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1. Verwendungszweck
Der NADAL® Legionella Urin Antigen Test ist ein immunochromato-
grafischer in vitro Schnelltest zum qualitativen Antigen-Nachweis von
Legionella pneumophila der Serogruppe 1 im humanen Urin. Der Test
unterstutzt die Erstellung der vorlaufigen Diagnose der Legionarskrankheit
bei Patienten mit Anzeichen und Symptomen von Pneumonien in
Verbindung mit einer Kultur und anderen Methoden.

2. Einleitung und Diagnostische Bedeutung

Legionella pneumophila Serogruppe 1 ist ein aerobes, gram-negatives
Bakterium, dass die Form kurzer Stabchen hat. Legionella pneumophila ist
der Ausloser von Pontiac-Fieber und der Legionarskrankheit. In den USA
treten pro Jahr schatzungsweise 25.000 bis 100.000 Félle von Legionella-
Infektionen auf. Ungefahr 5-30% der an der Legionarskrankheit Leidenden
sterben an der Infektion.

Das Bakterium Legionella pneumophila verursacht Lungenkrankheiten, vor
allem Pneumonien (Lungenentzindung). Zusatzlich koénnen andere
Lungeninfektionen durch den Blutstrom oder das Lymphsystem Ubertragen
werden, die das Herz, das Gehirn, die Niere, die Leber und/oder die Milz
infizieren kénnen. Krankheitssymptome am Anfang der Infektion sind Fieber,
Schuttelfrost, Muskelschmerzen, und Appetitlosigkeit. Symptome wie Husten
oder Lungenstauung kommen normalerweise nicht vor. Bei fortgeschrittener
Krankheit entwickelt sich ein trockener, spitzter Husten. Die Hélfte aller
Infizierteren, bei denen sich die Legionérskrankheit entwickelt, leiden an
Kurzatmigkeit. In vielen Féllen steigt das Fieber bis zu Giber 40°C (104°F).
Die verbreitetsten Methoden zur Diagnose von Legionella pneumophila sind
Kulturen, Direkt-Fluoreszenz-Antikérper  (DFA), Indirekte-Fluoreszenz-
Antikérper  (IFA), Enzym-Immunoassays (EIA) und Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Als Probenmaterial dienen hier die Atemproben von
ausgehusteten Sputen, Bronchialspilungen, transtrachealen Aspiraten und
Lungenbiopsien. Forschungen ergaben, dass das Legionella pneumophila
Serogruppe 1 Antigen wéhrend der Akutphase der Krankheit im Urin
ausgeschieden wird und somit wurde den Antigen-Nachweis zur
bevorzugten Methode in der Labordiagnostik. Der NADAL® Legionella Urin
Antigen Test weist das in Urin geldste Legionella pneumophila Serogruppe
1 Antigen nach.

3. Testprinzip

Der NADAL® Legionella Urin Antigen Test nutzt zum Nachweis von
Legionella pneumophila Serogruppe 1 Antigen eine Kombination von
polyklonalen Antikérpern gegen Legionella pneumophila.

Zuerst wird Urin in die Probendffnung der Testkassette gegeben. Diese
Probe wird vom unteren Saugvlies aufgesogen und wandert dann durch die
anschlieBende Konjugatzone, welche mobile, getrocknete gold-konjugierte
Antikorper enthélt, die spezifisch gegen Legionella pneumophila Antigene
gerichtet sind. Wenn in der Urinprobe Legionella Antigene vorkommen,
bildet sich ein ,Halb-Sandwich“-Immunokomplex aus den Antikérpern und
den Antigenen.

Dieser Immunokomplex migriert dann durch die Kapillarkréfte entlang einer
Nitrozellulosemembran zur Testregion S, an der Antikdrper gegen
Legionella pneumophila Antigene aufgetragen sind. Diese Antikdrper
binden die ,Halb-Sandwich*“-Immunokomplex an sich und bilden somit
einen ,Voll-Sandwich“-Immunokomplex. Durch dieses gebundene ,Voll-
Sandwich” erscheint eine sichtbare pinke Linie in der Testregion S.

Wenn in der Urinprobe kein Legionella Antigen vorhanden ist, bildet sich
kein ,Sandwich“-Immunokomplex und es wird ein negatives Ergebnis
angezeigt, da sich keine Immunokomplexe an der Testregion binden.

Um die Verlaufskontrolle des Tests zu gewahrleisten, erscheint immer eine
pinkfarbene Kontrolllinie in der Kontrollregion C, ungeachtet der Pra- oder
Absenz des Legionella Antigens in der Urinprobe.

4. Bestandteile der Testpackung
10 NADAL® Legionella Urin Antigen Testkassetten inkl.
Einwegpipetten (Membran ist mit einer Kombination aus
polyklonalen Antikérpern gegen die Antigene von Legionella
pneumophila Serogruppe 1 beschichtet)

. 1 Testanleitung

5. Zusatzlich bendtigte Materialien
1 Stoppuhr
. Probensammelbehalter

6. Haltbarkeit und Lagerung der Reagenzien

Der NADAL® Legionella Urin Antigen Test muss im verschlossenen Beutel
bei Raumtemperatur (15°-30°C) aufbewahrt werden. Das Testkit nicht
einfrieren!

7. Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

Nur fir in vitro Diagnostik.

Nur die Pipette aus dem Testkit verwenden.

Fir jede Probe oder Kontrolle eine neue Pipette verwenden.

Die Testkassette sollte bis zur Verwendung in der Verpackung

aufbewahrt werden.

e Alle Proben sollten als potentiell gefahrlich angesehen werden, und wie
potentiell infektioses Material behandelt werden.

e Tragen Sie Einweghandschuhe, wahrend Sie mit den Proben hantieren

und waschen Sie Ihre Hande nach der Probennahme. Achtung: Der

Testanwender sollte sich auf die relevanten Kapitel aus dem CDC-NIH
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Handbuch ,Biosafety in Microbiology and Biomedical Laboratories”
Funfte Auflage, 2007 beziehen.

e Vermeiden Sie jedweden Augenkontakt.

e Die Testkassette und alle zugehdrigen Testmaterialien missen nach
der Verwendung nach den lokal geltenden Vorschriften entsorgt
werden.

¢ Verwenden Sie keine Tests nach Ablauf des Verfallsdatums.

e Benutzen Sie kein Testkit zwei Mal.

8. Probennahme, -Vorbereitung und Lagerung

Die Urinprobe muss in einem sauberen, sterilen Behélter gesammelt
werden. Sollte der Test nicht sofort durchgefuhrt werden, kann die
Urinprobe im Kihischrank gekuhlt bei 2°-8°C bis zu 72 Stunden aufbewahrt
werden. Bei -20°C gefrorenen Proben kénnen bis zu 2 Jahre aufbewahrt
werden. Bringen Sie alle Proben vor dem Testvorgang auf
Raumtemperatur (15°-30°C).

9. Testdurchfiihrung

Bringen Sie die Proben und Kontrollen vor der Testung auf

Raumtemperatur (15°-30°C). Nehmen Sie die Testkassette aus der

Verpackung und legen Sie sie auf eine ebene Oberflache. Kennzeichnen

Sie die Kassette mit der Patientenkennnummer.

1. Geben Sie 4 Tropfen (ca. 0,15 ml) der Probe in die runde
Probendffnung (siehe untere Abbildung). Warten Sie bis farbige Linien
erscheinen.

2. Lesen Sie nach spétestens 15 Minuten das Ergebnis ab. Je
nach Konzentration in der Probe kann schon vorher eine
Testlinie (bei S) erscheinen Das Erscheinen der Kontrolllinie
(bei C) weist nicht darauf hin, dass die Testung beendet ist.
Auswertungen nach 15 Minuten kdnnen fehlerhaft sein.

10. Testauswertung

Negatives Ergebnis
Der Test ist negativ, wenn nur eine Kontrolllinie in der Kontrollregion C

erscheint. @ _—
1.D.
Positives Ergebnis Negative

Der Test ist positiv, wenn eine farbige Testlinie in der Testregion S und
eine Kontrolllinie in der Kontrollregion C sichtbar wird.

Jede farbige Testlinie in der Testregion S sollte als positiv angesehen
werden. Die Intensivitat der Linienfarbe kann bei jeder Einzelnen von hell
bis dunkel variieren. Proben mit einem Legionella Antigenlevel nahe der
Nachweisgrenze des Testes kdnnen undeutliche Testlinien bilden - auch
noch nach 15 Minuten; jedoch sollten Ergebnisse, die nach 15 Minuten
erscheinen, nicht mehr ausgewertet werden.

Positive

Ungiiltiges Ergebnis

Wenn in der Kontrollregion C keine Linie erscheint, ist der Test ungiltig und
sollte wiederholt werden. Testlinien, die in der Testregion S nach 15
Minuten erscheinen, sollten nicht mehr ausgewertet werden.

11. Qualitatskontrolle

Interne Kontrollen

Das Erscheinen einer Kontrollinie in der Kontrollregion C ist eine interne
(positive) Verfahrenskontrolle. Wenn eine farbige Kontrolllinie in der
Kontrollregion C der Membran erscheint, kann die Prozessstechnik, der
Probenablauf und auch die Testdurchfihrung als korrekt angesehen
werden. Falls keine Kontrollllinie in der Kontrollregion C sichtbar wird, ist
das Testergebnis ungdiltig.

Ein farbloser Hintergrund ist eine interne (negative) Verfahrenskontrolle.
Die Hintergrundfarbe der Testkassette sollte weil bis zu leicht pink sein
und das Ablesen des Testresultates nicht behindern. Falls ein Ergebnis
schwer interpretierbar ist, sollte die Testung mit derselben Probe wiederholt
werden, um mégliche Stérungen zu vermeiden.

Fuhren Sie eine neue Testung durch, wenn die urspriingliche Probe immer
wieder unlesbare Resultate erbringt. Es wird empfohlen, die internen
Qualitatskontrollen bei jeder Testdurchfiihrung aufzuzeichnen.

Externe Kontrollen

Qualitatskontrollen sollten bei jedem neu geoffneten Testkit durchgefihrt
werden. Eine zusatzliche Untersuchung mit passenden Kontrollen auf
Legionella pneumophila muss in Ubereinstimmung mit federalen,
gesetzlichen und/oder lokalen Regelungen, genehmigten Vorgaben und
Laborqualitatskontrollablaufen gemacht werden. Die externen Positiv- und
Negativkontrollen gehoren nicht zum Lieferumfang und sind auf Anfrage
erhaltlich.
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12. Grenzen des Tests

. Ein negatives Ergebnis des NADAL® Legionella Urine Antigen Tests
schlieBt eine mdgliche Infektion mit Legionella Pneumophila
Serogruppe 1 nicht aus. Die Antigen-Konzentration kdnnte unter der
Nachweisgrenze des Testes liegen. Das Anlegen einer Kultur ist
empfehlenswert fir Patienten mit Pneumonie-Verdacht, um
festzustellen ob andere Erreger als Legionella pneumophila
Serogruppe 1 fir die Infektion verantwortlich sind.

. Der NADAL® Legionella Urine Antigen Test erbringt nur eine
vorlaufige Diagnose; und zwar nur fir Legionella pneumophila
Serogruppe 1. Um eine exakte Diagnose zu erhalten, sollten
Kulturbefunde,  Serologietestungen und  Testmethoden  auf
Antigenbasis in Verbindung mit klinischen Erkenntnissen angewendet
werden.

. Sensitive Immunoassays kdnnen positive Ergebnisse von Proben, die
heterophile Antikdrper enthalten, ergeben. Falls die qualitative
Interpretation des NADAL® Legionella Urine Antigen Tests nicht mit
klinischen Befunden vereinbar ist, sollten weitere Untersuchungen mit
alternativen Methoden gemacht werden.

. Die Ausscheidung des Legionella Antigens beginnt normalerweise
schon 3 Tage vor dem Ausbruch der entsprechenden
Krankheitssymptome. Jedoch kann das Antigen auch noch bis zu ein
Jahr danach weiterhin ausgeschieden werden. Ein positives Ergebnis
mit dem NADAL® Legionella Urine Antigen Test kann deshalb sowohl
wahrend einer akuten Infektion, als auch im Rahmen einer schon
abgeschlossenen Infektion getestet werden. Um eine gesicherte
Diagnose zu erhalten, sollten deshalb immer Kulturbefunde,
Serologietestungen und Testmethoden auf Antigenbasis in
Verbindung mit klinischen Erkenntnissen genutzt werden.

13. Leistungsmerkmale des Tests

Klinische Sensitivitat und Spezifitat (Retrospektive Studie)

An drei klinischen Standorten (USA und Niederlande) wurden
dreihundertvierundzwanzig (324) gefrorene Proben mit dem NADAL®
Legionella Urine Antigen Test getestet. Die Proben wurden vorher auf
Legionella durch eine Zellkultur untersucht. Die Werte werden unten
angezeigt:

Zellkultur
+ -
NADAL® Legionella  + 95 11 106
Urine Antigen Test - 10 208 218
105 219 324

Sensitivitat: 95/105 x 100 = 90,5% (95% CI: 83,4-94,8)
Spezifitat: 208/219 x 100 = 95,0% (95% CI: 91,2-97,5)

Analytische Spezifitat

Es wurden neunundvierzig (49) frische Patientenurine von gesunden
Individuen gesammelt und an einem (1) klinischen Standort Uiberprift. Der
NADAL® Legionella Urine Antigen Test war in 100% der Félle negativ.

Kreuzreaktivitdten mit anderen Atemwegerkrankungen

Mit dem NADAL® Legionella Urine Antigen Test wurden neunundneunzig
(99) Urinproben von Patienten untersucht, die an anderen
Atemwegserkrankungen erkrankt waren (84 per Kultur bestatigt, 15 nicht
betéatigte), untersucht. Die Ergebnisse waren in 98 von 99 Proben negativ
und zeigen so einen Mangel an Reaktivitat (99,0%).

Bakterielle Kreuzreaktivitat und Interferenzen

Um die analytische Spezifitit des NADAL® Legionella Urine Antigen Tests
festzustellen, wurde mit Bakterienkulturen (1 x 10° cfu/ml), die vorwiegend
in den Atemwegen vorkommen getestet. Alle ergaben beim NADAL®
Legionella Urine Antigen Test die erwarteten negativen Resultate.

Um mdogliche Interferenzen der Ergebnisse des NADAL® Legionella Urine
Antigen Tests durch andere Bakterien festzustellen, wurde gereinigtes
Legionella Antigen zu Bakterienkulturen gegeben. Die Konzentration des
Legionella Antigens lag bei 1 x 10° cfu/ml. Alle ergaben beim NADAL®
Legionella Urine Antigen Test die erwarteten positiven Resultate.

;ﬁgﬁ;ggi“a 5G2 Legionella gormanii | Proteus mirabilis
Legionella h . "
pneumophila SG3 Legionella Citrobacter freunii
longbeachae

;ﬁgfrzglpl)iila SG4 Legionella feeleii Enterobactor clacae
Legionella Staphylococcus .

. Serratia marcesens
pneumophila SG5 aureus
Legionella STAPHYLOCOCCUS Pseudomonas
pneumophila SG6 EPIDERMIDIS aeruginosa
Legmnellg Enterqcoccus Candida albicans
bozemanii faecalis
Le_glonel!a Escherichia coli Streptoco_ccus
micdadei pneumoniae
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Klebsiella ‘ Heamophilus |

Legionella dumoffii B -
‘ 9 pneumoniae influenzae

Kreuzreaktivitéat durch géangige Inhaltsstoffe und Medikamente im Urin
Um mt’)(gliche Kreuzreaktivitdten oder andersartige Interfernzen auf den
NADAL" Legionella Urine Antigen Test festzustellen, wurden folgende im
Urin vorkommenden Inhaltsstoffe bzw. Medikamente getestet. Gereinigtes
Le?ionella pneumophila Antigen wurde mit einer Konzentration von 4,5 x
10" cfu/mL zu den Proben hinzugefugt. Zusatzlich wurde jeder Inhaltsstoff /
jedes Medikament noch ohne die Zugabe von Legionella pneumophila
Antigen getestet. Keiner der in der Liste mit den entsprechenden
Konzentrationen aufgefiihrten Inhaltsstoffe bzw. Medikamente beeinflusste
den Test oder rief eine unverwiinschte Kreuzreaktion hervor.

Glukose 2000 mg/dl Protein - BSA 500 mg/dI
Urea 2000 mg/dl Bilirubin 20 mg/dl
Ascorbinsaure 100 mg/dl Rifampicin 0,09 mg/ml
Erythrozyten 1OZ/mI Erythromycin 0,067 mg/ml
Leukozyten 107/mi Ciprofloxacin 0,22 mg/ml

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze des NADAL® Legionella Urine Antigen Tests liegt bei
5 x 10* Legionella pneumophila serogroup 1 ATCC 323152 wurde unter
verwendung von BCYE Agar gezichtet. Daraus wurde eine
Verdunnungsreihe erstellt, mit der getestet wurde. Die Nachweisgrenze
des NADAL® Legionella Urine Antigen Tests wurde anhand dieser
Konzentrationen ermittelt. Der Test wurde mit 2 Replikaten durchgefihrt.
Die Ergebnisse wurden nach 15 Minuten festgestellt und dokumentiert.

Reproduzierbarkeitsstudie

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des NADAL® Legionella Urine
Antigen Tests wurde an drei verschiedenen klinischen Laborstandorten
Uberprift. Der NADAL® Legionella Urine Antigen Test wurde mit einem
Panel von sechs (6) Proben getestet, von denen vier (4) mit verschiedenen
Konzentrationen positiv waren und zwei (2) negativ. Die niedrig und hoch
konzentrierten Positivproben wurden durch aufgereinigtes Legionella
Antigen gewonnen. Die Negativproben waren regulare gepriifte Urinproben
bzw. Proben mit Legionella Antigen unterhalb der Nachweisgrenze. Drei
(3) unterschiedliche Laborteams fuhrten mit jeder der sechs Probenarten in
jedem Labor Uber 3 Tage die Untersuchungen durch. Die gesamte
Reproduzierbarkeit des NADAL® Legionella Urine Antigen Tests betrug
100%.
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1. Intended Use

The NADAL® Legionella Urine Antigen Test is a visually read, in vitro
immunochromatographic rapid assay for the presumptive qualitative
detection of Legionella pneumophila serogroup 1 antigens in human urine.
This test is intended to aid in the presumptive diagnosis of Legionnaires’
disease in conjunction with culture and other methods for patients with
signs and symptoms of pneumonia. This rapid test is for professional use
only.

2. Introduction and Clinical Significances

Legionella pneumophila serogroup 1 is gram-negative bacillus that appears
off-white in color and circular in shape. This bacterium is associated with
Pontiac fever and Legionnaires’ disease. An estimated 25,000 to 100,000
cases involving Legionella pneumophila infections occur in the United
States annually. About 5% to 30% of people with Legionnaires’ disease
die.

Infections caused by this bacterium include the pulmonary disease of
pneumonia. In addition, extra pulmonary infections may be spread through
the bloodstream or the lymph system, infecting the heart, brain, kidney,
liver, and/or spleen. Early onset symptoms include fever, chills, muscle
aches, and lack of appetite. Respiratory symptoms such as coughing or
congestion are usually absent. As the disease progresses, a dry, hacking
cough develops and may become productive after a few days. Half of
people who develop Legionnaires’ disease suffer shortness of breath. In
many cases, a fever as high as 40°C (104’ F) has been reported.

Common methods for the detection of Legionella pneumophila are culture,
direct fluorescent antibody (DFA), indirect fluorescent antibody (IFA),
enzyme immunoassays (EIA) and polymerase chain reaction (PCR) using
respiratory specimens of expectorated sputum, bronchial washing,
transtracheal aspirate and lung biopsy. Legionella pneumophila serogroup
1 antigen has been detected in urine during the acute phase of the disease
and has become the method by choice for laboratory diagnosis. The
NADAL® Legionella Urine Antigen Test is designed for the detection of
Legionella pneumophila serogroup 1 soluble antigen in a urine sample.

3.  Principle of the Test

The NADAL® Legionella Urine Antigen Test utilises a combination of
polyclonal antibodies against the antigens of Legionella pneumophila.

The NADAL® Legionella Urine Antigen Test begins with the addition of
urine to the test device. The specimen is absorbed by the sample pad and
then moves through the conjugate pad which contains dried gold
conjugated antibodies which are specific for Legionella pneumophila
antigens; if the Legionella antigens are present in the urine sample, a “half-
sandwich” immunocomplex is formed. This immuno-complex then migrates
via capillary action along a nitrocellulose membrane containing immobilised
antibodies to Legionella pneumophila antigens. The immobilised antibodies
bind the “half-sandwich” immuno-complex to form a “whole sandwich”
immuno-complex. Thus, when the “whole sandwich” is formed, a visible,
pink coloured line develops in the specimen zone on the test device. In the
absence of a Legionella antigen, a “sandwich” immuno-complex is not
formed and a negative result is indicated. To serve as a procedural control,
a pink coloured control line will always appear in the control zone
regardless of the presence or absence of Legionella antigen. The test is
available in cassette format.

4.  Reagents and Materials Supplied
. 10 NADAL® Legionella Urine Antigen Test Devices incl. disposable
specimen dropper
(A membrane coated with a combination of polyclonal antibodies against
the antigens of Legionella pneumophila serogroup 1)
. 1 User Manual

5. Additional Required Materials
. 1 Timer
. Specimen collection containers

6. Storage & Stability

NADAL® Legionella Urine Antigen Test devices should be kept at room
temperature (15°-30°C) in sealed pouches with a desiccant. Do not freeze
the test kit.

Warnings and Precautions

For in vitro diagnostic use only.

Use pipette provided with kit only.

Use separate pipettes for each sample or control.

The test device should remain in the pouch until ready for use.

All specimens should be considered potentially hazardous, and

should be handled in the same manner as an infectious agent.

. Wear disposable gloves while handling samples and wash hands
after the assay is complete. Warning: The user should refer to the
relevant section of the CDC-NIH manual “Biosafety in Microbiology
and Biomedical Laboratories,” Fifth Edition, 2007.

. Avoid any contact with eyes.

. The test device and all materials should be discarded in a proper
biohazard container after testing.

. Do not use kits after the stated expiration date.

. Do not reuse test devices or kit materials.

e o 0o 0 0o
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8.  Specimen Collection and Preparation

The urine specimen must be collected in a clean, sterile container. Urine
specimens may be refrigerated (2°-8°C) and stored up to 72 hours prior to
assay. Specimens may be stored frozen for up to 2 years. If specimens
are refrigerated, they must be equilibrated to room temperature before
testing.

9.  Procedure of the Test

Allow specimen and/or controls to reach room temperature (15° — 30°C)

prior to testing.

Remove test device from pouch and lay on a flat surface. Label the device

with the patient ID.

1. Dispense 4 drops (approximately 0.15 ml) of specimen into the round
sample well (see illustration below). Wait for coloured lines to appear.

control line is not indicative of the test being completed.

2. Read results at 15 minutes or less. The presence of the @
Interpretation after 15 minutes may be inaccurate.

10. Interpretation of the Results

Negative Results
The test is negative if a coloured line appears in the C area (control) only.

© CD

1L.D.

Negative

Positive Results

The test is positive if one coloured line appears in the S (specimen) area
and one coloured line appears in the C (control) area. Any coloured line in
the specimen area should be considered positive. Coloured lines may
appear lighter or darker than one another. Specimens with Legionella
antigen levels near the threshold of the test may develop colour (faint lines)
overtime after the 15 minute reading; however, a line that appears after 15
minutes is invalid and should be ignored.

© @D

LD.

The test is invalid if no coloured line appears in the C (control) area even if
a coloured line appears in the S (specimen) area. If a coloured line does
not appear in the C area, the test is invalid and should be repeated.
Colorued lines that appear in the S (specimen) area after 15 minutes are
invalid and should be ignored.

11. Quality Control

Internal Controls

The appearance of a control line in the C region of the device is a positive
procedural control. Correct procedural technique, specimen flow and device
performance is confirmed when a coloired line appears in the C (control)
area of the membrane. If the coloired line fails to appear in the C (control)
area, the test result is invalid.

A clear background is an internal negative procedural control. The
background colour should be white to light pink and should not interfere
with the reading of the test result. If any result is difficult to interpret, the test
should be repeated with the same sample to eliminate the potential for
error. Obtain a new sample and retest when the original sample repeatedly
produces unreadable results. It is recommended that the internal quality
controls be recorded for each sample run.

External Controls

Quality control should be performed on each new test kit opened.
Additional testing of the appropriate controls of Legionella pneumophila
may be performed in accordance with federal, state and/or local
regulations, accrediting requirements, and your laboratory’s quality control
procedures. Positive and negative external controls are supplied
separately.

12. Limitations

. A negative antigen result does not rule out the possible infection from
Legionella pneumophila serogroup 1. The antigen concentration may
fall below the detectable limit of the test. Culture is recommended for
patients with suspected pneumonia to determine if other causative
agents other than Legionella pneumophila serogroup 1 are
responsible.

. The test provides a presumptive diagnosis for only Legionella
pneumophila serogroup 1 infection. In order to make an accurate
diagnosis, culture results, serology testing and antigen detection
methods in conjunction with clinical findings should be used.

. Sensitive immunoassays may demonstrate positive results with
specimens containing heterophilic antibodies. If the qualitative
interpretation is inconsistent with clinical findings, then further testing
by an alternate method should be performed.

5
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. Excretion of Legionella antigen may be seen as early as three (3)
days after the onset of symptoms. However, antigen may continue to
be excreted up to one (1) year afterwards. A positive result with the
NADAL® Legionella Urine Antigen Test may occur during a current
and past infection; therefore, in order to make an accurate diagnosis,
culture results, serology testing and antigen detection methods in
conjunction with clinical findings should be used.

13. Performance Characteristics

Clinical Sensitivity and Specificity (Retrospective Study)

Three clinical sites (USA and Netherlands) tested three hundred twenty
four (324) frozen specimens using the NADAL® Legionella Urine Antigen
Test. These samples were previously tested for Legionella by cell culture.
Results are reported below.

Cell Culture
¥ R
NADAL® Legionella + [ 95 [11 | 106
Urine Antigen Test - 10 | 208 | 218
105 219 324

Sensitivity: 95/105 x 100 = 90.5 % (95% CI: 83.4-94.8)
Specificity: 208/219 x 100 = 95.0 % (95%CI: 91.2-97.5)

Analytical Specificity

Forty-Nine (49) fresh patient urines from healthy individuals were collected
and assayed at one (1) clinical site. One hundred percent (100%) of these
were found to be negative by the NADAL® Legionella Urine Antigen Test.

Cross-Reactivity with other Respiratory Tract Infections

Ninety-nine (99) urine samples from patients diagnosed for other etiological
respiratory tract infections (84 culture confirmed, 15 suspected) were tested
using the NADAL® Legionella Urine Antigen Test. The results showed a
lack of reactivity in 98/99 samples (99.0%).

Bacterial Cross-Reactivity and Interference

To confirm the analytical specificity of the NADAL® Legionella Urine Antigen
Test, bacterial cultures likely to be found in the respiratory tract were
tested. Bacterial cultures were tested at 1 x 10° cfu/ml. All yielded negative
results.

To confirm a lack of interference by other bacterial species in the NADAL®
Legionella Urine Antigen Test, purified Legionella antigen was added to
bacterial cultures likely to be found in the respiratory tract. The
concentration of Legionella antigen was 1 x 10° cfu/ml. All tests yielded
positive results.

Legionella ) " A
pneumophila SG2 Legionella gormanii | Proteus mirabilis
Legionella Legionell Citrobacter freunii
pneumophila SG3 egionelia
longbeachae
Legionella ) .
pneumophila SG4 Legionella feeleii Enterobactor clacae
Legionella Staphylococcus .
. Serratia marcesens

pneumophila SG5 aureus
Legionella STAPHYLOCOCCUS Pseudomonas
pneumophila SG6 EPIDERMIDIS aeruginosa
Leglonellg Enterqcoccus Candida albicans
bozemanii faecalis
Legionella L ' Streptococcus
micdadei Escherichia coll pneumoniae
Legionella dumoffii Klebsiella Heamophilus

9 pneumoniae influenzae

Common Urine Components and Drugs

The components and drugs listed below were tested to determine if they
interfered or cross-reacted with NADAL® Legionella Urine Antigen Test.
Extracted Legionella pneumophila antigen was added at a concentration of
4.5 x 10* cfu/mL. In addition, each compound was tested in the absence of
Legionella pneumophila antigen. None listed interfered or cross-reacted
with the test results.

Glucose 2000mg/dL Protein - BSA 500mg/dL

Urea 2000mg/dL Bilirubin 20mg/dL

Ascorbic Acid 100mg/dL Rifampicin 0.09mg/mL

Erythrocytes 10%/mL Erythromycin 0.067mg/mL
6

Leukocytes 10°/mL Ciprofloxacin 0.22mg/mL

Limit of Detection

The limit of detection of the NADAL® Legionella Urine Antigen Test was
determined to be 5 x 10%. Legionella pneumophila serogroup 1 ATCC
323152 was prepared using BCYE agar. A dilution of the workin%
concentration was performed. The limit of detection of the NADAL
Legionella Urine Antigen Test was determined from these concentrations.
The test was performed in 2 replicates. Results were recorded at 15
minutes.

English
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Reproducibility Study

The reproducibility of the NADAL® Legionella Urine Antigen Test was
evaluated at three clinical laboratory sites. The NADAL® Legionella Urine
Antigen Test was tested against a panel of six (6) specimens of which
included four levels of positives and two negatives. The low and high
positives were from the purified Legionella antigen. Negatives were
comprised of either urine or Legionella antigen below the detectable limit.
Three (3) different laboratory personnel assayed each specimen at each
laboratory facility over 3 days. The overall reproducibility for the NADAL®
Legionella Urine Antigen Test was 100%.
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1. Domaine d’application

Le Test NADAL® Legionella antigene urinaire de nal von minden est un test
rapide in vitro par immuno-chromatographie pour la détection qualitative de
I'antigéne de la legionella pneumophila de sérotype 1 dans l'urine humaine.
Le test aide au diagnostic préliminaire de la légionellose chez des patients
avec des symptdmes de pneumonie dus a l'antigéne de la l.pneumophila,
en association avec la culture et d'autres méthodes.

2. Introduction et signification clinique

La legionella pneumophila de sérotype 1 est une bactérie aérobie a Gram
négatif de la forme d'un batonnet. La legionella pneumophila est le
déclencheur de la fievre de Pontiac et de la Iégionellose.

La bactérie legionella pneumophila cause des maladies pulmonaires,
surtout des pneumonies. En outre, d'autres infections pulmonaires peuvent
se propager par le flux sanguin ou le systeme lymphatique pouvant
contaminer le coeur, le cerveau, les reins, le foie et/ou la rate. Les
symptdmes de la maladie au début de l'infection sont la fievre, les frissons,
les douleurs musculaires et le manque dappétit. Normalement, les
symptébmes comme la toux ou la congestion pulmonaire ne surviennent
pas. Lors d'un stade avancé de la maladie, une forte toux seche se
développe. La moitié des personnes chez qui la légionellose s'est
développée souffre de dyspnée. Dans beaucoup de cas’, on a pu mesurer
une fiévre dépassant les 40°C (104°F).

Les méthodes de diagnostic les plus répandues pour la legionella
pneumophila sont les cultures, limmunofluorescence directe (IFD),
'immunofluorescence indirecte (IFI)S, l'immunodosage enzymatique (IDE)5
et la réaction en chafine par polymérase (PCR)6 et utilisent des échantillons
d'haleine contenant des expectorations, des lavages des bronches, des
aspirations transtrachéales et des biopsies pulmonaires. Des études ont
montré que l'antigéne de legionella pneumophila de sérotype 1 est éliminé
dans l'urine lors de la phase aigie de la maladie et ainsi la détection de
l'antigéne est devenue la méthode de gréférence dans le diagnostic de
laboratoire*®. Le test urinaire NADAL Legionella — antigene détecte
I'antigéne de la legionella pneumophila de sérotype 1 dissous dans I'urine.

3.  Principe du Test

Le test urinaire NADAL® Legionella - antigéne utilise pour la détection de
l'antigéne de la legionella pneumophila de sérotype 1 une combinaison
d'anticorps polyclonaux dirigés vers la legionella pneumophila. En premier
lieu, de I'urine est déposée dans le puits de la cassette.

Cet échantillon est absorbé par le tissu inférieur et migre jusqu’a la
prochaine zone de conjugué laquelle contient des anticorps mobiles et secs
conjugués a de l'or et dirigés spécialement vers les antigenes de la
legionella pneumophila. Si des antigénes de légionelle sont présents dans
I'échantillon d'urine, un immuno-complexe en « demi-sandwich » se forme
avec les anticorps et les antigénes.

Cet immuno-complexe migre ensuite par capillarité le long d'une membrane
de nitrocellulose vers la zone de test S laquelle est recouverte d'anticorps
immobiles dirigés vers les antigénes de la legionella pneumophila. Les
anticorps immobiles se lient & I'immuno-complexe en "demi-sandwich" et
forment ainsi un immuno-complexe en « sandwich entier ». Ce « sandwich
entier » formé est responsable de I'apparition d'une ligne rose dans la zone
de test S.

Lorsqu'aucun antigéne de légionelle n'est présent dans I'échantillon d'urine,
il ne se forme pas d'immuno-complexe en "sandwich" et un résultat négatif
est affiché puisqu'aucun immuno-complexe ne se lie dans la zone de test.
Pour garantir le contréle du bon déroulement du test, une ligne de controle
rose apparait toujours dans la zone de contréle C, indépendamment de la
présence ou de l'absence de I'antigéne de la Iégionelle dans I'échantillon
d'urine.

4. Composants de ’emballage

. 10 tests urinaires NADAL® Legionella — antigéne avec pipettes a
usage unique
(La membrane est recouverte d'une combinaison d'anticorps
polyclonaux dirigés vers les antigénes de la legionella pneumophila
de sérotype 1)

. 1 notice d'utilisation

1 chronometre

5.  Matériel supplémentaire nécessaire
L]
. Collecteur d'échantillon

6.  Péremption et conservation des réactifs

Le test urinaire NADAL® Legionella - antigéne doit étre conservé a
température ambiante (15°-30°C) dans son emballage fermé. Ne pas
congeler le kit de test !

7.  Précautions et mesures de sécurité

. Uniquement pour le diagnostic in vitro.

. N'utiliser que la pipette issue de ce kit.

. Utiliser une nouvelle pipette pour chaque échantillon et chaque
contréle.

. La cassette doit étre conservée dans son emballage jusqu'a
utilisation.

. Tous les échantillons doivent étre considérés comme potentiellement
dangereux et traités comme potentiellement infectieux.
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. Porter des gants a usage unique lors de la manipulation
d'échantillons, laver ses mains aprés chaque recueil d'échantillon.
Attention : l'utilisateur doit se référer aux chapitres importants du
manuel CDC-NIH

. « Biosafety in Microbiology and Biomedical Laboratories » cinquieme
édition, 2007.

. Eviter tout contact avec les yeux.

. La cassette et tous les accessoires du test doivent étre éliminés
apres utilisation selon les directives locales.

. Ne pas utiliser de test dont la date de péremption a expiré.

. Ne pas réutiliser le Kkit.

8.  Collecte des échantillons et conservation

L'échantillon d'urine doit étre recueilli dans un récipient stérile, propre et
sec. Si le test n'est pas utilisé immédiatement, I'échantillon d'urine peut étre
réfrigéré a 2°-8°C et conservé jusqu'a 72 heures. Les échantillons congelés
a -20°C peuvent étre conservés jusqu'a 2 ans. Avant de débuter le test,
amener tous les échantillons a température ambiante (15°-30°C).

9.  Exécution du test

Avant de débuter le test, amener les échantillons et les controles a
température ambiante (15°-30°C). Sortir la cassette de son emballage et la
poser sur une surface plane. Indiquer le numéro du patient sur la cassette.

1. Introduire 4 gouttes (environ 0,15 ml) de I'échantillon dans le puits (voir
illustration). Attendre jusqu'a I'apparition des lignes de couleur.

la concentration dans I'‘échantillon, une ligne de test (S) peut
apparaitre. L'apparition de la ligne de contrdle(C) n'indique
pas la fin du test. Les résultats interprétés apres 15 minutes
peuvent étre erronés.

2. Lire le résultat au plus tard 15 minutes apres. En fonction de @

10. Interprétation des résultats

Résultat négatif
Le test est négatif lorsque seule la ligne de la zone de contréle C apparait.

© CD

1.D.
Résultat positif Negative
Le test est positif lorsqu’une ligne de test colorée apparait dans la zone de
test S et une ligne de contrdle est visible dans la zone de contrle C.
Toute ligne colorée dans la zone de test S doit étre considérée comme
résultat positif. L'intensité de la couleur peut varier de clair a foncé pour
chacune des lignes. Les échantillons avec un taux d'antigénes de légionelle
proche du seuil de détection du test peuvent former des lignes peu lisibles,
méme aprées 15 minutes ; cependant, il ne faut plus interpréter les résultats
qui apparaissent aprés 15 minutes.

© [@CD

I.D.

Positive

Résultat non-valide

Le test est non-valide si aucune ligne colorée n'apparait dans la zone de
contréle C ni dans la zone de test S.

Si aucune ligne n'apparait dans la zone de controle C, le test est non-valide
et doit étre recommencé. Les lignes de test qui apparaissent apres 15
minutes dans la zone de test S ne doivent plus étre interprétées.

11. Contrdle Qualité

Contrdles internes

L'apparition d'une ligne de contréle dans la zone de contrle C est un
controle interne (positif) du déroulement du test. Si une ligne de controle
colorée apparait dans la zone de contréle C de la membrane, on peut dire
que le procédé, la migration de I'‘échantillon et I'exécution du test sont
corrects. Si aucune ligne n'est visible dans la zone de controle C, le résultat
de test est non-valide. Un fond incolore sert de contrdle interne (négatif) de
déroulement du test. Le fond de la cassette doit étre blanc a légérement
rose et ne doit pas empécher la lecture du résultat du test. Si un résultat
est difficile a interpréter, il faut recommencer le test avec le méme
échantillon pour éviter toute perturbation. Recommencer le test si
I'échantillon d'origine donne toujours des résultats illisibles. Il est
recommandé de noter les controles de qualité lors de chaque test.
Contrdles externes

Les contrbles de qualité doivent étre réalisés a chaque ouverture de kit de
test. Une analyse supplémentaire doit étre faite avec les controles
adéquats pour rechercher la legionella pneumophila en accord avec les
réglementations régionales, légales et/ou locales, les directives approuvées
et les méthodes de contrdle de qualité en laboratoire. Les contrdles positifs
et négatifs externes ne sont pas fournis dans le kit et sont disponibles sur
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demande. Fédéraux, légaux et/ou locaux et les controles de qualités
réglementaires de laboratoire. Les contrfles externes positif et négatif ne
sont pas livrés avec le coffret de test et peuvent étre obtenus sur demande.

12. Limites du Test

. Un résultat négatif du test urinaire NADAL® Legionella - antigéne
n'exclut pas une éventuelle infection a la legionella pneumophila de
sérotype 1. La concentration de I'antigéne pourrait étre inférieure au
seuil de détection du test. La mise en culture est recommandée pour
les patients soupgonnés d'avoir une pneumonie afin de déterminer si
d'autres agents patogenes que la legionella pneumophila de sérotype
1 sont responsables de l'infection.

. Le test urinaire NADAL® Legionella - antigene ne fournit qu'un
préliminaire; et ce uniquement pour la legionella pneumophila de
sérotype 1. Pour obtenir un diagnostic exact, il faut employer des
résultats de cultures, des tests sérologiques et des méthodes
d'analyse a base d'antigenes en association avec les connaissances
cliniques.

. Les immunodosage sensibles peuvent donner des résultats positifs
pour des échantillons contenant des anticorps hétérophiles. Si
l'interprétation qualitative du test urinaire NADAL® Legionella -
antigéne n'est pas compatible avec des connaissances cliniques, il
faut alors faire d'autres analyses avec des méthodes alternatives.

. L'élimination de l'antigéne de la légionelle commence normalement
dés 3 jours avant l'apparition des symptdmes de la maladie.
Cependant, I'antigéne peut encore étre éliminé méme un an apres?.
Un résultat positif avec le test urinaire NADAL® Legionella - antigéne
peut alors apparaitre lors de l'infection aigie mais aussi une fois
l'infection passée. Pour obtenir un diagnostic sdr, il faudrait alors
toujours employer des résultats de cultures, des tests sérologiques et
des méthodes d'analyse a base d'antigénes en association avec les
connaissances cliniques.

13. Caractéristiques et performances

Sensibilité et spécificité clinigue (étude rétrospective)

324 échantillons congelés ont été testés avec le test NADAL® Legionella
(antigéne urinaire) sur 3 sites cliniques différents (USA et Pays-Bas). Les
échantillons ont été préalablement analysés par culture cellulaire. Les
valeurs sont présentées ci-dessous:

Culture cellulaire

+ N
NADAL® Legionella + [ 95 [[11 | 106
(antigéne urinaire) - [ 10 | 208 | 218

105 219 324

Sensibilité: 95/105 x 100 =
Spécificité: 208/219 x 100 =

90,5% (95% Cl: 83,4-94,8)
95,0% (95% Cl: 91,2-97,5)

Spécificité analytique
49 échantillons d'urine fraichement collectés de (gatients sains ont été
testés sur un site clinique (1). Le test NADAL" Legionella (antigene
urinaire) a déclaré 100% des cas comme négatif.

Réactions croisées avec d’autres maladies respiratoires

99 échantillons urinaires de patients ont été testés avec le test NADAL®
Legionella (antigéne urinaire). Ces patients présentaient des cas de
maladies respiratoires autres que la legionellose (84 cas confirmés par
culture, 15 cas non confirmés). Les résultats étaient négatifs pour 98 sur 99
des échantillons, ce qui démontre une absence de réactions croisées
(99,0%).

Réactions croisées et interférences

Afin d’identifier la sensibilit¢ analytique du test NADAL® Legionella
(antigéne urinaire), des cultures de bactéries surtout présentes dans les
voies respiratoires (1 x 10° cfu/ml) sont testés. Toutes les analyses
effectuées avec le test rapide NADAL® Legionella (antigéne urinaire) ont
présenté les résultats négatifs attendus.

Afin de déterminer de possibles interférences avec les résultats des tests
NADAL® Legionella (antigéne urinaire) avec d’autres bactéries, des
antigenes purifiés de Legionella ont été ajoutés a des cultures de bactéries.
La concentration des antigénes de Legionella se situe a 1 x 10° cfu/ml.
Toutes les analyses effectuées avec le test rapide NADAL® Legionella
(antigéne urinaire) ont présenté les résultats positifs attendus.

Legionella

pneumophila SG2

Legionella gormanii

Proteus mirabilis

Legionella Legionella ) N
pneumophila SG3 longbeachae Citrobacter freunii
Legionella ) -

pneumophila SG4 Legionella feeleii Enterobactor clacae
Legionella Staphylococcus

pneumophila SG5

aureus

Serratia marcesens

Legionella
pneumophila SG6

Staphylococcus
epidermidis

Pseudomonas aeruginosa

Legionella bozemanii

Enterococcus faecalis

Candida albicans

Legionella micdadei

Escherichia coli

Streptococcus
pneumoniae

Legionella dumoffii

Klebsiella pneumoniae

Heamophilus influenzae
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Réactions croisées avec des substances et médicaments
couramment présents dans I'urine.

Afin de déterminer d'éventuellesréactions croisées ou touteautre
interférences dans le test urinaire NADAL® Legionella - antigéne, les
substances ou médicaments que I'on retrouve dans l'urine ont été testés.
Des antigenes purifiés de la legionella pneumophila ont été ajoutés dans
les échantillons avec une concentration de 4,5 x 10* cfu/ml. En outre,
chaque substance / chaque médicament a été testé sans l'ajout de
'antigéne de la legionella pneumophila. Aucune des substances et aucun
des médicaments de la liste données avec les concentrations
correspondantes n'a influencé le test ou causé une réaction croisée non
souhaitée.

Glucose 2000 mg/dl BSA 500 mg/dI
Urée 2000 mg/dl Bilirubine 20 mg/dl
Acide ascorb. 100 mg/dl Rifampicine 0,09 mg/ml
Erythrocytes 102/m| Erythromycine 0,067 mg/ml
Leucocytes 10°/ml Ciprofloxacine 0,22 mg/ml

Seuil de détection du test

Le seuil de détection du test urinaire NADAL® Legionella - antigéne est de
5 x 10*. La legionella pneumophila de sérotype 1 ATCC 323152 a été
cultivée en milieu BCYE Agar. Une ranglRee de dilution a été réalisée et
testée. Le seuil de détection du test urinaire NADAL® Legionella — antigéne
a été calculé a l'aide de ces concentrations. Le test a été réalisé avec 2
réplicats. Les résultats ont été déterminés et documentés apres15 minutes.
Etude de reproductibilité

La reproductibilité des résultats du test urinaire NADAL® Legionella -
antigéne a été contr6lée sur trois sites cliniques de laboratoire différents.
Le test urinaire NADAL® Legionella -antigéne a été testé avec un éventail
de six (6) échantillons dont quatre (4) avec des concentrations différentes
étaient positifs et deux (2) négatifs. Les échantillons positifs a concentration
faible et élevée ont été produits avec des antigénes de légionelle purifiés.
Les échantillons négatifs étaient des échantillons d'urine ordinaires
contrdlés ou des échantillons avec l'antigene de la Iégionelle dans une
concentration inférieure au seuil de détection du test. Trois (3) équipes de
laboratoires différentes ont réalisé les analyses avec chacun des six types
d'échantillons dans chaque laboratoire sur une période de 3 jours. La
reproductibilité totale du test urinaire NADAL® Legionella - antigéne était de
100%.
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1. Uso Previsto

El test NADAL® Legionella en orina de nal von minden es un ensayo
inmunocromatogréafico rapido para la deteccion cualitativa de Legionella
pneumophila para la deteccién de los antigenos del grupo 1 en orina. Su
finalidad es servir de apoyo en el diagndstico de la enfermedad de la
legionela en conjuncién con el cultivo y otros métodos para pacientes con
signos y sintomas de pulmonia. Este test rapido es solo para uso
prescriptivo.

2. Introduccion y significado clinico

La Legionella pneumophila serotipo 1 son bacilos gram negativo que
aparecen con forma circular en el cuerpo y de color blanco. Esta bacteria
esta asociada con la fiebre de Pontiac y con la enfermedad de la legionela.
Los casos estimados relacionados con la Legionella pneumophila en
Estados Unidos son de 25,0002 a 100,0003 anualmente. Del 5% al 30 %
de estos casos fallecen.

La pulmonia es otra enfermedad infecciosa causada por esta bacteria.
Otras infecciones pulmonares pueden extenderse a través de la corriente
sanguinea o del sistema linfatico, infectando el corazén, cerebro, rifion,
higado y/o bazo. Los sintomas previos incluyen fiebre, frio, dolor muscular
y falta de apetito.

Sintomas respiratorios como tos o congestibn no suelen presentarse.
Durante el progreso de la enfermedad se desarrollara una tos seca y
picante. La mitad de las personas que contraen la enfermedad sufre
deficiencia respiratoria. En muchos casos causa una fiebre alta de hasta
40°C (104° F).

Los métodos comunes para la deteccion de la Legionella pneumophila son
los cultivos, anticuerpos fluorescentes directos (DFA), anticuerpos
fluorescentes indirectos (IFA), inmunoensayos para enzinas (EIA) ° y
mediante las pruebas de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) ©
usando muestras respiratorias de esputo, lavado bronquial o biopsia
pulmonar.

El antigeno de la Legionella pneumophila serotipo 1 ha sido detectado en
orina durante la fase aguda de la enfermedad. El test NADAL® Legionella
en orina esta disefiado para la deteccion del antigeno del grupo 1
Legionella pneumophila y ha sido elegido como método de detecion por el
laboratorio de diagnésticos. *°

3. Principios del test

El test NADAL® Legionella en orina utiliza una combinacién de anticuerpos
policlonales contra los antigenos de la Legionella pneumophila. Este test
empieza con la utilizacién del dispositivo donde debe ser afadida la
muestra de orina. Esta muestra es absorvida por la almohadilla de la
prueba para que después sea absorvida por la almohadilla que contiene
los anticuerpos de oro coloidal especificos para los antigenos de la
Legionella pneumophila; si los antigenos de la Legionella estan presentes
en la muestra de orina se formara un inmunocomplejo de medio sandwich.
Este inmunocomplejo migra por via capilar a lo largo de una membrana de
nitrito de celulosa que contiene anticuerpos inmovilizados de Legionella
pneumophila antigenos.

Estos anticuerpos inmovilizados se acoplan en el inmunocomplejo de
medio sandwich para formar un inmunocomplejo de sandwich entero.
Cuando esta formado el sandwich entero, aparecera una visible linea rosa
en la zona de la muestra del dispositivo de actuacion del test.

En caso de ausencia del antigeno de la legionela no se formara el medio
sandwich inmunocomplejo y por tanto mostrara un resultado negativo.
Como procedimiento de control debera aparecer siempre una linea rosa en
la zona de control en relacion a la presencia o a la ausencia del antigeno
de la legionela. El test esta disponible en formato cassete.

4.  Reactivos y material suministrado

. 10 Test NADAL® Legionella incluyendo un cuentagotas para la
muestra (Una membrana revestida de una combinacién de
anticuerpos policlonales contra los antigenos de la Legionella
pneumophila sero- grupo 1)

. 1 Instrucciones de uso

1 Cronémetro

5. Otros materiales necesarios
L]
. Frascos recolectores de muestras

6.  Almacenamiento y conservacion

El test NADAL® Legionella en orina debe ser guardado a temperatura
ambiente (15°-30°C), cerrado en una bolsa hermeticamente y acompafiado
de una bolsita antihumedad. No congelar el kit del test.

7.  Advertencias y precauciones

Solo para diagnésticos In-vitro.

Usar solo la pipeta que se adjunta con el kit.

Usar pipetas diferentes para cada muestra o control.

El mecanismo del test debe estar en la bolsa hasta que vaya a ser

usado.

. Todas las muestras son consideradas potencialmente contaminadas
y deben ser manipuladas como si fueran agentes infecciosos.

. Utilizar guantes mientras se estén manejando las muestras y lavarse
las manos cuando el ensayo haya concluido. Aviso: el usuario debe
referirise al manual CDC-NIH  “Biosafety in Microbiology and
Biomedical Laboratories,” Fifth Edition, 2007.

Espafiol

NADAL® Legionella Test en orina (test casette)

Ref.:552005

. Evitar cualquier contacto con los ojos.

. El mecanismo del test y todos los materiales deben ser desechados
en unos contenedores apropiados tras su utilizacion.

. No utilizar el kit tras la fecha de caducidad.

. No reutilizar el test o los materiales del kit.

8. Tomade muestras y preparacion

La muestra de orina debe ser recolectada en un recipiente limpio y estéril.
Muestras de orina pueden ser almacenadas entre (2°-8°C) y conservarlas
hasta 72 horas antes de su utilizacion. Las muestras pueden ser
congeladas hasta 2 afios. Si la muestra es congelada la muestra debe
estar a temperatura ambiente antes de ser usada para el ensayo.

9.  Procedimiento del Test

Antes de realizar el ensayo permitir que las muestras y/o los controles

alcancen la temperatura ambiente (15° — 30°C) .

Sacar el test de la bolsa y ponerlo sobre una superficie plana. Colocar la

etiqueta con el ID del paciente.

1. Dispense 4 gotas (aproximadamente 0.15 ml) de muestra dentro del
pocillo redondo (ver ilustraciéon abajo). Esperar a que aparezca la linea
de color.

linea de control no es indicativa de que el test haya sido
completado. Pasados los 15 minutos es posible que el test
ofrezca resultados equivocados.

2. Leer los resultados tras 15 minutos. La presencia de la @

10. Interpretacion de resultados

Resultados negativos
El test es negativo si solo aparece una linea de color en la zona de control

©). _
©
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. Negati
Resultados positivos come
El test es positivo si aparece una linea de color en la zona de la muestra

(S) y otra en la zona de control del test ( C ). Si no aparece ninguna linea
de color en la zona de la muestra se considerara como positivo. A veces
las lineas de color aparecen mas fuertes o débiles. Muestras con el
antigeno de la legionela con niveles cerca del umbral del test pueden hacer
aparecer lineas mas débiles. Las lineas que aparezcan tras los 15 minutos
no deben ser usadas para el diagnéstico y deberan ser ignoradas.
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11. Control de Calidad
Controles internos
La aparicion de una linea de control en el area C del cassette es un
resultado positivo en el control del procedimiento. Un correcto
procedimiento técnico, que la muestra haya fluido correctamente y un
correcto funcionamiento del dispositivo se confirma cuando una linea de
color aparece en el area C (control) de la membrana. Si la linea de color no
aparece en la zona C (control), el resultado es invalido. Un fondo claro es
un control negativo de control de calidad. El fondo coloreado debe ser
blanco con una linea rosa y no debe interferir en la lectura del resultado del
test. Si algin resultado es dificil de interpretar, el test debe ser repetido con
la misma muestra para eliminar los errores potenciales. Obtener una nueva
muestra y volver a testar cuando la muestra original ya haya sido testada
en varias ocasiones y haya producido resultados no interpretables. Se
recomienda que los controles internos de calidad sean comprobados en
cada muestra.
Controles externos
El control de calidad debe ser realizado en un test de cada kit nuevo. Otros
testados adicionales para el testado apropiado de los controles de
Legionella pneumophilia puede ser realizados de acuerdo con las
regulaciones federales o locales, acreditando los requerimientos y con los
procedimientos de control de su propio laboratorio. Los controles postivos y
negativos externos se suministran de manera separada.

12. Limitaciones

¢ Un resultado negativo de antigenos no implica una posible infecciéon de
Legionella pneumophila del serotipo 1. Las concentraciones del antigeno
pueden encontrarse por debajo del umbral de deteccién del test. Se
recomienda hace un cultivo para los pacientes en los que existan
sospechas de pneumonia para determinar si otros agentes pueden ser
los causantes a parte de los agentes del serogrupo 1 de Legionella
pneumophila.

e El test prevee una diagnosis de la infeccion por Legionella pneumophila
del serotipo 1. Para realizar una diagnosis precisa, se deben utilizar los
resultados de los cultivos, los testados de serologia y los métodos de
deteccion de los antigenos, en conjuncién con los resultados clinicos.
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e Los inmunoensayos sensibles pueden mostrar resultados positivos con
muestras que contengan anticuerpos heteréfilos. Si la interpretacion
cualitativa de los resultados clinicos es inconsistente, entonces realizar
otro testado con métodos alternativos.

La excrecién del antigeno de la Legionella debe ser visto antes de tres
dias tras la aparicion de sintomas. A pesar de ello el organismo continGa
excretanto el antigeno de la Legionella hasta un afio tras la infeccién. Un
resultado positivo del test NADAL® Legionella en orina puede ocurrir
durante una infeccién actual o pasada; por ello en base a la realizacion
de una diagnosis precisa, se deben utilizar los resultados de los cultivos,
los testados de serologia y los métodos de deteccion de los antigenos,
en conjuncion con los resultados clinicos.

13. Caracteristicas de rendimiento

La sensibilidad y especificidad clinica (estudio retrospectivo)

Tres items clinicos (USA y Holanda) testaron trescientos veinticuatro
muestras congeladas usando test NADAL® del antigeno de la Legionella en
orina. Estas muestras fueron previamente testadas por el cultivo celular de
la Legionella. Los resultados se reflejan a continuacion:

NADAL® del antigeno de la Legionella en orina

NADAL® del antigeno Cultivo celular
de la Legionella en + -
orina + 95 11 106
- 10 208 218
105 219 324

Sensibilidad: 95/105x100= 90.5% (95%Cl:83.4-94.8)
Especificidad: 208/219x100= 95.0% (95%CI:91.2-97.5)

Especificidad analitica

49 muestras de orina fresca de pacientes sanos fueron recolectadas y
testadas en un item clinico. Un 100% de éstas muestras fueron decretadas
negativas por el test NADAL® del antigeno de la Legionella en orina.

Reacciones cruzadas con otras infecciones del tracto respiratorio

99 muestras de orina de pacientes diagnosticaso con infecciones
etiolégicas de tracto respiratorio (84 cultivos fueron confirmados, 15 fueron
sospechoso) fueron testados con el test NADAL® Legionella en orina. Los
resultados mostraron el rango de reactividad en 98/99 muestras (99,0%).

Interferencias y reacciones cruzadas bacterianas

Para confirmar la especificidad analitica del test NADAL® Legionella en
orina, se testaron cultivos bacterianos cominmente encontrados en el
tracto respiratorio. Los cultivos bacterianos fueron testados a 1x108 cfu/ml.
Todos ofrecieron resultados negativos.

Para confirmar la carencia de interferencias por otras especies bacterianas
en el test NADAL® Legionella en orina, el antigeno puro de la Legionella
fue afiadido a los cultivos bacterianos encontrados comunmente en el
tracto respiratorio. La concentracion del antigeno de Legionella era 1x105
cfu/ml. Todos los test ofrecieron resultados positivos.

Legionella Proteus mirabilis

pneumophila SG2 Legionella gormanii

Legionella h . "

pneumophila SG3 Legionella Citrobacter freunii
longbeachae

Legionella ) .

pneumophila SG4 Legionella feeleii Enterobactor clacae

Legionella Staphylococcus Serratia marcesens

pneumophila SG5 aureus

Legionella Pseudomonas

. STAPHYLOCOCC .

pneumophila SG6 US EPIDERMIDIS aeruginosa

Leglonellg Enterqcoccus Candida albicans

bozemanii faecalis

Legionella L ' Streptococcus

micdadei Escherichia coll pneumoniae

Legionella dumoffii Kleb3|ellg _Heamophllus
pneumoniae influenzae

Componentes comunes de la orinay las drogas

Los componentes y drogas listados a continuacion fueron testados para
determinar si interfirieron o tuvieron reacciones cruzadas con el test
NADAL® Legionella en orina. El estracto del antigeno de Legionella
pneumophila fue afiadido a la concentracion de 4.5x104 cfu/mL. Ademas
cada componente fue testado en la ausencia del antigeno de la Legionella
pneumophila. No se han reconocido interferencias o reacciones cruzadas
con los resultados del test.
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Glucosa 2000 mg/d Proteina- BSA 500 mg/d
Urea 2000 mg/d Bilirubina 20 mg/dl
Acido ascérbico 100 mg/d Rifampicin 0,09 mg/ml
Eritrociteno 106/ml Eritromicina 0,067
mg/ml
Leucocitos 106/ml Ciprofloxacin 0,22 mg/mi
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1. Uso Previsto

Il test NADAL® Legionella & un test rapido immunocromatografico in vitro
per la determinazione qualitativa dell’antigene del sierogruppo 1 della
Legionella pneumophila in campioni di urina umana. Il test, insieme alle
colture e ad altri metodi e di ausilio nella diagnosi di una presunta infezione
da Legionella (malattia del legionario) causata da Legionella Pneumophila
del sierogruppo 1. Questo test deve essere utilizzato dietro prescrizione
medica.

2. Introduzione

La Legionella pneumophila del sierogruppo 1 & un bacillo gram-negativo
che appare in forma circolare e di colore bianco sporco. Questo batterio &
associato alla febbre di Pontiac e alla malattia del legionario. Negli Stati
Uniti si stimano dai 25,000° ai 100,000° casi allanno di infezione di
Legionella pneumophila. Il 5%-30% delle persone infette dalla malattia del
legionario muore.

Le infezioni causate da questo batterio includono una grave forma di
polmonite. Inoltre, le infezioni polmonari possono essere diffuse attraverso
il sangue o il sistema linfatico, infettando il cuore, il cervello, i reni, il fegato,
e/o la milza. | primi sintomi includono febbre, brividi, dolori muscolari e la
mancanza di appetito. | sintomi respiratori come tosse o congestione sono
generalmente assenti. Con il progredire della malattia si sviluppa una
tosse secca e stizzosa che potrebbe diventare produttiva dopo pochi giorni.
La meta delle persone che sviluppano la malattia del legionario soffrono di
respiro affannoso (dispnea). In molti casi’, si registrano casi di febbre alta
(40°C).

I metodi piu utilizzati per la determinazione della Legionela pneumophila
sono la coltura, la fluorescenza diretta dell’anticorpo (DFA), la fluorescenza
indiretta dell'anticorpo (IFA)S, il saggio immunoenzimatico (EIA)5 e la
reazione a catena della polimerasi (PCR)6 usando campioni respiratori e di
espettorato (catarro), lavaggio bronchiale, aspirato transtracheale e biopsia
polmonare. La rilevazione dell’antigene del sierogruppo 1 della Legionella
pneumophila nell'urina durante la fase acuta della malattia € diventato il
metodo di diagnosi pill scelto dai laboratori*®. Il test NADAL® Legionella &
stato concepito per rilevare I'antigene del sierogruppo 1 della Legionella
pneumophila nell’'urina.

3.  Principio del Test

Il test NADAL® Legionella utilizza una combinazione di anticorpi policlonali
contro %Ii antigeni della Legionella pneumophila. La fase iniziale del test
NADAL" Legionella prevede l'aggiunta del campione nel dispositivo. I
campione viene poi assorbito dalla membrana del campione e migra lungo
di essa legandosi al coniugato orocolloidale contenente anticorpi specifici
per gli antigeni della Legionella pneumophila; se gli antigeni della
Legionella sono presenti nel campione d'urina, si forma un
immunocomplesso “half-sandwich”. Questo immunocomplesso migra per
via capillare lungo la membrana di nitrocellulosa contenente anticorpi
immobilizzati diretti contro gli antigeni di Legionella pneumophila. Gli
anticorpi immobilizzati si legano con I'immunocomplesso “half-sandwich”
formando un immunocomplesso “whole sandwich”. Al formarsi
dellimmunocomplesso “whole sandwich”, comparira una linea rosa nella
zona del campione presente sulla cassetta. In assenza di antigeni della
Legionella, non si forma alcun immunocomplesso a “sandwich” e questo
generera un risultato negativo. Indipendentemente dalla presenza o
assenza dell'antigene della Legionella apparira una linea rosa nella zona di
controllo come procedura di controllo. Il test & disponibile in cassetta.

4. Reagenti e Materiali Forniti

. 10 Dispositivo del test incl. contagocce monouso— Una membrana
rivestita di anticorpi policlonali diretti contro anticorpi del sierogruppo
1 della Legionella pneumophila

. 1 Istruzioni d’'uso

Timer

5. Altri materiali necessari
L]
. Contenitori per la raccolta del campione

6.  Conservazione e stabilita
Il test NADAL® Legionella deve essere conservato a temperatura ambiente
(15°-30°C) nella confezione sigillata con dessiccante. Non congelare il test.

7.  Avvertenze e precauzioni

Solo per uso diagnostico In-vitro.

Usare solo contagocce forniti con il kit .

Usare contagocce diversi per ogni campione o controllo.

Il dispositivo del test dovrebbe rimanere nella confezione sigillata fino

al suo utilizzo.

. Tutti i campioni devono essere maneggiati come potenzialmente
infettivi.

. Indossare guanti protettivi durante la manipolazione dl campione e
lavarsi le mani dopo aver effettuato il test. Avvertenza: Attenersi al
manuale CDC-NIH “Biosafety in Microbiology and Biomedical
Laboratories,” quinta edizione, 2007.

. Evitare il contatto con gli occhi.

. Il dispositivo del test e tutti i materiali devono essere gettati in appositi
contenitori biologici.

. Non utilizzare il kit dopo la data di scadenza.

. Non riutilizzare il dipositivo del test o altri materiali del kit.

Italiano

Test NADAL® Legionella Urin Antigen (cassetta)

Art. Nr. 552005

8. Raccolta e preparazione del campione

Il campione d’'urina deve essere raccolto in un contenitore pulito e sterile. |
campioni d’urina possono essere refrigerati (2°-8°C) e conservati fino a 72
ore. | campioni possono essere congelati fino a 2 anni. Se i campioni sono
refrigerati, devono essere portati a temperatura ambiente prima del loro
utilizzo.

9. Proceduradel Test

Portare campioni e / controlli a temperatura ambiente (15° — 30°C) prima

del test.

1. Rimuovere la cassetta dal sacchetto e appoggiarlo su una superficie
piana. Etichettare la cassetta con i dati del paziente.

2. Distribuire 4 gocce (circa 0.15 ml) di campione nel pozzetto (vedi
illustrazione sotto). Attendere la comparsa delle linee colorate.

linea di controllo non indica I'avvenuta esecuzione del
test. L'interpretazione del test oltre 15 minuti pud dare
risultati errati.

3. Leggere i risultati dopo 15 minuti. La presenza della @

10. Interpretazione dei risultati

Risultato negativo
Il test & negativo se appare solo la linea nella zona di controllo (C).

Negative

Risultato positivo
Il test e positivo se appare solo una linea colorata nella zona del campione

S e se non appare la linea nella zona di controllo (C). Qualsiasi linea
colorata nella zona del campione deve essere interpretata come un
risultato positivo. L'intensita del colore delle linee pud variare. Campioni
contenenti livelli antigenici di Legionella vicini alla soglia di rilevazione del
test possono portare alla formazione di linee colorate debomente se si
legge il risultato oltre i 15 minute; la comparsa della linea oltre i 15 minuti
non é rilevante ai fini diagnostici e non va presa in considerazione.

©
1.D.

. Positi
Non valido e

Il test si considera non valido se non compare alcuna linea della zona di
controllo (C), anche se appare una linea colorata nell’area del campione (S
). Se non compare alcuna linea colorata nella zona di controllo C il test non
€ valido ed & necessario ripeterlo. La comparsa di linee colorate oltre i 15
minuti non & rilevante ai fini diagnostici e non va presa in considerazione.

11. Controllo di qualita

La comparsa di una linea di controllo nella zona C & da intendersi come
controllo positivo interno della procedura. La comparsa di una linea nella
zona di controllo conferma una corretta procedura, una corretta migrazione
del campione e che il test & il buon funzionamento del dispositivo. Se non
compare la linea nell’area di controllo C (control) il risultato del test non &
valido.

Uno sfondo chiaro funge da controllo negativo interno della procedura. Il
colore dello sfondo dovrebbe essere bianco o rosa chiaro e non dovrebbe
interferire con la lettura del risultato. Se si ha difficolta nell’ interpretazione
del risultato occorre ripetere il test con lo stesso campione per evitare
eventuali errori. Effettuare un nuovo prelievo e ripetere il test se il campione
produce risultati non interpretabili. Si raccomanda di annotare le procedure
di controllo interno ogniqualvolta si riesamina il campione.

Controlli Esterni

Il controllo di qualita deve essere effettuato per ogni nuovo kit. E
necessario eseguire ulteriori test di verifica a controllo della Legionella
pneumophila, come stabilito dalla legislazione locale o regionale e dalle
procedure di controllo di laboratorio. | controlli esterni positivi e negativi
sono forniti separatamente.

12. Limiti del Test

. Un risultato negativo non esclude la possibilita di infezione da
Legionella pneumophila del sierogruppo 1. La concentrazione
dell’antigene potrebbe essere al di sotto della soglia di rilevazione del
test. Siraccomanda di utilizzare colture cellulari in pazienti sospetti di
polmonite al fine di determinare se questa dipende da altri fattori o da
un’ infezione da Legionella pneumophila del sierogruppo 1.

. Il test fornisce una diagnosi di sospetta infezione da Legionella
pneumophila del sierogrouppo 1. Al fine di emettere una diagnosi
corretta, devono essere effettuati test sierologici, colture cellulari ed
altri esami clinici.
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. La sensibilita del test immunologico pud determinare risultati positivi
su campioni contenenti anticorpi eterofili. Se [linterpretazione
qualitativa risulta essere imprecisa dopo esami clinici, & necessario
ricorrere ad altri metodi di conferma.

. La secrezione dell’antigene della Legionella pud avvenire gia dopo tre
giorni dalla comparsa dei primi sintomi. L’antigene pué comunque
continuare ad essere secreto fino ad un anno dal contagio7. Si puo
avere un risultato positivo con il test NADAL® sia durante l'infezione
che in seguito a precedenti infezioni; al fine di effettuare una diagnosi
corretta occorre quindi effettuare colture cellulari, test sierologici e
ricerca dell”antigene.

13. Performance

Sensibilita clinica e specificita (Studio retrospettivo)

Laboratori clinici (USA e Olanda) hanno testato 324 campioni congelati
comparando il test NADAL® Legionella con test effettuati tramite coltura
cellulare. | risultati sono riportati qui sotto:

Coltura cellulare

+ B
Test NADAL® + [ 95 [11 | 106
Legionella - |10 | 208 | 218

105 219 324

Sensibilita: 95/105 x 100 = 90.5 % (95% CI: 83.4-94.8)
Specificita: 208/219 x 100 = 95.0 % (95%Cl: 91.2-97.5)

Specificita analitica
E stata analizzata I'urina appena prelevata di 49 pazienti con il test
NADAL® Legionella, con risultati negativi nel 100% dei casi.

Interferenza e reazioni incrociate con altre infezioni del tratto
respiratorio

Sono stati analizzati 99 campioni di urina in pazienti con diagnosi di altre
infezioni del tratto respiratorio (ad eziologia batterica) con il test NADAL®
Legionella (84 confermati, 15 sospetti). | risultati hanno mostrato una
mancanza di reattivita su 98 dei 99 campioni analizzati (99.0%).

Interferenza e reazioni incrociate con batteri

Al fine di confermare la specificita del test NADAL® Legionella, sono state
analizzate colture batteriche presenti nel tratto respiratorio.

La colture batteriche sono state analizzate alla concentrazione di 1 x 10°
cfu/ml. Ciascun test ha riportato risultati negativi.

Al fine di confermare la mancanza di interferenze da altre specie batteriche,
€ stato aggiunto antigene purificato della Legionella alle colture batteriche
presenti nel tratto respiratorio.

La concentrazione dell’antigene della Legionella era 1 x 10° cfu/ml.
Ciascun test ha riportato risultati positivi.

Legionella ) " —
pneumophila SG2 Legionella gormanii | Proteus mirabilis
Legionella Legionella : "
pneumophila SG3 longbeachae Citrobacter freunii
Legionella . N
pneumophila SG4 Legionella feeleii Enterobactor clacae
Legionella Staphylococcus Serratia marcesens
pneumophila SG5 aureus
Legionella Staphylococcus Pseudomonas
pneumophila SG6 epidermidis aeruginosa
Leglonellg Enterqcoccus Candida albicans
bozemanii faecalis
Le_glonel!a Escherichia coli Streptocqccus
micdadei pneumoniae
Legionella dumoffii KIeb5|eIIa_ _Heamophllus
pneumoniae influenzae

Urina e droghe

Al fine di determinare eventuali interferenze o reazioni incrociate con il test
NADAL® Legionella sono stati analizzati i seguenti parametri e farmaci
(antibiotici). L’antigene della Legionella pneumophila & stato aggiunto ad
una concentrazione di 4.5 x 10* cfu/mL. Inoltre ogni composto € stato
analizzato in assenza dell’antigene Legionella pneumophila. Nessuno dei
parametri elencati ha interferito o creato reazioni incrociate con i risultati.

Glucosio 2000mg/dL Protein - BSA 500mg/dL
Urea 2000mg/dL Bilirubina 20mg/dL
ﬁgigjoorbico 100mg/dL Rifampicina 0.09mg/mL
Eritrociti 106/mL Eritromicina (L).067mg/m
Leucociti 106/mL Ciprofloxacina 0.22mg/mL

Italiano

Test NADAL® Legionella Urin Antigen (cassetta)

Art. Nr. 552005

Soglia di rilevazione

La soglia di rilevazione del test NADAL® Legionella ¢ stata fissata a 5 x 10%.
L’antigene del sierogrouppo 1 della Legionella pneumophila ATCC 323152
@ stato preparato usando agar BCYE. E stata eseguita una diluizione alla
concentrazione di lavoro. La soglia di rilevazione del test NADAL®
Legionella & stato fissato alle concentrazioni indicate. Il test & stato
eseguito in due repliche. | risultati sono stati rilevati dopo 15 minuti.

Studio di riproducibilita

La riproducibilita del test NADAL® Legionella & stata valutata da tre diversi
laboratori clinici. Il test NADAL® Legionella é stato confrontato contro un
panel di sei campioni, due dei quali negativi e quattro positivi. | campioni
forti/deboli positivi sono stati purificati dall’antigene della Legionella. Ai
campioni negativi sono stati aggiunti antigeni della Legionella al di sotto
della soglia di rilevazione. La riproducibilita per il test NADAL® Legionella &
risultata essere pari al 100%.
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1. Zastosowanie

Test NADAL® Legionella Urine Antygen Test jest szybkim,
immunochromatograficznym testem in-vitro stuzacym do jakosciowego
wykrywania serogrupy 1 anygenéw Legionella pneumophila w ludzkim
moczu. Test pomaga w postawieniu wstepnej diagnozy choroby legionistéw
u pacjentdow z objawami zapalenia ptuc w potfaczeniu z hodowlg na
pozywkach oraz innymi metodami.

2. Wprowadzenie i znaczenie diagnostyczne

Legionella pneumophila Serogrupa 1 jest aerobowa, gram-ujemng bakteria,
o ksztatcie krotkiej pateczki. Legionella pneumophila wywotuje chorobe
legionistéw oraz goraczke Pontiac. Rocznie szacuje sie, ze od 25.000 do
100.000 przypadkéw zachorowan ma miejsce w USA. Okoto 5% do 30%
ludzi z chorobg legionistéw umiera.

Bakteria Legionella pneumophila powoduje choroby ptuc, przede wszystkim
zapalenie ptuc. Dodatkowo, inne infekcje ptucne moga sie rozprzestrzeni¢
poprzez system krwionosny lub limfatyczny, infekujac serce, mézg, nerki,
watrobe i/lub $ledzione. Wczesne objawy choroby to: goraczka, dreszcze,
béle miesni i brak apetytu. Objawy takie jak kaszel lub zator ptucny z reguty
nie wystepuja. W miare rozwoju choroby, pojawia si¢ silny suchy kaszel.
Potowa ludzi chorujacych na chorobe legionistéw cierpi na dusznosci. W
wielu przypadkach goragczka siega 40 °C.

Powszechnie przyjetymi metodami stuzacymi do wykrycia Legionella
pneumophila sg: hodowla na pozywkach, metoda bezposrednich
przeciwciat fluorescencyjnych (DFA), metoda posrednich przeciwciat
fluorescencyjnych (IFA), testy immunoenzymatyczne (EIA), reakcja
tancuchowa polimerazy (PCR), do ktérych uzywa sie probek pochodzacych
z ukiadu oddechowego: poptuczyny oskrzelowe, plwocina, aspirat
przeztchawiczny, biopsja ptuc. Badania wykazaty, ze w ostrej fazie choroby
Legionella pneumophila serogrupy 1 wystepuje takze w moczu, dzieki
czemu wykrycie antygenu stato sie jedng z popularniejszych metodw
diagnostyve laboratoryjnej. NADAL® Legionella Urine Antygen Test zostat
stworzony do wykrywania serogrup 1 anygenéw Legionella pneumophila w
moczu.

3. Zasady dzialania testu

Test NADAL® Legionella Urine Antygen wykorzystuje do wykrycia
serogrupy 1 anygenéw Legionella pneumophila kombinacje poliklonalnych
przeciwciat przeciw antygenom Legionella pneumophila.

Aby rozpoczaé badanie testem NADAL® Legionella Urine Antygen nalezy
dodaé mocz do odpowiedniego otworu w kasecie testowej. Probka jest
absorbowana przez pole absorpcyjne i zaczyna sie przemieszczaé do pola
koniugaciji, ktére zawiera sproszkowany koniugat przeciwciat ztota, ktére sg
specyficzne dla antygenéw Legionella pneumophila. Jezeli antygeny
Legionella sg obecne w prébce moczu, formuje sie kompleks typu “pot-
sandwich”.z przeciwciat i antygenow.

Nastepnie immunokompleks przemieszcza sie, pod wplywem sit
kapilarnych, po nitrocelulozowej membranie do pola testowego S, ktore
zawiera przeciwciala przeciw antygenom Legionella pneumophila.
Przeciwciata wigzg immunokompleks typu ,pot-sandwich”, aby uformowaé
immunokompleks typu ,caty-sandwich”. W ten sposoéb, kiedy ,caty-
sandwich” jest uformowany, powstaje widoczna rézowa linia w polu
testowym S.

W  przypadku braku antygenu Legionella w prébce moczu,
immunokompleks typu “sandwich” sig¢ nie formuje i otrzymujemy wynik
negatywny.

Test posiada wewnetrzng kontrole. Rézowa linia w polu kontrolnym musi
pojawi¢ si¢ zawsze, niezaleznie od obecnosci lub braku antygenéw
Legionella.

4.  Czesci skladowe zestawu

. 10 NADAL® Legionella Urine Antygen kasetek testowych oraz 10
pipet jednorazowego uzytku (membrana jest pokryta kombinacjg
poliklonalnych przeciwciat przeciw antygenom serogrupy 1 anygenéw
Legionella pneumophila).

. 1 ulotke informacyjna,

Stoper

5. Dodatkowo potrzebne materiaty
L]
. Pojemnik na probki

6.  Data waznosci i przechowywanie

Test NADAL® Legionella Urine Antygen powinien by¢ przechowywany w
temp. pokojowej (15°-30°C) w szczelnie zamknigtym opakowaniu. Nie
zamrazaé zestawu testowego.

7. Uwagi $rodki ostroznosci

. Tylko do diagnostyki In-vitro.

. Do przeprowadzanie testu moze zosta¢ uzyta tylko pipeta dotaczona
do zestawu testowego.

. Uzywac osobnych pipet dla kazdej prébki i kontroli.

. Test powinien by¢ szczelnie zapakowany do momentu bezposrednio
poprzedzajacego uzycie testu.

. Wszystkie prébki powinny byé traktowane, jako potencjalnie
niebezpieczne i powinno si¢ z nimi obchodzi¢ w taki sam sposéb jak
z prébkami zakaznymi.

. W czasie przeprowadzania testu nalezy =zatozy¢ jednorazowe
rekawiczki, a po jego zakonczeniu doktadnie umyé rece. Uwaga:

Polski
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Uzytkownik powinien odnies¢ sie do odpowiedniego rozdziatu
instrukcji CDC-NIH ,Bezpieczehnstwo w mikrobiologii i biomedycynie
laboratoryjnej”, edycja piata, 2007.

. Unika¢ kontaktu z oczami.

. Kaseta testowa i wszelkie materiaty testowe muszg zosta¢ usuniete
po przeprowadzeniu testu zgodnie z obowigzujgcymi przepisami.

. Nie uzywac zestawow testowych po uptywie daty waznosci.

. Zestaw testowy jest przeznaczony do uzytku jednorazowego.

8. Pobieranie, przygotowywanie i przechowywanie prébek

Prébka moczu musi zosta¢ pobrana do czystego, sterylnego pojemnika.
Prébki moczu moga, zostaé schtodzone (2°C-8°C) i przechowywane w tej
temp. do 72 godzin. Prébki moga by¢ zamrozone (-20 °C ) i przecho-
wywane do 2 lat. Przed testem prébki muszg zosta¢ doprowadzone do
temp. Pokojowej (15C° — 30°C).

9.  Przeprowadzanie testu

Doprowadzi¢ probki i/lub kontrole do temp. pokojowej (15C° — 30°C) przed
przeprowadzeniem testu. Wyjg¢ test z opakowania i potézy¢ na ptaskiej
powierzchni. Opisa¢ kasetke testowg danymi pacjenta.

1. Umiesci¢ 4 krople (okoto 0.15 ml) prébki w okragtym polu (ilustracja
ponizej), poczekac az pojawig sig kolorowe linie.

przeprowadzenia testu. W zaleznosci od koncentraciji

antygenu w probce, moze najpierw pojawi¢ sie linia

testowa S. Pojawienie si¢ od razu linii kontrolnej nie wskazuje na
zakonczenie testu. Interpretacja wynikow po uptywie 15 minut moze
prowadzi¢ do fatszywych wynikow.

2. Odczyta¢ wyniki najpézniej po uptywie 15 minut od @

10. Interpretacja wynikow

Wynik negatywny

Wynik testu jest negatywny, jezeli kolorowa linia pojawi sie tylko w polu
kontrolnym C.

© CD

1L.D.

MNegative

Wynik pozytywny

Wynik testu jest pozytywny, jezeli kolorowa linia pojawi si¢ zaréwno w polu
testowym S oraz w polu kontrolnym C.

Kazda kolorowa linia w polu S powinna zosta¢ zinterpretowana, jako wynik
pozytywny. Kolorowe linie mogg pojawia¢ si¢ w réznych odcieniach i w
réznych stopniach intensywnosci. Probki zawierajace antygen Legionella
na poziomie wartosci progowych moga spowodowaé pojawinie sie bardzo
stabo widocznej linii, takze po uptywie 15 minut od przeprowadzenia testu.
Jednakze nie nalezy interpretowac wynikéw testo po uptywie 15 minut.

Positive

Wynik niewazny

Test jest niewazny, jezeli nie pojawi sie linia w polu kontrolnym C, nawet w
przypadku, kiedy pojawi sie linia w polu testowym S. Jezeli linia kontrolna C
nie pojawi sie, oznacza to, ze test jest niewazny i powinien zosta¢
powtérzony. Pojawienie sie linii testowej S po 15 minutach od
przeprowadzenie testu nie powinno sie interpretowa¢ jako wynik
pozytywny.

11. Kontrola jakosci

Kontrola wewnetrzna

Pojawienie sig¢ linii kontrolnej C jest wewnetrzng (pozytywna) kontrola.
Prawidtowo przeprowadzona procedura, prawidtowy przeptyw prébek, oraz
odpowiednie wykonanie testu jest potwierdzone przez pojawienie sig linii
kontrolnej C na pasku. Jezeli nie pojawi sie linia w polu kontroli C, to test
jest niewazny.

Czyste tlo jest wewnetrzng (negatywna) kontrola. Tto, na ktérym pojawiaja
sie wyniki powinno by¢ koloru od biatego do jasno rézowego i nie powinno
wptywac na odczytywanie uzyskanych wynikéw. Jezeli wynik jest trudny do
interpretaciji, test powinien zosta¢ powtérzony przy pomocy tej samej
probki, aby wyeliminowaé potencjalny btad.

Przeprowadzi¢ nowy test z uzyciem tej samej probki, Zaleca sie
przeprowadzenie wewnetrznej kontroli jakosci w przypadku testéw z nowej
serii.

13



nal
von minden

Kontrola zewnetrzna

Kontrole jakosci powinny by¢ przeprowadzone dla wszystkich testow nowej
serii. Dodatkowe badania kontrolne Legionella pneumophila muszg zostaé
przeprowadzone zgodnie z wymogami prawa, wymogami posiadania
atestow i wilasnej laboratoryjnej kontroli jakosci. Wewnetrzne kontrole
pozytywne i negatywne nie sg zawarte w zestawie i moga by¢ dostarczone
na zyczenie.

12. Ograniczenia testu

e Wynik negatywny na obecno$¢ antygenu nie wyklucza mozliwosci
zainfekowania Legionella pneumophila. Stezenie antygenu moze byé
ponizej wykrywalnego poziomu przez test. Hodowla na pozywkach jest
wskazana u pacjentéw z podejrzeniem zapalenia ptuc, aby okresli¢ czy
inne bakterie nie sg odpowiedzialne za infekcje.

o Test NADAL® Legionella Urine Antygen dostarcza tylko wstepnej
diagnozy, dotyczacej tylko infekcji spowodowanej przez serogupe 1
Legionella pneumophila. W celu uzyskania doktadnej diagnozy nalezy
zastosowaé hodowle na pozywkach, testy serologiczne oraz metody
detekcji antygendw w potaczeniu z badaniami klinicznymi.

e Czute badanie immunologiczne moze daé¢ wynik pozytywny z prébkami
zawierajacymi przeciwciata heterofilne. Jezeli interpretacja jakosciowa
jest sprzeczna z badaniami klinicznymi, powinny zosta¢ przeprowa-
dzone kolejne testy wykonane metodami alternatywnymi.

e Wydzielenie si¢ antygenu Legionelli rozpoczyna sie juz 3 dni przed
wystapieniem objawéw choroby. Jednakze, antygen moze by¢
wydzielany nawet po uptywie jednego roku. Wynik pozytywny testu
NADAL® Legionella Urine Antygen moze wystgpi¢ pod wptywem
obecnej jak rowniez wczesniej przebytej infekcji; dlatego tez w celu
postawienia prawidtowej diagnozy nalezy zastosowa¢ hodowle na
pozywkach, testy serologiczne oraz metody detekcji antygenéw w
potaczeniu z badaniami klinicznymi.

13. Charakterytyka Testu

Kliniczna czuto$é i swoistosé (Badanie retrospektywne)

Trzy kliniczne osrodki (w USA i Holandii) przeprowadzity testy trzystu
dwudziestu czterech (324) zamarznigtych probek przy uzyciu testu
kasetowego NADAL® Legionella Urine Antygen. Prébki te, zostaty
wczesniej przetestowane na obecno$¢ Legionella przez hodowle na
pozywkach. Ponizej przedstawiono wyniki badan.

Hodowla na pozywkach

+ B

NADAL® + 95 11 106

Legionella  Urine -

Antygen Test 10 208 218
105 219 324

Czutos¢: 95/105 x 100 = 90.5 % (95% CI: 83.4-94.8)
Swoisto$¢: 208/219 x 100 = 95.0 % (95%Cl: 91.2-97.5)

Swoistos¢ analityczna

Czterdziesci dziewigé (49) Swiezych prébek moczu od zdrowych dawcéw
zostaty pobrane i poddane badaniom przez jeden osrodek kliniczny. Sto
procent (100%) probek dato wynik negatywny na obecno$¢ Legionella
pneumophila po przetestowaniu ich testem NADAL® Legionella Urine
Antygen.

Reakcje krzyzowe z innymi infekcjami drég oddechowych
Dziewiecdziesigt dziewigé¢ (99) prébek moczu pochodzacych od pacjentéw,
u ktérych zdiagnozowano inne infekcje drég oddechowych (potwierdzono
84 poprzez kultury bakterii, 15 nie bylo potwierdzonych) zostato
przebadanych testem NADAL® Legionella Urine Antygen. Wyniki w 98 z 99
przypadkow wykazaty brak reakcji krzyzowych.

Bakteryjne reakcje krzyzowe oraz interferencje

W celu potwierdzenia swoistosci analitycznej testu NADAL® Legionella
Urine Antygen przetestowano kultury bakterii (1 x 108) znalezione w
drogach oddechowych. Wszystkie wyniki wykazaty zgodnie z oczekiwaniem
wynik negatywny.

Aby stwierdzi¢ naktadanie si¢ wynikéw w tescie NADAL® Legionella Urine
Antygen dodano oczyszczony antygen Legionella o koncentracji 1 x 10°
cfu/ml. Wszystkie wyniki wykazaty zgodnie z oczekiwaniem wynik
pozytywny.

Legionella ) . L
pneumophila SG2 Legionella gormanii Proteus mirabilis
Legionella Legionella . .
pneumophila SG3 longbeachae Citrobacter freunii
Legionella . .
pneumophila SG4 Legionella feeleii Enterobactor clacae
Leglonella_ Staphylococcus Serratia marcesens
pneumophila SG5 aureus
Legionella Staphylococcus Pseudomonas aeruginosa
pneumophila SG6 epidermidis 9
Legionella bozemanii Enterococcus faecalis Candida albicans
Legionella micdadei Escherichia coli Streptoco_ccus
pneumoniae
Legionella dumoffii Klebsiella pneumoniae Heamophilus influenzae
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Reakcje krzyzowe z powszechnymi sktadniki moczu i lekarstwami

Aby stwierdzi¢ mozliwe reakcje krzyzowe z testem NADAL® Legionella
Urine Antygen przebadano mocz , ktéry zawierat nastgpujace zwigzki lub
leki. Oczyszczony antygen Legionella pneumophila w stezeniu 4.5 x 10
cfu/Ml zostat dodany do probki. Dodatkowo, kazdy sktadnik zostat
przetestowany niedodajac antygenu Legionella pneumophila. Zadna
substancja wymieniona ponizej o okreslonej koncentracji nie wptyneta na
wynik testu i nie wywotata niepozadanej reakcji krzyzowe;j.

Glukoza 2000mg/dL
Mocznik 2000mg/dL
Kwas askorbinowy ~ 100mg/dL
Erytrocyty 10%mL
Leukocyty 106/mL
Biatko — BSA 500mg/dL
Bilirubina 20mg/dL
Ryfampicyna 0.09mg/mL
Erytromycyna 0.067mg/mL
Cyprofloksacyny 0.22mg/mL

Granica wykrywalnosci

Granica wykrywalnosci dla testu NADAL® Legionella Urine Antygen zostata
okreslona na 5 x 10*. Serogrupa 1 ATCC 323152 Legionella pneumophila
zostat wyhodowany przy uzyciu BCYE agar. Zostato przeprowadzone
rozcienczenie stezenia, ktérym nastepnie pzreprowadzano testy. Granica
wykrywalnosci testu kasetowego NADAL® Legionella Urine Antygen
zostata okreslona na podstawie tych stezen. Test zostat przeprowadzony z
dwoma powtdrzeniami. Wyniki zostaty stwierdzone i zapisane po 15 minu-
tach.

Badanie naukowe reprodukcyjnosci

Reprodukcyjnos¢ testu NADAL® Legionella Urine Antygen Test zostata
okreslona przez trzy osrodki kliniczne. Test NADAL® Legionella Urine
Antygen zostat przebadany na jednym panelu z szescioma (6) prébkami, z
ktorych cztery (4) o réznej koncentracji byly pozytywne, a dwie (2)
negatywne. Wysoko i nisko skoncentrowane proby pozytywne pochodzity
od oczyszczonego antygenu Legionella. Prébki negatywne byty regularnie
sprawdzanymi prébkami moczu lub prébkami z antygenem Legionella
ponizej wykrywalnego poziomu. Trzy (3) rozne zespoty laboratoryjne
przebadaty kazdg prébke, w réznych laboratoriach w trakcie trzech (3) dni.
taczna reprodukcyjno$é dla testu NADAL® Legionella Urine Antygen
wynosita 100%.
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info@nal-vonminden.de
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Regensburg

Tel:

Fax:

Moers
Tel:
Fax:
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Free Tel:

Fax:

Free Fax:

Team UK & Ireland:
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Free Tel —UK:

Free Tel — IRE:

Fax:

Free Fax:

Team Spain:
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Free Tel:
Fax:

Free Fax:

+49 (941) 29010-0
+49 (941) 29010-50

+49 (2841) 99820-0
+49 (2841) 99820-1

+49 (0) 941 29010-38
0800 291 565

+49 (0) 290 10 50
0800 298 197

+49 (0) 941 29010-35
0808 234 1237

1800 555 080

+49 (0) 941 29010-50

+49 (0) 941 280 963 80
900 938 315

+49 (0) 941 29010-50
900 984 992
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France Fax:
Swiss Tel:
Swiss Fax:
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0800 837 476
0800 718 82
0800 747 07
800 211 16
800 261 79

+49 (0) 941 29010-20
00 800 491 15 95
+49 (0) 941 29010-50
00 800 491 15 94

+49 (0) 941 29010-34
+49 (0) 941 29010-50

+31 (0) 30 75 600
0800 0222 890

+31 (0) 70 30 30 775
0800 024 9519

ELISA - Sales Lab Team:

Tel:
Fax:

+49 (941) 29010-40
+49 (941) 29010-50
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