesli tylko dodatnia linia testowa to linia 14, prébka zawiera 3-laktamaze CTX-M-14 lub
inne enzymy CTX-M z grupy 9. Jesli tylko dodatnia linia testowa to linia 15, prébka
zawiera B-laktamaze CTX-M-15 lub inne enzymy CTX-M z grupy 1.

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

Uwaga: podczas procesu suszenia na pozycjach linii testowej moze pojawic¢ sie bardzo
staby cien. Nie nalezy tego traktowac jako wyniku dodatniego.

X. WYDAJNOSC

A. Granica wykrywalnosci
Granica wykrywalnosci okreslona dla oczyszczonych rekombinowanych biatek CTX-
M-14 i CTX-M-15 i zostata oceniona na, odpowiednio, 3,14 ng/mL i 3,7 ng/mL.

B. Walidacja po zebraniu szczepow referencyjnych
Test RESIST CTX-M zostat oceniony na zbiorze 148 izolatéw klinicznych o w peni
scharakteryzowanych mechanizmach opornosci na antybiotyki beta-laktamowe za
pomocg podejscia molekularnego (in house multipleksowej PCR i sekwencjonowanie).

RESIST CTX-M Grupa 12 Dodatni Ujemny Razem
Dodatni 99 0 99
Ujemny 0 67 67
Razem 99 67 166

a:wtym CTX-M-1, 3, 15, 55, 135 i CTX-M G1 nie poddane sekwencjonowaniu
95% przedziat ufnosci'

Czutos¢: 100% (95,3 do 100%)
Swoistos¢: 100% (93,2 do 100%)
Dodatnia warto$¢ przewidywania: 100% (95,3 do 100%)
Ujemna warto$¢ przewidywania: 100% (93,2 do 100%)
Zgodnos¢: 100% (166/166)

G 9k . .
RESIST CTX-M rupa Dodatni Ujemny Razem
Dodatni 18 0 18
Ujemny 0 148 148
Razem 18 148 166

b : Wtym CTX-M-9, 14, 27 i 65 oraz CTX-M G9 nie poddany sekwencjonowaniu
95% przedziat ufnosci'

Czutos¢: 100% (78,1 do 100%)
Swoistos¢: 100% (96,8 do 100%)
Dodatnia warto$¢ przewidywania: 100% (78,1 do 100%)
Ujemna warto$¢ przewidywania: 100% (96,8 do 100%)
Zgodnos¢: 100% (166/166)

C. Powtarzalnosé i odtwarzalnosé¢

Aby sprawdzi¢ doktadnos$¢ wewnatrz partii (powtarzalnos$¢), te same probki dodatnie i
roztwér buforowy poddano obrébce 15 razy na zestawach z tej samej partii
produkcyjnej w tych samych warunkach doswiadczalnych. Wszystkie zaobserwowane
wyniki zostaty potwierdzone zgodnie z oczekiwaniami.

Aby sprawdzi¢ doktadno$¢ miedzy partiami (odtwarzalno$é), niektore probki
(pozytywne i buforowe) poddano obrébce na zestawach z trzech réznych partii
produkcyjnych. Wszystkie wyniki zostaty potwierdzone zgodnie z oczekiwaniami.

XI. OGRANICZENIA ZESTAWU

Test jest jakosciowy i nie pozwala przewidzie¢ ilosci antygenéw obecnych w prébce.
W celu ustalenia diagnozy nalezy wzia¢ pod uwage obraz kliniczny i inne wyniki badan.
Dodatni wynik testu nie wyklucza mozliwosci wystepowania innych mechanizméw
opornosci na antybiotyki.

Xil. PROBLEMY TECHNICZNE / REKLAMACJE

W przypadku napotkania problemu technicznego lub jesli wydajnosci nie
odpowiadajg tym wskazanym w tej ulotce dotgczonej do opakowania:
1. Nalezy zapisa¢ numer partii danego zestawu.
2. Jedli to mozliwe, podczas rozpatrywania
przechowywaé w odpowiednim stanie.
3. Prosze skontaktowa¢ si¢ z Coris BioConcept (client.care@corisbio.com) lub
lokalnym dystrybutorem.
Kazdy powazny incydent zwigzany z wyrobem nalezy zgtosi¢ producentowi i
wiasciwemu organowi panstwa cztonkowskiego, w ktérym uzytkownik lub pacjent majg
miejsce zamieszkania.
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