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Ministerio de Salud
Secretaria de Politicas, Regulacién
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AN.M. AT

Buenos ares, ‘1 7 JUL 2017

VISTO el expediente N© 1-47-3110-1164/17-8 del Registro de la

Administracion Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica vy,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma LABORATORIOS BRITANIA S.A.
solicita autorizacién para la venta a laboratorios de anilisis clinicos de los
Productos para diagndstico de uso “in vitro” denominados 1) RESIST-3 0.0.K.
K-SeT / Test rdpido para la deteccién de la produccién de carbapenemasas OXA-
48, OXA-163 y KPC en colonias bacterianas; y 2) RESIST-3 0.K.N K-SeT / Test
rapido para la deteccién de la produccién de carbapenemasas OXA-48, KPC vy
NDM en colonias bacterianas .

Que a fojas 66 consta el informe técnico producido por el Servicio de
Productos para Diagnéstico que establece que los productos relnen las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que la Direccién Nacional de Productos Médicos ha tomado |a intervencion
de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N©
16.463, Resolucién Ministerial N© 145/98 y Disposicion ANMAT N© 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos N°© 1490/92 el por el Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.
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Ministerio de Salud D;SPOSICION N°ﬂ '0 1 '1

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de andlisis clinicos del producto
de diagndstico para uso in Vitro denominado 1) RESIST-3 0.0.K. K-SeT / Test
rapido para la deteccion de la produccién de carbapenemasas OXA-48, OXA-163
y KPC en colonias bacterianas; y 2) RESIST-3 O.K.N K-SeT / Test rapido para la
deteccion de la produccién de carbapenemasas OXA-48, KPC y NDM en colonias
bacterianas en envases por20 determinaciones, conteniendo: 20 dispositivos, 20
tubos plasticos, y tampén de dilucién (1 x 15 ml) y una vida util de DOCE (12)
meses desde la fecha de elaboracion conservado entre 4 y 30°C; el que sera
elaborado por CORIS BioConcept, Parc Scientifique CREALYS- Rue Jean Sonet 4A,
5032, Gembloux (BELGfCA) e importado terminado por la firma LABORATORIOS

BRITANIA S.A. y que la composicidn se detalla a fojas 21y 22 .

ARTICULO 20°.- Acéptense los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones a
fojas 34 a 45, 60 a 65. Desglosandose fjas 38 a 41, 64 y 65 debiendo constar en
los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador
impreso en los rotulos de cada partida.

ARTICULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.
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ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los
métodos de control, estabilidad y elaboracién cuando las circunstancias asi lo
determinen.

ARTICULO 59.- Registrese, girese a la Direccién de Gestion de informacion
Técnica a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Direccidon Nacional de
Productos Médicos notifiquese al interesado vy hdgasele entrega de la copia
autenticada de la presente Disposicién junto con la copia de los proyectos de
rétulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. Cumplido,

archivese.-

EXPEDIENTE N© 1-47-3110-1164/17-8

DISPOSICION No: ‘74 @ g b
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA DE
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
Expediente n® 1-47-3110-1164/17-8
Se autoriza a la firma LABORATORIOS BRITANIA S.A. a importar y comercializar

el Producto para diagnéstico de uso in vitro denominado 1) RESIST-3 0.0.K. K-
SeT / Test rapido para la deteccién de la produccién de carbapenemasas OXA-
48, OXA-163 y KPC en colonias bacterianas: y 2) RESIST-3 O.K.N K-SeT / Test
répido para la deteccién de la produccién de carbapenemasas OXA-48, KPC vy
NDM en colonias bacterianas. En envases por 20 determinaciones, conteniendo:
20 dispositivos, 20 tubos plasticos, y tampén de dilucién (1 x 15 ml). Vida util:
DOCE (12) meses desde la fecha de elaboracién conservado entre 4 y 30°C. Se
le asigna la categoria: venta a Laboratorios de analisis clinicos por hallarse en las
condiciones establecidas en la Ley N° 16.463 y Resolucidon Ministerial N° 145/98.
Lugar de elaboracién: CORIS BioConcept, Parc Scientifique CREALYS- Rue Jean
Sonet 4A, 5032, Gembloux (BELGfCA). En las etiquetas de los envases, anuncios
Y prospectos debera constar PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO USO IN VITRO

AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACION NAC6N/6 DE MEDICAMENTOS,

80.7.4

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA
MEDICA

Buenos Aires, ” r? JUL m

ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA. Certificado n°

Subadministradoy
A o F

Firma y sello



Fabricante:

Coris BioConcept
Science Park CREALYS
Rue Jean Sonet 4A

B - 5032 GEMBLOUX
BELGICA

Tel.: +32(0)81.719.917
Fax: +32(0)81.719.919

RESIST-3 0.0.K. K-SeT
%‘?CO IS

‘ BioConcept

"w

www.corisbio.com c € info@corisbio.com
IFU- 58R4/ES/01 Produzido en BELGICA

Test de diagnéstico répido para la deteccién de
carbapenemasas de OXA-163, OXA-48 y KPC en colonias
bacterianas.

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO ES
SOLO PARA USO PROFESIONAL

Referencias: K-15R4, 20 estuches, solucién amortiguadora, 20 tubos y
cuentagotas

L INTRODUCCION

Los organismos productores de carbapenemasas (OPC) y mas particularmente, las
enterobacterias resistentes a las carbapenemasas (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. La rapida 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 maxima prioridad es el desarrolio de nuevos tipos de test para el
diagnéstico rapido y deteccién de los patrones de resistencia antimicrobiana. La KPC
3s 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 mas 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 mas débil de carbapenemasa, en
comparacion 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 rapida también representa otro reto para la identificacion rapida . Una
rapida identificacion de dichas carbapenemasas es de vital importancia para mejorar,
la terapia que se ofrece a los pacientes, y controlar de la expansion 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 deteccion 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 dia
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 la
carbapenemasa con expresion a bajo nivel, tales como la de OXA-48 y variantes
muy cercanas (las llamadas “parecidas a la OXA-48") y para la subfamilia OXA-163
que muestra una actividad de carbapenemasa muy baja. Hoy en dia, la confirmacion
definitiva de la presencia de OXA-48 y OXA-163 se realiza mediante analisis
moleculares 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 mas generalizado del test,

I PRINCIPIO EN QUE SE BASA EL TEST

Este test estd listo para su uso y esta basado en una tecnologia de membranas con
nanoparticulas coloidales de oro. Se sensibiliza una membrana de nitrocelulosa
mediante (1) un anticuerpo monoclonal dirigido contra un epitopo de la
carbapenemasa de OXA-48 y sus variantes (pero no la variante OXA-163), con (2)
ofro anticuerpo monoclonal dirigido contra otro epitopo de la carbopenemasa de
OXA-48 y sus variantes (incluyendo la OXA-163) y con (3) un tercer anticuerpo
monoclonal dirigido contra un epitopo 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 epitopo de la carbapenemasa
de OXA-48 (+163), un conjugado dirigido contra un segundo epitopo de la
carbapenemasa de KPC y un conjugado de control para validar las condiciones del
test.

Este test tiene como objetivo la deteccion de carbapenemasas parecidas a la 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 solucion amortiguadora suministrada que contiene las bacterias
resuspendidas entra en contacto con la tira, los conjugados solubilizados migran con
la muestra mediante difusion pasiva y ambos conjugados, asi 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 a la primera linea (inferior) del anticuerpo anti-KPC
que se adsorbe en la nitrocelulosa. La migracion continda mediante difusion pasiva y
ambos conjugados, asi como el material de la muestra, entran en contacto con la
segunda linea del anticuerpo anti-OXA-48 y con la tercera linea del anticuerpo anti-
OXA-163(+48) que se adsorben en ia 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 anticuerpo 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 quedara ligado a un conjugado de control,
produciendo asi una linea roja.
El resultado serd 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-1 63,
pero también de OXA-48, si la muestra contiene una elevada cantidad de OXA-48, la
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segunda linea (etiquetada como “48" en el estuche) serd altamente positiva y la
tercera linea (etiquetada como "48" en el estuche) puede ser una 5 bil ya que
parte de OXA-48 y no quedara captada por la segunda linea. »

. REACTIVOS Y MATERIALES

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

20 paquetes sellados que contienen un dispositivo y un
dispositivo contiene una tira sensibilizada. ;«
2. Ampolla de solucién amortiguadora LY-A (15 mi\ -9 } Al
Solucién amortiguadora salina a pH 7, 5 que contiene TRIS KEN3-(<0. 1% yurt’
detergente. SN ;r"
3. Instrucciones de uso (1)
4. Tubos semi-rigidos de recogida, desechables con cuentagotas (20)

. 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 diagnéstico 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.

- Las lineas verdes indican los lugares de adsorcion 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 BPLx.
- Cada usuario es responsable de la gestion de los residuos producidos y debe
asegurarse de que se eliminan de acuerdo con la legislacion vigente,

VL 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.

Vil MANIPULACION Y RECOGIDA DE MUESTRAS
Las muestras para andalisis se deben obtener y manipular utilizando métodos

microbioldgicos estandar.
Asegirese de que las muestras no se tratan con
formaldehido o sus derivados.

Vil. PROCEDIMIENTO

PREPARACION DEL TEST:

Sin abrir el paquete deje que, tanto los componentes del kit como el espécimen (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 nimero de espécimen en el
dispositivo (un dispositivo por cada muestra).

PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DEL ESPECIMEN:

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 optimo del test.

soluciones que contengan

1. Prepare un tubo semi-rigido y afiada 10 gotas de solucion amortiguadora de LY-
A en el tubo.

2. Coseche las bacterias tocando la colonia con una espira desechable de
bacteriologia y sumerja la espira hasta el fondo del tubo semi-rigido que
contiene la solucién amortiguadora.

3. Mezcle hasta que la solucidn adquiera una consistencia homogénea.

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

5. Invierta el tubo de ensayo y afiada lentamente 3 gotas de la muestra diluida en
el dep6sito de la muestra del estuche.

6.

Deje que reaccione durante un maximo de 15 min y lea los resultados.
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Los resultados positivos deben ser comunicados 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 reaccién.

Los resultados deben leerse cuando las tiras atin estén hiumedas.

IX. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados deben interpretarsp de este modo:

Resultado negativo del test: agarecera una linea de color rojo-puarpura sobre la

ventana central de lectura, gf la posicién deJa_binea de control (C) No se observan
ir

mas bandas.
—
o

RATORIO BRITANIA SA.
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Resultado positivo del test: ademas de una banda de color rojo-purpura en Ia
Linea de control (C), aparecera una banda visible de color rojo-purpura en una de las
posiciones de la Linea de test (KPC, 163 o 48). La intensidad de la linea puede
variar en funcion de la cantidad de antigenos, asi como del tipo de variante presente
en la muestra. Se considerara el resultado positivo si aparece cualquier linea de
color rojo-plrpura en el test (KPC, 163 o 48), aunque sea leve.

Si la dnica linea positiva del test es la linea de KPC, la muestra contiene la variante
de KPC.

Si la dnica linea positiva del test es la linea 163, la muestra contiene la variante
OXA-163 (o una variante estrechamente relacionada como OXA-247, 405 o0 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,
deberia 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 test 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.

h
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OXA-163

KPC-+OXA48  KPC + OXA-163

Negative

Invalid

X. RENDIMIENTO

A.  Limite de deteccion

El limite de deteccién se determind mediante proteinas purificadas recombinantes

de OXA-48 y OXA-163 y ha sido evaluado en 0,125 ng/ml y 0,49 ng/ml,

respectivamente,

Ellimite de deteccion de KPC en el test ha sido evaluado en 0,625 ng/m|.

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

Estado de KPC
Positivo Negativo Total
RESIST-3 0.0.K. K-SeT
Positivo 9 0
Negativo
Total

Sensitividad: 100 %
Especificidad: 100 %
Valor positivo predictivo: 100 %
Valor negativo predictivo: 100 % (98,2
Concordancia: 100 % (173/173)

D. Repetibilidad y reproductibilidad 3 [
Para revisar la precision dentro de un mismo lote (repétibilidad), se protesaron 15
veces las mismas muestras positivas y una solucién amortiguadora en el mismo
lote de produccion, bajo las mismas condiciones experimentales. Todos los
resultados observados confirmaron los resultados esperados.

Para revisar la precisién dentro de un mismo lote (reproductibilidad), se procesaron
algunas muestras (positivas y solucién amortiguadora) en kits de tres lotes distintos
de produccion. 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 indicados en
este manual de instrucciones: i
1. Si es posible, conserve la muestra problematica en el congelador mientras
dure la gestion de la reclamacién
2. Péngase en contacto con Coris BioConcept (client.care@corisbio.com) o
con su distribuidor local
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™ ion of OXA-48 carbapenemase. 26th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Dissases,
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48'y OXA- Enterobacter cloacae, 25" ECCMID, C April, 26", 2015, Abstract # 0261.
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cepas Enterobacter kobei, ' N
de OXA-163 de Escherichia coli, Klebsiella REF Nimero de catdlogo “ Fabricado por
carbapenemasa :
p ozoneae, Klebsiella Dispositivo médico Limites d
pneumoniae y Kluyvera D para diagndstico in wm‘"m mfa
georgiana vitro® P
25 cepas Con?iene cantidad Espécimen de
han dado 14 cepasque | GES-5, IMP-8, KPC-2, KPC-3, Y s“f‘“;':fe para<n> | DIL SPE(ESP DIS) difuyente
negativo portan una NDM-1, VIM-1, VIM-2, SPM-1, ED Consalte tas
paraOXA- | carbapenemasa | OXA-23, OXA-58, OXA-72, 1 instracoionee as wso ) No reutilizar
48 y OXA- distinta a OXA-48 | OXA-143, Smey IMI T v~ " -
-~ anténgase en lugar i~
163 ‘? weco g Utilizado por
C. Estudio prospectivo Contiene azida de
El kit K-SeT RESIST-3 0.0K. ha sido validado por comparacion con el método | DILAS(ENSDIS)  Prucba de diluente CONT NaNs sodio

molecular de referencia (validado dentro de ia empresa en PCR muiltiple, incluyendo
método de secuenciacion) en el Laboratorio de Referencia Nacional para estudio de
Bacilos gram negativos resistentes a multiples farmacos (Bélgica) en un estudio
prospectivo llevado a cabo en 173 aislados clinicos de posibles CPE, no duplicados
Yy consecutivos, realizados desde julio hasta setiembre de 2016.
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Test de diagnéstico répido para Ia deteccion de
carbapenemasas de OXA-48, KPC y NDM en colonias
bacterianas

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO
SOLO PARA USO PROFESIONAL
Referencias: K-15R5, 20 estuches, solucion amortiguadora, 20 tubos y
cuentagotas

1. INTRODUCCION

Los organismos productores de carbapenemasas (OPC) y maés particularmente,
Enterobacterias resistentes a las carbapenemasas (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, adem4s de las carbapenemasas, la mayor parte
de los agentes antimicrobianos, dejando asi muy pocas posibilidades para el
tratamiento de los pacientes infectados. 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
~anitaria de maxima prioridad es el desarrollo de nuevos tipos de test para el
iagnostico rdpido y deteccién de los patrones de resistencia antimicrobiana. NDM y
KPC son dos de las carbapenemasas de mayor aumento y prevalencia en muchos
paises. Por otro lado, las carbapenemasas del tipo D OXA-48 poseen el mecanismo
de resistencia mas dificil de detectar en los laboratorios clinicos. Una rapida
identificacion de dichas carbapenemasas es de vital importancia para mejorar, tanto la
terapia que se ofrece a los pacientes, como el control de la expansioén de la resistencia
a los antibioticos en los hospitales.
Ya existen algunas pruebas fenotipicas y confirmatorias que hacen uso de los discos
de combinacién con inhibidores especificos para la deteccion algunos tipos de
carbapenemasas, incluyendo las de clase A (KPC) y las de clase B (VIM, IMP, NDM);
sin embargo, estas pruebas requieren mucho tiempo y un dia adicional de espera con
posterioridad a los resultados del test de susceptibilidad antimicrobiana. Por otro lado,
los ensayos colorimétricos con métodos fenotipicos, en algunos casos, no son
suficientemente sensibles para detectar las carbapenemasas con expresién a bajo
nivel, tales como las de OXA-48. Algunos ensayos moleculares, basados en distintos
formatos, también permiten la deteccién de carbapenemasas. Estos tests son caros y
pueden ser realizados (nicamente en un entorno dedicado y por parte del personal
capacitado, lo cual limita las posibilidades de un uso mas generalizado.

L. PRINCIPIO EN QUE SE BASA EL TEST

Este test esta listo para su uso y esta basado en una tecnologia de membranas con
nanoparticulas coloidales de oro. Se sensibiliza una membrana de nitrocelulosa
mediante (1) un anticuerpo monoclonal dirigido contra un epitopo de la
carbapenemasa de OXA-48, con (2) ofro anticuerpo monoclonal dirigido contra el
epitopo de la carbapenemasa de KPC y con () un tercer anticuerpo monoclonal
dirigido contra un epitopo de la carbapenemesa de NDM,

Hay cuatro conjugados distintos, unidos a particulas de oro coloidal, que se secan en
una membrana: un conjugado dirigido contra un segundo epitopo de carbapenemasa
de OXA-48, un conjugado dirigido contra un segundo epitopo de carbapenemasa de
PG, un tercer conjugado especifico a la carbapenemasa de NDM y un conjugado de
‘ontrol para validar las condiciones del test.

Este test tiene como obijetivo la deteccion de carbapenemasas de OXA-48, KPC y
NDM en una unica colonia de aislados de Enterobacterias que crecen en una placa de
agar.

Cuando la solucibn 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, asi como el material de la
muestra, entran en contacto con el primer anticuerpo anti-OXA-48 que es adsorbido en
la tira de nitrocelulosa. Si la muestra contiene una carbapenemasa de OXA-48 o
carbapenemasa como la OXA-48, el complejo conjugado—OXA-48 quedara ligado a la
primera linea (inferior) del anticuerpc anti-OXA-48 que serd adsorbido en la
nitrocelulosa (linea O). La migracién continia mediante difusién pasiva y ambos
conjugados, asi como el material de la muestra, entrardn en contacto con la segunda
linea del anticuerpo anti-KPC y con una tercera linea del anticuerpo anti-NDM, que
seran adsorbidos en la tira de nitrocelulosa. Si la muestra contiene una

carbapenemasa de KPC, el complejo conjugado—KPC quedar4 ligado a la segunda
linea del anticuerpo anti-KPC que sera adsorbido en la nitrocelulosa (linea K). Si la

muestra contiene una carbapenemasa de NDM, el complejo conjugado—NDM quedara
ligado a la tercera linea del anticuerpo anti-NDM, que ser& adsorbido en la
nitrocelulosa (linea N). Finalmente, la solucién continda migrando hacia una cuarta
linea (superior) de! reactivo de control que quedara ligado a un conjugado de control
(linea C) produciendo asi una linea roja.

El resultado sera4 visible después de 15 minutos, en forma de lineas rojas en la tira

. REACTIVOS Y MATERIALES

1. RESIST-3 O.K.N. K-SeT (20)
#" 20 paquetes sellados que contienen un dispositivo y un desecante. Cada dispositivo
contiene una tira sensibilizada.
2. Ampolia de la solucion amortiguadora LY-A (15mi)
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 Yy con cuentagotas (20)

y
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Iv. PRECAUCIONES ESPECIALES :"J.',.“
- 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 vitrge="™
- El sobre debe abrirse con cuidado /O( el

- Evite tocar con los dedos la nitrocelulosa. £ "

- At manipular las pruebas, utilice guantes. :/ / A u ek

- No utilice nunca los reactivos de otro kit. i ‘ P

- Las lineas verdes indican los iugares de adsorcién de fo ln'mungreactivos/El cflor
verde desaparece durante la prueba. SO e f

- La calidad de los reactivos no se puede garantizar tras el ve cishiento det p

caducidad o si los reactivos no se conservan en las condiciones’ retuerida¥,
indica en el folleto. S e

Lo

b de
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V. ELIMINACION DE RESIDUOS

- Deseche los guantes, hisopos, tubos de ensayo y accesorios utilizados de acuerdo
con las BPL.
- Cada usuario es responsable de ia gestion de los residuos producidos y debe
asegurarse de que se eliminan de acuerdo con la legislacion vigente.

VL.  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 tampon.

Vil. MANIPULACION Y RECOGIDA DE MUESTRAS

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

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

VIL PROCEDIMIENTO

PREPARACION DEL TEST:

Sin abrir el paquete, deje que, tanto los componentes del kit como el espécimen (en el
caso de que la placa que contiene la colonia que se examina se hubiera mantenido a
44C) alcancen la temperatura ambiente (1 5-30°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 nimero de espécimen en el
dispositivo {un dispositivo por cada muestra).

PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DEL ESPECIMEN:

No se tienen datos sobre el rendimiento del test para tipos de muestras distintas a las
colonias bacterianas. Recomendamos el uso de colonias de bacterias frescas para un
rendimiento 6ptimo del test.

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

2. Coseche las bacterias tocando una colonia con una espira desechable de

bacteriologia y sumerja la espira hasta el fondo del tubo semi-rigido que contiene

la solucién amortiguadora.

Mezcle hasta que la solucién adquiera una consistencia homogénea.

Inserte bien el cuentagotas en el tubo semi-rigido.

De la vuelta al tubo de ensayo y afiada lentamente 3 gotas de la muestra diluida

en el depésito de la muestra del estuche.

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

o orw

12 drops

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

No tome en cuenta la aparicién de nuevas lineas después de que haya pasado el
tiempo de reaccion.

Los resultados deben leerse cuando las tiras estén aun humedas.

IX. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Los resuitados deben interpretarse de este modo:

Resultado negativo del test: aparece una linea de color rojo-parpura sobre la
ventana central de lectura, en la posicion 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), aparece una banda visible de color rojo-pirpura en una de las
Posiciones de Ia linea de test (OXA-48, KPC o NDM). 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 considerara el resultado positivo si aparece cualquier linea de color
rojo-parpura en el test (OXA-48, KPC o NDM) aunque sea leve.

Si la unica linea positiva del test es ia linea O, la muestra contiene OXA-48 o la
variante parecida a la OXA-48. Si la Gnica linea positiva del test es la linea K, la
muestra contiene KPC. Si la unica linea positiva del test es la linea N, la muestra
contiene la variante de NDM. Se pueden producir combinaciones de lineas de
positivos en el test. tal jcaso, la muestra contiene la combinacién de varias
carbapenemasas.
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Nota: durante ef proceso de secado, puede aparecer una sombra muy débil en las
Posiciones de linea del test. No debe considerarse como un resultado positivo.

HOM 4 OXA40  NDM<KPC  KPC:OXA-8  NDA + XPC 1.OXA-48

Negative Positive

Invalid
X. RENDIMIENTO

A.  Limite de deteccion

Se ha determinado el limite de deteccion mediante proteinas purificadas
recombinantes de OXA-48, KPC y NDM y ha sido evaluado en 0,125 ng/ml, 0,625
ng/ml y 0,25 ng/ml, respectivamente.

B. Validaci6n de la coleccion de las cepas de referencia
El test RESIST-3 O.K.N. El test K-SeT ha sido evaluado en muéstrala coleccion de
200 aislados clinicos con mecanismos de resistencia a los betalactamicos
completamente caracterizada mediante pruebas fenotipicas y moleculares (Francia).

27 cepas han 27 cepas Escherichia coli, Klebsiella
pas ha Pasque | oraenae, Enterobacter
dado positivo portan una cloacae, Citrobacter freundii,
paraKPG con | carbapenemasa | Serratia marcescens (positiva
ol test K-SeT de KPC para KPC-2 0 KPC-3).
30 cepas han 30 cepas que E. coll, K. pneumoniae, E. -
dado positivo portan una cloacae, Morganella morganii,
para NDM con NDM Providencia spp., Salmonella
3 spp. (positiva para NDM-1,
200 eltestK-SeT | carbapenemasa NDM-4,-5,.6,-7 0 -9)
cepas de E. coli, E. cloacae,
co’;ccién ‘:i?ag:pz:i 35: 43 cepas que Enterobacter aerogenes, C.
ara SXA 48 portan una freundii, Citrobacter koseri, K,
gon ol test K- carbapenemasa | pneumoniae (positiva para
SeT de OXA-48 OXA-48,-162, -181, -204,
232, -244)
40 cepas
portadoras de IMI-1/-2, Sme-1/-2, NmcA,
ogcepas | cabapenemasa | GES-5, FRIT, GINH-1. IMP-
negativo con distinta de KPC, | 1,IMP-8, IMP-10, IMP-11 ,
ok aor | NDMovariantes | VIM-1, VIM-2,-ViM-4 y VIM-19
de OXA-48
60 cepas que no portan una carbapenemasa

C. Estudio prospectivo
El test RESIST-3 O.K.N. El kit K-SeT se ha validado por comparacién con el método
molecular de referencia (validado en PCR multiple, incluyendo método de
secuenciacién) en el Laboratorio de Referencia Nacional para Bacilos gram negativos
resistentes a multiples farmacos (Bélgica), en un estudio prospectivo flevado a cabo en
173 aislados clinicos de posibles CPE, no duplicados y consecutivos, derivados desde
julio a setiembre de 2016.

16
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[ Negativo [ 164 164
[ Total ] 9 [ 164
Intervalo de confianza, dél 95,
Sensitividad: 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) i
Estado de NDM
Positivo
RESIST-3 O.K.N. K-SeT
Positivo 19* 0 19
Negativo 0 154 154
Total 19 154 173
Intervalo de confianza del 95 % !
Sensitividad: 100 % (84,7 hasta 100 %)
Especificidad: 100 % (98,1 hasta 100 %)
Valor positivo predictivo: 100 % (84,7 hasta 100 %)
Valor negativo predictivo: 100 % (98,1 hasta 100 %)
Concordancia: 100 % (173/173)
*: Un aislado de OXA-48 + NDM cor d d di

RESIST-3 O.K.N. K-SeT

D. Repetibilidad y reproductibilidad

Para revisar la precision dentro de un mismo lote (repetibilidad), se han procesado 15
veces las mismas muestras positivas y una solucién amortiguadora en el mismo lote
de produccion, bajo las mismas condiciones experimentales. Todos los resultados
observados han confirmado los resultados esperados.

Para revisar la precisién dentro de un mismo lote {reproductibilidad), se han proceso
algunas muestras (positiva y solucién amortiguadora) en kits de tres lotes distintos de
produccién. Todos los resultados observados han confirmado los resultados
esperados.

XI. LIMITES DEL KIT

Esta es una prueba cualitativa Yy 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 diagnostico.

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

Xil. PROBLEMAS TECNICOS / RECLAMACIONES

Si surge un problema técnico o si los resultados no coinciden con los indicados en este
manual de instrucciones:
1. Si es posible, conserve la muestra
dure la gestion de la reclamacién
2. Péngase en contacto con Coris BioConcept (client.care@corisbio.com) o con
su distribuidor local
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