NOW®Legionella
Test pritomnosti antigenu v moci

POUZITI

Binax NOW® Legionella TEST je rychld /n vitro imunochromatografickd metoda pro
kvalitativni stanoveni Legionella pneumophila sérotyp 1 v moci pacientl s pfiznaky
pneumonie. Ve spojeni s kultivaci a dalSimi metodami je pomickou k uréeni
predpokladané diagndzy Legionellové infekce (tzv. Legionarské nemoci) zplsobené
Legionella pneumophila sérotyp 1.

SHRNUTI A VYSVETLENI TESTU

V roce 1976 vypuklo na sjezdu americkych Legionarl ve Philadelphii akutni horec¢naté
respiraéni onemocnéni v rozpéti od lehkého onemocnéni k fatalni pneumonii *. Bylo
nazvano Legionarska nemoc a je zplsobena mikroorganizmem Legionella pneumophila.
Nemoc se vyskytuje v epidemické i endemické formé a sporadické pripady nejsou
rozpoznatelné od ostatnich respiracnich onemocnéni jen podle klinickych pfiznakd. Rocné
je zaznamenano asi 25000 ® aZ 100000 ® pripadl infekce Legionellou v USA
s mortalitou od 25% do 40% ®. Mortalita miZe byt snizena sprdvnou a rychlou
diagnostikou a naslednou antimikrobidlni terapii. Znamymi rizikovymi faktory jsou
imunosuprese, kouteni, konzumace alkoholu a prévodni pulmonaini nemoci ¥. Miade? a
stardi lidé jsou k nemoci vnimavéjsi 9,

Legionella pneumophila je zodpovédna za 80 — 90% nahlasenych pripadl legionelovych
infekci. Legionella pneumophila sérotyp 1 zplisobuje vice nez 70% téchto legioneléz 2.
SouCasné metody pro laboratorni stanoveni pneumonii zplsobenych Legionella
pneumophila vyzaduji pro presnou diagndzu vzorek z dychacich cest (sputum, bronchialni
vyplach, transtrachealni aspirat, plicni biopsii) nebo dvojici vzorkli séra (sérum pacienta v
akutni fazi a druhy vzorek pokud se pacient jiz zotavuje). Tyto techniky zahrnuiji
legionelovou kulturu, primou fluorescencni protilatku, DNA probu a nepfimou fluorescencni
protilatku. VSechny tyto metody vyzaduiji adekvatni mnozstvi vzorku nebo sbirani séra po
dvou nebo Sesti tydnech. Omezenim je to, Zze jednim z pfiznakd legionaiské nemoci je
nedostate¢na produkce sputa ®°. U mnoha pacientd je potfeba pouZit invazivni metody pro
ziskani vzorku. Sérologicka diagndza je obvykle svou podstatou retrospektivni, ale i tak je
spoluprace pacientl pfi ziskavani nezbytnych vzork{ Spatna.

Binax NOW® Legionella TEST poskytuje rychlou diagndzu Legionella pneumophila sérotyp
1. Detekuje specificky rozpustny antigen vyluovany v moci pacientll s legionarskou
nemoci %%, Legionella pneumophila sérotyp 1 antigen byl detekovan u pacienta jiz po
tfech dnech po prvnich pfiznacich *>. Test je rychly a dava vysledky b&hem 15 minut.
Hlavni vyhodou je, Ze pouziva jako vzorek moc, ktera je pohodiné dosaZitelnd a
transportovatelnd a antigen je v ni prezentovan v &asné i pozdni fazi nemoci *°.



PRINCIPY STANOVENI

r— Binax NOW® Legionella TEST je imunochromatografické
stanoveni na membrané urcené k detekci antigenu Legionella
\—~7 pneumophila sérotyp 1 rozpustného v moci. Pouziva krali¢i anti-

Legionella pneumophila sérotyp 1 protilatku, ktera je
imobilizovana na nitrocelulosové membrané ve vzorkové linii. Kozi protilatka proti kralici
IgG je imobilizovana na stejnou membranu na kontrolni linii (viz obr.). Krali¢i anti-
Legionella pneumophila sérotyp 1 protilatka je konjugovana. Konjugat je vysusen na
inertnim vlaknitém nosici. Ten spolu s membranou vytvari testovaci prouzek. Vysledna
konjugatova podlozka a membrana vytvari testovaci prouzek. Testovaci prouzek a ¢ast pro
zasunuti tamponu jsou umistény na opacnych stranach testovaci kazety.

KONTROLNI LINIE
YZORKOVA LINIE

Pri provedeni testu je tampon namocen ve vzorku modi, vyjmut a po té viozen do testovaci
kazety. Z kapaci lahvicky je pridan Reagent A a systém je poté uzavien. Uzavienim kazety
je vzorek nanesen na testovaci prouzek. Legionella pneumophila sérotyp 1 antigen z moce
je vazan na imobilizovanou anti-Legionella pneumophila sérotyp 1 protilatkou reaguijici
s konjugovanou protilatkou. Po této reakci se objevi prouzek ve vzorkové linii.
Imobilizovana kozi protilatka proti krali¢i IgG zajisti vizualizaci konjugatu v kontrolni linii.
Pozitivni vysledek je vyhodnotitelny do 15 minut v zavislosti na koncentraci antigenu.
Negativni vysledek je vyhodnotitelny za 15 minut a indikuje, Ze Legionella pneumophila
sérotyp 1 antigen neni v moci pacienta pritomen.

Test je hodnocen na zakladé pfitomnosti nebo nepritomnosti detekéniho riizovo-¢erveného
prouzku. Pozitivni vysledek zahrnuje detekci pacientova i kontrolniho vzorku, negativni
vysledek je prezentovan pouze kontrolni linii. Selhani kontrolni linie ukazuje na chybny
nebo Spatné provedeny test.

REAGENCIE A MATERIAL

POSKYTOVANY MATERIAL
Binax NOW® Legionella TEST

» Testovaci kazeta s membranou (potazenou krali¢imi protilatkami specifickymi proti
Legionella pneumophila sérotyp 1 a kozi protilatka proti krali¢i IgG) a konjugatovou
podlozkou (s konjugatem kralicich protilatek specifickych proti Legionella pneumophila
sérotyp 1).

« Reagent A — citrat/fosfat, Tween 20, azid sodny.

« Tampony — uréené pro pouZiti Binax NOW® Legionella TEST.

+ Nepouzivejte jiné tampony.

 Pozitivni kontrola — tampon s teplem inaktivovanou Legionella pneumophila. Negativni
kontrola — tampon bez Legionella pneumophila.
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Testovaci kazeta

Prislusenstvi které je mozné objednat

+ 5 tampon{ pozitivnich
« 5 tampon{ negativnich

NEPOSKYTOVANY MATERIAL

« Stopky nebo budik
« Odbérové nadoby na moc

PREVENCE

Chybné vysledky, vzniklé nepritomnosti kontrolni linie se mohou vyskytnout, pokud
nepouZijete dostate¢né mnozstvi Regentu A. Pro zaruceni spravného objemu Regentu A,
vzdy drzte lahvicku svisle asi 2 cm nad jamkou s tamponem. Pridavejte kapky pozvolna.
1. Test je uréen pro /n vitro diagnostické testy.
2. Kazeta je zalepena v ochranné folii. Nepouzivejte kazety, které maji poskozeny
obal. Nedotykejte se reakéni jamky na testovaci kazeté.
3. Nepouzivejte soupravu po uplynuti doby expirace
4, Nemichejte reagencie a material rliznych Sarzi.
5. Tampony v kitu jsou provéFené pro pouZiti testd Binax NOW® Legionella TEST,
nepouzivejte proto jiné tampony.
6. Roztoky pouzivané k vyrobé kontrol jsou inaktivovany pouzitim standardnich metod.
Zachazejte s pacientovym vzorkem, kontrolami i testovymi kazetami jako
s potencialné infekénim materidlem a dodrzujte hygienu prace.



SKLADOVANI A STABILITA

Skladujte soupravu pfi laboratorni teploté& (15-30°C). Reagencie Binax NOW® Legionella
TESTu jsou stabilni do doby expirace vyznacené na obalu. Nepouzivejte soupravu
po uplynuti doby exspirace.

15 - 30°C
Skladovaci
teplota

SBER VZORKU

Na sbér moci mohou byt pouzity standardni sbérné nadoby. Vzorky moci mohou byt
skladovany 24 hodin pfi laboratorni teploté, 14 dn{ pti 2-8°C v lednici nebo pfi -10°C az -
20°C i delSi dobu pred testovanim.

MUzete pridat kyselinu boritou jako konzervacni cinidlo.

Pokud je to nezbytné, mdze byt moc prepravovana v nerozbitnych kontejnerech pfi 2-8°C
nebo zmrazena.

Pred testovanim, vSak musi byt vSechny vzorky vytemperovany na laboratorni teplotu.

KONTROLA KVALITY

Denni kontrola kvality
Binax NOW® Legionella TEST obsahuje kontrolu v kazdé kazet&. Doporudeni vyrobce pro
denni kontrolu kvality je dokumentovat tyto kontroly pro kazdy vzorek.

Pozitivni kontrola
Rézovo-Cervenou kontrolni linii miZzeme povazovat za vnitfni kontrolu. Pokud se
k nému kapilarni proud dostane, pokazdé se objevi

Negativni kontrola
K vycisténi pozadi ve vysledkovém okné, které mlze byt svétle rlzové, dojde do 15-ti
minut. Pozadi by nemélo interferovat pri vyhodnoceni vysledku.

Externi pozitivni a negativni kontrola

Zasady dobré laboratorni praxe doporucuji pouzivat pozitivni a negativni kontroly k ovéreni
funkCnosti reagencii a spravného zobrazeni vysledku metody. Pozitivni a negativni
kontrolni tampony jsou soucasti kazdé soupravy a kontroluji cely proces stanoveni. DalSi
pozitivni a negativni tampony je mozné ziskat zvlast'. Pri pouziti tekutych mocovych kontrol
postupuijte jednoduse tak, jako by jste postupovali s pacientovymi vzorky.

Pozitivni a negativni vzorky testujte vzdy kdyZ oteviete novou soupravou v ramci bézné
laboratorni kontroly. Pokud nedojde k spravnym vysledkéim kontrol, netestujte vzorek od
pacienta a kontaktujte distributora.



STANOVENI

Neodstranuijte ochrannou folii z kazety dokud vzorek nedosahne laboratorni teploty.

1.

2.

vihw

Pfineste pacientlv vzorek do laboratorni teploty (15-30 °C) a t&sné pred testovanim
odstrarite ochrannou folii. Kazetu polozte na stdl vodorovné.

Ponorte Binax tampon do testovaného vzorku moce. Tampon musi byt ponoren cely.
Pred vyndanim tamponu se dotknéte tamponem stény nadoby aby jste odstranili
prebytecnou moc.

Zasunte Binax tampon do spodni jamky tak, aby byl cely vidét v horni jamce.

Z kapaci lahvicky z vysky asi 1-2 cm kapnéte 2 kapky Reagentu A do spodni jamky.
Odstrante adhezivni pasku na pravé strané testovaci kazety a zaviete kazetu. Vysledek
hodnot'te po 15 min.

[ ——
82 B8
. D Poznamke: Po zaveni destiky
* se miZe stat, Ze se porusi oblast
jamek ve kterém drzi tampon.
vysledek Dejte pozor, aby tamporigtal po
prectete dobu 15 minut fixovan viyvodni
Y okénku J poloze

Postup pri pouziti kontrolnich tamponti:

1.
2.
3.

Zasunte kontrolni tampon do spodni jamky, tak aby byl cely vidét v horni jamce.

Z kapaci lahvicky z vysky asi 1-2 cm kapnéte 6 kapek Reagentu A do spodni jamky.
Odstrante adhezivni pasku na pravé strané testovaci kazety a zaviete kazetu. Vysledek
prectéte po 15 min.



INTERPRETACE VYSLEDKO
NEGATIVNI RV C ox v ,
visLepek ~ Negativni  vysledek dava jednu ruzovo-Cervenou kontrolni

KONTROLA 6 linii horni Casti okenka. To znamena, ze test je negativni, probehl

VZOREK spravné a mocC neobsahuje antigen L. pneumophila sérotyp 1.

POZITVNI - pozitivni vysledek dava dvé rlZovo-cervené linie. Jednu

VISLEDEK | ontrolni v horni &asti okénka a jednu v dolni ¢asti, ktera znamena

KONTROLA pritomnost antigenu L. pneumophila sérotyp 1. Vzorky modi se

VZOREK slabsi pozitivitou davaji slabsi linie, ale kazda i slaba vzorkova
linie je povazovana za pozitivni vysledek.

CHYBNY CHYBNY
VYSLEDEK VYSLEDEK

T T Chybny vysledek - pokud se neobjevi zadna linie
VZOREK D VZOREK nebo se objevi jen linie v dolni Casti okénka je test

chybny a mél by byt opakovan.

BEZ POUZE
LINIi LINIE
VZORKU

Pozitivni vysledek: predpokladany pozitivni vysledek pro Legionella pneumophila sérotyp 1
v moci naznacuje soucasné nebo probéhlé onemocnéni.

Negativni vysledek: predpokladany negativni vysledek pro Legionella pneumophila sérotyp
1 v moci naznacuje ze neprobihd onemocnéni zplisobené Legionella pneumophila sérotyp
1 . Nevylucuje vSak onemocnéni jinymi sérotypy Legionell nebo pocatek onemocnéni, kdy
neni antigen v moci jesté prezentovan nebo hladina jesté neprestoupila prahové hodnoty
testu.

OMEZENI

Binax NOW® Legionella TEST je pouZitelny pouze pro vzorky modi. Jiné vzorky (sérum,
plasma, voda) nebudou vyhodnoceny.

Tento test nevyhodnocuje pFitomnost jinych sérotypl Legionella pneumophila a dalsich
Legionella sp. Pfi podezieni na pneumonii je doporucena kultivace k vylouceni jinych
infek¢nich agens.

Diagndza Legionarskych nemoci nemlze byt zalozena jen na Kklinickych pfiznacich a
radiologickém ndlezu. Neexistuje uspokojujici test pro diagnostiku Legionarské nemoci.
KaZdopadné kultivace, sérologické testy, detekce antigenu v modi a klinické nalezy mohou
prispét k presné diagndze.

Vylucovani antigenu Legionell zavisi individualné na kazdém pacientovi. Obvykle se antigen
presentuje nejdfive 3 dny po prvnich ptiznacich a persistuje az 1 rok po onemocnéni.
Pozitivni test tedy mlze znamenat soucasné nebo prodélané onemocnéni.



Test provedeny na diuretické moci nebude vyhodnocen.

Hodnoceni Binax NOW® Legionella TESTu bylo jen na hospitalizovanych pacientech. Test
nebyl zkousen na ambulantnich pacientech.

INTERPRETACE DAT

Klinicka citlivost a presnost (retrospektivni studie) ( Sensitivity )

Binax NOW® Legionella TEST byl ové&fen na 300 zmrazenych vzorcich mole. Sto t&chto
vzorkd bylo pozitivni na Legionella pneumophila sérotyp 1 podle kultivace, DFA, RIA nebo

IFA.

Celkové korelace NOW® testu a ostatnich laboratornich metod byla 95%.

Laboratorni diagndza

pozitivni | negativni Citlivost 95 % | (88,7 %-98,4 %)
NOW® pozitivni |95 10 Pfesnost |95 % [(91,0 %-97.6 %)
NOW® negativni |5 190 Spravnost |95 % (91,9 %-97,2 %)

Klinicka presnost (prospektivni studie)

Ve studii provedené na vzorcich hospitalizovanych pacientl s pfiznaky onemocnéni dolnich
cest dychacich nebo sepsi bylo provedeno testovani 93 cerstvych vzorkl moci. 100%
téchto predpokladané negativnich vzorkd bylo Binax NOW® Legionella TESTem uréena
jako negativni.

Cross-reaktivita

Z 200 negativnich vzorkli, které byly testovany, bylo 85 od pacientl s jinou nez
Legionellovou bakterémii, 84 s infekci mocovych cest, 14 s mykobakteridlni infekci, 5
s empyemem, 11 s jinymi plicnimi potizemi a 1 s pneumonii zplisobenou transtrachealnim
aspiratem.

Z t&chto 200 vzork{ testovanych Binax NOW® Legionella TESTem bylo 190 negativnich.

Reprodukovatelnost

Slepa studie Binax NOW® Legionella TESTu byla provedena na tfech oddélenych
pracovistich za pouziti panelu kdédovanych vzorkd. Panel obsahoval negativni, slabé
pozitivni, stfedné pozitivni a silné pozitivni vzorky. Vzorky byly testovany jak s kyselinou
boritou tak bez ni. Kazdy vzorek byl testovan v nékolika cyklech a 629 vzork{ z celkovych
630 dalo ocekavany vysledek.
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OBJEDNACI KATALOGOVA CISLA

852-000 Binax NOW® Legionella TEST (22 test(l v soupravé)
852-012 Binax NOW® Legionella TEST (12 test(l v soupravé)
852-010 Binax NOW® Legionella Kontrolni tampony
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