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1.INTRODUGAO

NG-Test® CARBA 5 é um ensaio imunocromatografico multiplo in
vitro, visual e rapido para a detecgao qualitativa e a diferenciagao de
cinco carbapenemases mais comuns (KPC, tipo OXA-48, VIM, IMP
e NDM) de colbnias bacterianas puras n&o suscetiveis aos
carbapenémicos.

Trata-se de um ensaio de diagnostico in vitro, apenas para uso
profissional, que auxilia na rapida identificacdo e controle de
infeccdo na deteccdo de Enterobacteriaceae (incluindo Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae) e Pseudomonas aeruginosa que
produzem carbapenemases em servigos de assisténcia a saude.
B-Lactamicos sao antibidticos de primeira escolha para o tratamento
de infecgdes causadas pela familia Enterobacteriaceae. No entanto,
desde o inicio da sua utilizagdo massiva na década de 40 do século
passado, a sua eficacia tem sido desafiada pela produgdo de
enzimas que as inativam, as B-Lactamases. Entre elas, estdo as
carbapenemases que hidrolisem os antibiéticos de carbapenémicos.
Antes da década de 40 do século passado, a grande parte da
resisténcia aos antibidticos estava associada com a produgéo de B-
Lactamases de espectro estendido (ESBLs), pertencentes as
classes A, B, C, e D da classificagcdo de Ambler. Desde entdo, os
estudos mostraram um aumento na produgdo de carbapenemases
entre a familia de Enterobacteriaceae. Entre estas
carbapenemases, a B-Lactamase KPC (Classe A) difundiu-se
mundialmente nos anos 2000. Além disso, as Metalo-B-lactamases
(MBL) do tipo IMP, VIM e NDM (Classe B) assim como as OXA-48
(Classe D) também se disseminaram. Estas carbapenemases séo
essencialmente detectadas em servigos de atengdo a saude e séo
responsaveis pelas infecgdes hospitalares, levantando grandes
problemas mundiais de saude uma vez que a sua presenga pode
ser dificil de detectar.

NG-Test® CARBA 5 é um ensaio imunocromatografico multiplo in
vitro, visual e rapido que detecta uma ou mais dos cinco tipos
comuns de enzimas carbapenemases (KPC (K), tipo OXA-48 (O),
IMP (I), VIM (V), NDM (N)) em colbnias bacterianas. O kit é
composto pelo tampao de extragéo liquido, que é usado como uma
solugdo de lise celular quando misturado com as colonias. Os
anticorpos monoclonais que individualmente reconhecem cada uma
das cinco carbapenemases sdo imobilizados numa membrana de
nitrocelulose. Os anticorpos monoclonais livres estdo presentes na
placa conjugada e etiquetados com ouro coloidal. Apds a adigéo das
coldnias misturadas com o tampao de extragdo a placa da amostra,
a agado capilar da nitrocelulose extrai a amostra através de
anticorpos moveis e anticorpos imoéveis da faixa de teste. Os
anticorpos de controle imobilizado capturam quaisquer anticorpos
moveis que passam rapidamente na placa de amostra e na
nitrocelulose sem vincularem as outras linhas de teste. Um
resultado positivo ocorre quando aparece uma linha vermelha na
regido de controle (C) e uma ou mais linhas aparecem nas regides
de teste (K, O, V, | ou N) e indicam que a amostra contém uma ou
mais carbapenemases. Um resultado negativo ocorre apenas
quando é observada a linha de controle e indica que a amostra nao
contém nenhuma das 5 carbapenemases. Se a linha de controle
nao aparecer, o resultado do teste é invalido.
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2. COMPOSICAO

646001 - NG-TEST CARBA 5 -KIT 20T

Composigéao Quantidade
Solugdo 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 KPC (K), OXA (O),

VIM (V), IMP (1), e NDM (N).

Pipetas descartaveis 20
Tubos eppendorf 20
646010 - NG TESTE CARBA5 - KIT 3 TESTES

Composicao Quantidade
Solugdo 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 3
monoclonal dirigido contra as enzimas KPC (K), OXA (O),

VIM (V), IMP (1), e NDM (N).

Pipetas descartaveis 3
Tubos eppendorf 3

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Coldnias recém-obtidas de bacilos gram negativos, fermentadores
e ndo fermentadores da glicose, provenientes de meios de
isolamento adequados.

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

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

Meios de cultura validados:

- Trypticase soja agar (TSA)
- Mueller Hinton agar (MH)
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- Agar Sangue 5% base TSA

- Agar Cromogeénico (Cromoclin)

- Agar Cromogénico ESBL e KPC

- Agar Mac Conkey
NOTA: Podem ser utilizadas amostras de sangue periférico,
transferidas imediatamente para o frasco de hemocultura apoés
sua coleta, desde que inicialmente sejam submetidas ao
processo de preparagao com o kit 646004 - NG-TEST BLOOD
CULTURE PREP - KIT 20T (comercializado separadamente).

b- Precaugoes e cuidados especiais

- Produto destinado para uso diagnéstico in vitro;

- Manuseie todas as amostras como se fossem potencialmente
infecciosas;

- 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. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

Sao imobilizados anticorpos monoclonais de ratos dirigidos contra
KPC (K), OXA (O), VIM (V), IMP (I), e NDM (N) em zonas de teste
de membrana de nitrocelulose designadas por K, O, V, |, e N.

Este ensaio é realizado ao inocular uma amostra no pogo do
cassete. A amostra migra através do bloco conjugado e caso
estejam presentes, as carbapenemases reagem com os anticorpos
monoclonais anti-carbapenemases marcados. O complexo migra
através da membrana de nitrocelulose via capilaridade e interage
com 0s anticorpos monoclonais anti-carbapenemases
correspondentes, imobilizados na membrana.

A linha de controle C, é formada por estreptavidina marcada e
anticorpos monoclonais arcados que reagem com biotina-BSA e
anticorpos policlonais de cabra e anti-rato, imobilizados na
membrana. Caso a amostra seja positiva para uma ou para varias
carbapenemases, ira aparecer uma linha vermelha na(s) zona(s) de
teste e na zona controle da membrana. Caso contrario, apenas ira
aparecer uma linha vermelha na zona do controle.

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 contaminagdo quimica,
biolégica ou umidade e mantidas nas suas embalagens individuais
seladas.

- O produto ndo deve ser congelado.

c- Precaugbes e cuidados especiais

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

- Uso restrito por profissionais capacitados;

- Todas as operagdes devem ser realizadas de acordo com as boas
praticas laboratoriais

-N&o utilize apds a data de validade expirada;

-Os dispositivos devem permanecer nas bolsas seladas até serem
utilizadas.

-Manuseie as amostras como se fossem potencialmente
infecciosas.

-Apos utilizagcdo, descarte o dispositivo em lixo de residuos
infectantes.

-Nao reutilize o dispositivo.

observando o uso de equipamentos de protecdo individual e
coletivo;

- Nao congelar;

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

- N&o inalar ou ingerir;

- Nao 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 “Protegdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infecgdes 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,
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DE 28 DE MARGCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de saude.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)

- Agitador tipo vortex;

- Alga;

- Crondémetro;

- Luvas.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

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

b- Adicionar 5 gotas (150 pL) do tampdo de extragdo a um dos
microtubos fornecidos no Kit;

c- Da cultura semeada em agar semi-solido, recolher uma col6nia
pura com a alga e suspender no microtubo com 150 uL do tampao
de extragao;

d- Fechar o microtubo;

e- Homogeneizar em vortex antes de utilizar.

f- Abrir a embalagem e retirar o conteudo. Uma vez aberta, utilize o
teste imediatamente.

g- 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”.

h- Realizar a leitura dos resultados em até 15 minutos.

NOTA: Nao interpretar os resultados do teste apés 15 minutos,
uma vez que estes podem possivelmente variar e causar
resultados falsos positivos.

i- Interpretar conforme indicado abaixo.

7. RESULTADOS

Resultado Negativo:

Caso apareca apenas uma linha vermelha na regido do controle (C):
a amostra ndo contém nenhuma carbapenemase ou estas existem
em um nivel ndo detectavel e este deve ser interpretado como um
resultado negativo.

Z=<0R 0

Negativo

Resultado Positivo:

Caso aparega uma linha vermelha na regido do controle (C) e uma
ou varias nas regides de teste K, O, V, | e N: a amostra contém uma
ou varias carbapenemases e este deve ser interpretado como um
resultado positivo.

£=<0x 0

VIV
Positivo

NOTA: a intensidade da linha de teste vermelha pode variar,
dependendo da concentragdo das carbapenemases presentes na
amostra. Uma linha fraca deve ser considerada com um resultado
positivo.
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NG - TEST CARBA 5

Resultado Invalido:

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

Z=<0R O
=—<0A 0

Invalido

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

-Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade do microrganismo
produzir carbapenemase (Exemplo: SME, GES, IMI).

-Podem ocorrer resultados falsos negativos com sucessivos
repigues em subculturas dos isolados testados.

-Alguns resultados falsos negativos podem ocorrer com isolados de
Proteus mirabilis testado a partir de agar sangue.

-Proteus spp. Tende a apresentar um crescimento “swarming” em
agar sangue, por este motivo, esta superficie deve ser tocada com
auxilio da alga em 3 locais diferentes.

-Este teste é qualitativo e ndo produzirda qualquer resultado
quantitativo.

-Este teste deve ser utilizado como um auxilio na rapida
identificagdo de pacientes com isolados bacterianos que
apresentem resisténcia aos antibidticos carbapenémicos. Os
resultados obtidos devem ser confirmados com procedimentos de
diagndstico complementares ou alternativos.

-Um teste positivo ou negativo ndo demonstra outros mecanismos
de resisténcia aos antibidticos.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

Por se tratar de uma prova imunocromatografica, a certeza de que a
tira estda apresentando pleno funcionamento ¢é obtida pela
verificagdo 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
proprio laboratério, testar o material com as amostras de referéncia.

- Interpretagdo e avaliagdo

A fungédo 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 verificagéo é feita, o
produto ndo devera ser utilizado e os resultados nado poderdo ser
validados.

- Limites de detecgao

O limite de detecgdo foi determinado com o uso de enzimas
recombinantes purificadas:

KPC 600 pg/mL

OXA 300 pg/mL

VIM 300 pg/mL

IMP 200 pg/mL

NDM 150 pg/mL

- Avaliagéo clinica
O NG-Test Carba 5 foi avaliado no NRC (National Reference Center
for Antibiotic Resistance), durante um estudo prospectivo. Foi
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realizado um teste cego com 147 estirpes e os resultados foram
comparados com o teste de sequenciamento PCR. Entre a colegédo
avaliada, apenas 2 variantes raras de D179Y KPC nao foram
detectadas (KPC-31 e KPC-33). Este D179Y afetou a atividade
hidrolitica de carbapenema da enzima que ndo pode ser
considerada como uma carbapenemase, conduzindo também a
resultado negativo por testes bioquimicos. A sensibilidade e
especificidade do NG- Test Carba 5 foram calculadas considerando
as variantes KPC-31 e KPC-33 como resultados negativos.

Tabela 1: Resultados obtidos no NRC Kremlin Bicétre™

Método PCR
Positivo Negativo Total
NG-Test Positivo 119 0 119
CARBAS5 | Negativo 0 28 28
Total 119 28 147
Sensibilidade 100% IC 95% = 96,9 -100%

Especificidade 100% IC 95% = 87,9 — 100%

Especificidade analitica:

Variantes detectadas pelo NG — Test CARBA 58910111213

- Tipo NDM: NDM-1-2-3-4-5-6-7-8-9-11-19

- Tipo KPC: KPC -1-2-3-4-5-6-7-12-14-23-28-39

- Tipo IMP: IMP -1-2-3-4-5-6-7-8-10-11-13-14-15-16-18-19-22-26-29-
31-39-46-47-56-58-61-63-71-79

- Tipo VIM: VIM -1-2-4-5-6-19-23-26-27-31-39-46-51-52-54-56-58-59
- Tipo OXA-48: OXA-48-58-162-181-204-232-244-245-370-436-484-
515-517-519-535-793

Nao carbapenemases (atividade cruzada): OXA-163 e OXA-405
(oxacilinases de largo espectro do tipo OXA-48 com uma atividade
carbapenemase muito fraca).

Resumo de variantes detectadas pela NG-Test Carba 5 em
publicagdes.

Grupo do Alvo
organismo

Variantes detectadas nas publicacdes
8,9,10,11,12

Enterobacteral | KPC | 2,3,4,5,6,7,9,12,14,23,28,39

es Tipo
OXA | 48,162,181,204,232,244,245,370,436,
-48 484,515,517,519,535,793 (163 & 405)

VIM
1,2,4,5,6,19,23,26,27,31,39,46,51,52,54,
56,

58,59

IPM | 1,4,6,7,8,10,11,14,22,26,47,58

ND 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,19

M
Pseudomonas | KPC | 1,2,5
aeruginosa OXA | 181
-48
VIM | 2,511
IPM | 1,2,4,5,7,8,13,15,16,18,19,26,29,31,37,3
9,46
56,63,71,79
ND 1
M

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

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

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condigdes de uso, manutengao e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que séo repetidos periodicamente conforme
calendario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
expressa em rotulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de duvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigo 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

LOT

Numero de lote

Numero de série

Fabricante

Consultar instrugdes para utilizagéo

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Na&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
asseépticas de processamento

Esterilizagao utilizando irradiagéo

Validade

Produto para saude para

diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizag&o utilizando 6xido de

etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor

seco.

Risco biolégico

Controle

Controle Positivo

Cuidado. Importante consultar

instrugdes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

www.laborclin.com.br

LT
..-;3,"':-.. Manter afastado da luz solar e longe Somente para avaliagéo de
= \\ do calor desempenho
® Nao utilizar Nao reesterilizar
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