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Teste rapido para a detecgdo dos grupos CTX-M 1,2,8,9 e 25 B-lactamases em uma

coldnia bacteriana obtida de cultura.
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Apresentacéao:
646002 - NG-TEST CTX-M MULTI -KIT 20T

1. INTRODUGAO

Os B-lactamicos sédo antibiéticos de primeira linha para o tratamento
de infec¢cbes causadas por Enterobacterales. No entanto, desde o
inicio de seu uso em massa na década de 1940, a eficacia tem sido
desafiada pela produgdo de enzimas que os inativam: as -
lactamases. Entre elas, as B-lactamases de espectro estendido
(ESBLSs) hidrolisam a maioria dos -lactamicos poupando apenas as
cefaminas (como cefoxitina) e carbapenemicos.

A epidemiologia de ESBLs entre Enterobacterales mudou
recentemente com a disseminacdo difundida de enzimas do tipo
CTX-M. Na década 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 situac@o. Atualmente, mais de 170 variantes do CTX-M foram
identificadas e descritas em 5 grupos principais (CTX-M 1, 2, 8,9 e
25). As variantes dominantes sdo geograficamente diferentes.
Porém, as CTX-M-15 (grupo 1) e CTX-M-14 (grupo 9) sédo as mais
detectadas em todo o mundo, seguida pela CTX-M-2 (grupo 2).

2. COMPOSICAO

Composicao Quantidade
Solugao tampao de extragdo em frasco de 4,5 mL 1
Cassetes de teste em bolsas de aluminio com dessecante

contendo tiras de nitrocelulose impregnadas com anticorpo 20
monoclonal dirigido contra as enzimas CTX-M MULTI

Pipetas descartaveis 20
Tubos eppendorf 20

A formulagdo pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Colbnias recém-obtidas de bacilos Gram-negativos, fermentadores
e nado fermentadores da glicose, provenientes de meios de
isolamento adequados.

- As colbnias a serem identificadas devem ser recentes (no méaximo
de 24h). Caso o teste tenha de ser protelado, deve-se proceder ao
repique do material em meio apropriado e a uma nova incubacéo a
35+2°C por 18 a 24 horas, para entdo realizar a analise.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservagao das amostras, conforme sua politica da qualidade.

- Sempre considerar as necessidades especificas dos
microrganismos alvo das andlises, microrganismos com
necessidades especiais (suplementos especificos ou ambiente
controlados) podem n&o apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que ndo apresente 0s requisitos
minimos.

- Rejeitar as coldnias provenientes de culturas com mais de 24
horas de semeadura.

Meios de cultura validados:
- Trypticase soja agar (TSA)
- Mueller Hinton agar (MH)

b- Precauges e cuidados especiais

- Produto destinado para uso diagnéstico in vitro;

- Manuseie todas as amostras como se fossem potencialmente
infeciosas;
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- Antes de descartar o material usado, invariavelmente, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Para acondicionamento do material usado,
recomendamos o uso do Detrilab.

4. INFORMACOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

O NG — Test CTX-M MULTI é um imunoensaio rapido pronto para
uso, para a detec¢é@o dos grupos 1, 2, 8, 9 e 25 das B-lactamases de
CTX-M em uma colbnia bacteriana recente, retirada de um &agar
semi-solido, ap6s incubacéo overnight e processada em um tampao
de extragéo.

O ensaio é realizado distribuindo a amostra no pogo do cassete. A
amostra migra em diregdo ao bloco conjugado e, se presente, as
enzimas CTX-M reagem com anticorpos monoclonais marcados de
anti-CTX-M de camundongo marcados. O complexo migra através
da membrana de nitrocelulose por capilaridade e interage com os
anticorpos monoclonais de camundongo anti CTX-M imobilizados na
membrana, na regido de teste “T".

A linha de controle “C”, é formada por estreptavidina marcada e
anticorpos monoclonais que reagem com biotina-BSA e anticorpos
policlonais de cabra anti camundongo imobilizados na membrana.
Se a amostra for positiva para CTX-M dos grupos 1, 2, 8, 9 ou 25 ira
aparecer uma linha vermelha na regido de teste “T” e na regido de
controle “C” da membrana. Caso contrario, apenas ira aparecer uma
linha vermelha na regido de controle “C”.

b- Armazenamento e estabilidade

- Os componentes do conjunto podem permanecer em temperatura
de 4 a 30°C permanecendo estavel até a data de vencimento
expressa em rotulo, desde que isento de contaminag¢do quimica,
biolégica ou umidade e mantidas nas suas embalagens individuais
seladas.

- O produto néo deve ser congelado.

c- Precaucdes e cuidados especiais

- O produto destinado apenas para o uso diagndstico in vitro;

- Uso restrito por profissionais de analises clinicas;

- O produto deve ser mantido na sua embalagem individual selada,
até o momento da utilizagao;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de prote¢do individual e
coletivo;

- Nao congelar;

- N&o armazenar em temperaturas superiores a 30°C, pois
temperaturas superiores podem alterar a sensibilidade do teste.

- N&o inalar ou ingerir;

- N&o usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado;

- Recomenda-se a leitura da diretriz aprovada para “Protecdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infeccdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;

- Para acondicionamento e descarte do material usado, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Recomendamos o uso dos sacos Detrilab.

- Os procedimentos de manuseio referentes ao processamento e
manuseio para o descarte devera estar de acordo com a RDC 222,
DE 28 DE MARCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de salde.

6. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)
- Agitador tipo vortex;

01




NG - TEST CTX-M MULTI

- Alca;
- Crondmetro;
- Luvas.

7. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Preparacao da amostra:

1- Aguardar que os reagentes e as amostras atinjam a temperatura
ambiente, durante pelo menos 10 minutos;

2- Adicionar 5 gotas (150 pL) do tampé&o de extragdo a um dos
microtubos fornecidos no kit;

3- Da cultura semeada em &gar, recolher uma coldnia pura com a
alca e suspender no microtubo com 150 pL do tampé&o de extracao;
4- Fechar o microtubo;

5- Homogeneizar em agitador vortex antes de utilizar.

NOTA: Col6nias mucosas podem levar a problemas de
migragdo, devido a sua alta viscosidade. Realize a
homogeneizagdo em vértex de uma col6nia no tampdo de
extragdo durante 3 minutos e incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente antes de realizar o teste.

b- Execucéo do ensaio:

1- Abrir a embalagem e retirar o contetdo. Uma vez aberta, utilize o
teste imediatamente.

2- Utilizar a pipeta fornecida, adicionar 100 pL da mistura preparada
(a amostra deve atingir a linha preta indicada na pipeta, para aspirar
100 pL de forma precisa) no pogo de amostra com “S”.

3- Realizar a leitura dos resultados em 15 minutos.

NOTA: N&o interpretar os resultados do teste apés 20 minutos, uma
vez que estes podem possivelmente variar e causar resultados
falsos positivos.

4- Interpretar conforme indicado abaixo.

8. RESULTADOS

Resultado Negativo:

Caso apareca apenas uma linha vermelha na regiéo do controle (C):
a amostra ndo contém a enzima CTX-M ou nivel ndo detectavel
desta e deve ser interpretado como um resultado negativo.

C
T

Negativo

Resultado Positivo:

Caso apareca m duas linhas vermelhas: uma na regido do controle
(C) e outra na regido do teste (T): a amostra contém a enzima CTX-
M e deve ser interpretada como um resultado positivo.

—
Cc

T | e
Positivo

NOTA: a intensidade da linha de teste vermelha pode variar,
dependendo da concentragdo do nivel da enzima CTX-M presente
na amostra. Uma linha fraca deve ser considerada com um
resultado positivo.

Resultado Invalido:

Caso nédo apare¢a uma linha de controle (C), o resultado do teste é
invalido. Um volume de amostra insuficiente ou um procedimento
incorreto sdo as razBes mais provaveis para a falha na linha de
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controle. Pode ter ocorrido uma deteriora¢éo do kit do teste. Deve-
se repetir o procedimento. Caso o problema persista, ndo reutilizar o
kit e contatar o fabricante.

9. LIMITACOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

- Nao considerar nenhum resultado obtido apés os 20 minutos, pois
eventualmente podem ser detectados resultados falso-positivos.

- Este é um ensaio qualitativo, portanto ndo pode gerar um resultado
guantitativo.

- Este teste de primeira linha permite uma estratificacdo rapida dos
pacientes.

- Os resultados obtidos devem ser confirmados com metodologias
alternativas ou complementares.

- Um resultado positivo ou negativo ndo exclui a presenca de outros
mecanismos de resisténcia a antibidticos.

10. CONTROLE DA QUALIDADE

Por se tratar de uma prova imunocromatografica, a certeza de que a
tira estd apresentando pleno funcionamento € obtida pela
verificacdo do desenvolvimento da linha de controle. Os
surgimentos de resultados falsos negativos ou falsos positivos estéo
correlacionados com fatores diversos ligados a limitagdo da
metodologia.

- Periodicidade
A cada novo lote de reagentes e em periodos determinados pelo
préprio laboratério, testar o material com as amostras de referéncia.

- Interpretagéo e avaliagdo

A funcdo do controle de qualidade é verificar que os materiais
empregados na técnica fornegam os resultados esperados e
apresentem desempenho compativel com o esperado. Resultados
anormais devem ser verificados, e enquanto a verificagao é feita, o
produto ndo devera ser utilizado e os resultados ndo poderdo ser
validados.

- Limites de detecgéo

O limite de deteccdo 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 detecta as seguintes variantes:
Grupo 1: CTX-M-1, 3, 10,15, 32, 37, 55, 57, 71, 82, 101 e 182.
Grupo 2: CTX-M-2.

Grupo 8: CTX-M-8.

Grupo 9: CTX-M-9, 13, 14, 17, 18, 19, 24, 27, 65 e 93.

Grupo 25: CTX-M-94, 100.

- Estudo de avaliagao

O NG-Test CTX-M MULTI foi avaliado em 165 isolados (PCR
caracterizado por conteido ESBL) no NRC (Centro Nacional de
Referéncia Nacional AMR) do CHU Kremlin Bicétre Paris-France.

Tabela 1
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 149 0 149
NEGATIVO 0 16 16
TOTAL 149 16 165

Sensibilidade: 100% Intervalo de confianga 95%: 97,5% a 100%.
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Especificidade: 100% Intervalo de confianga 95%: 80,6% a 100%

11. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Cédigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:

- O usuéario conheca e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigbes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessoOrios necessarios estejam em
boas condi¢bes de uso, manutengéo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que séo repetidos periodicamente conforme
calendéario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
expressa em rétulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de dividas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigco de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
0410027 ou pelo e-mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas
que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cédigo do produto

Numero de série

Consultar instrucdes para utilizagao

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Na&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizac&o utilizando irradiagao

Risco bioldgico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar
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Namero de lote

Fabricante

Validade

Produto para salide para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagdo utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugGes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliacéo de
desempenho

N&o reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edi¢éo (24.08.2022)
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