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MICROBIOLOGISTS

VIRAPID® LEGIONELLA
CULTURE

Fiir die In vitro diagnostik

VR002: Immunochromatographie-Test fiir die qualitative
Bestimmung der Legionella Gattung, Legionella pneumophila
Serogruppe 1 und Legionella pneumophila Serogruppen 1-15 in
Proben aus humanen respiratorischen Proben oder
Umweltproben erhaltene Bakterienkulturen. 25 Tests.

EINLEITUNG:

Der VIRAPID® LEGIONELLA CULTURE ist ein Immunoassay zur
qualitativen Bestimmung der Legionella-Gattung, Spezies und
Serogruppe. Dieser Test dient der beruflichen Nutzung und
Hilfestellung bei der Bestimmung des Legionella-Typs, der in
einer Bakterienkultur gefunden wird. Diese Proben kdnnen
zweierlei Herkunft sein: klinischer Herkunft oder aus der
Umwelt. Im erstgenannten Fall handelt es sich um
Bakterienkulturen, die aus respiratorischen Proben von an
atypischer Pneumonie erkrankten Personen erhalten werden.
Im zweiten Fall stammen die meisten Proben aus Kihltiirmen
fiir Klimaanlagen oder aus anderen Behaltern, in denen sich
Wasser fiir ldngere Zeitrdume anstauen kann, wie
Kondensatoren fiir Verdampfung, Schwimmbecken, Wannen
usw.

Die Gattung Legionella hat ungefahr 50 unterschiedliche
Spezies und etwa 80 verschiedene Serogruppen (Serotypen),
unter denen sich die L. pneumophila und insbesondere die
Serogruppen 1, 4 und 6 hervorheben, die flir die meisten Falle
von Legionellose verantwortlich sind. Unter diesen tritt die L.
pneumophila Serogruppe 1 als der Hauptkrankheitserreger in
Erscheinung, da sie 80% der Falle von Legionellose verursacht
und sich sowohl in Patienten als auch in Wasserproben von
Gebdudeanlagen haufiger isoliert. Verursacht atypische
Pneumonie, oft mit systemischen Symptomen. Ist fiir 10% der
Pneumonie-Félle verantwortlich, und zwar sowohl fir
diejenigen, die in der Gemeinschaft erworben wurden, als auch
fur die im Krankenhaus erworbenen Fidlle. Wahrend des
Verlaufs der Infektion wird eine Immunreaktion auf das
Antigen der Gruppe L. pneumophila ausgelost. Dennoch wird
das Vorhandensein anderer Legionella-Spezies im Wasser
ebenfalls als ein potenzieller Risikofaktor betrachtet. Spezies
wie Legionella micdadei, Legionella dumoffi, Legionella
bozemanii, Legionella feeli und Legionella longbeachae treten
oft in Wasserversorgungsanlagen auf und waren die Ursache
einiger bekannter Ausbriiche. Aus all diesen Griinden wird ein
Test benotigt, der die Legionella-Proben aus einer Kultur
klassifizieren und somit die Pathogenitdt davon bestimmen
kann.

Eine Art und Weise zur Bestimmung der Legionella-Spezies und
Serogruppe war die Verwendung von spezifischen Monoklonen
(Mab) aus verschiedenen Teilen der Bakterienwand. Fur die
Gattung wurden Anti-PAL-Monoklone verwendet
(peptidoglycan—associated-lipoprotein), die allen Legionella-
Spezies gemeinsam sind; fur die Spezies wurde ein Monoklon
gegeniber einem gemeinsamen Epitop verwendet, das in allen
Serogruppen (Serogruppen 1-15) von L. pneumophila
vorhanden ist, namlich das MOMP (Major Outer Membrane
Protein), wahrend fir die Serogruppe 1 der L. pneumophila

Monoklone gegenliber LPS verwenden werden

(Lipopolysaccharide).

PRINZIP DES TESTS:

Die Bakterien werden in einem Medium resuspendiert, um die
Bestandteile ihrer Wand zu extrahieren. Wenn die extrahierte
Probe in die Testmulden gegeben wird, wird das kolloidale
Gold I6slich gemacht und die erste Immunreaktion zwischen
den Bakterienbestandteilen und dem entsprechenden Mab,
der an das kolloidale Gold gebunden ist, wird ausgelost. Diese
Komplexe wandern durch die Membran zu den
entsprechenden Reaktionslinien (Testlinien), wobei eine rote
Linie erscheint, wenn sich der komplementare Mab, der an die
Membran gebunden ist, an diese Komplexe bindet. Jeder
Streifen weist eine Kontrolllinie auf, deren Aufgabe es ist, den
Versuch zu validieren. Diese muss in jedem Fall erscheinen,
auch wenn die Probe negativ ist.
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EIGENSCHAFTEN DES KITS:

Wir empfehlen lhnen, aufmerksam den Abschnitt
,Empfehlungen und VorsichtsmaBnahmen® durchzulesen.
VIRAPID® LEGIONELLA CULTURE identifiziert in nur einem
Versuch die wichtigsten Legionella—Gruppen, die von klinischer
und Umweltbedeutung sind. Der Test wird in wenigen Minuten
mithilfe  herkdmmlicher ~ Materialien und Gerdte in
Analyselaboren durchgefiihrt und kann visuell abgelesen
werden.

Die Verwendung von Monoklonen gegeniiber gemeinsamen
Antigenen gewabhrleistet die Reaktivitdt auf die verschiedenen
Spezies und Serogruppen, die noch nicht getestet wurden.

BESTANDTEILE DES KITS:

VIRCELL LEGIONELLA CULTURE CASSETTE: 25 Kassetten fir
die spezifische Detektion der Legionella-Gattung, L.
pneumophila Serogruppe 1 und L. pneumophila Serogruppen 1-
15.

IZI VIRCELL LEGIONELLA CULTURE DISRUPTER: 1 Tropfflasche
mit Pufferlésung. Enthalt Natriumazid.
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|§| VIRCELL LEGIONELLA POSITIVE CONTROL: 1 inaktivierte
getrocknete Suspension von L. pneumophila Serogruppe 1.

EI VIRCELL LEGIONELLA NEGATIVE CONTROL: 1 inaktivierte
getrocknete Suspension von Pseudomonas aeruginosa.

Bei 2-302C lagern, Verfallsdatum iiberpriifen

Zusatzlich bendtigte Materialien, die nicht im Kit enthalten
Thermoblock (optional)

Mikropipetten und entsprechende Spitzen.

Signaluhr

Vortex

LAGERBEDINGUNGEN:

Bei Raumtemperatur oder im Kihlschrank bei 2 bis 30°C
aufbewahren. Nicht einfrieren.

Verwenden Sie die Komponenten des Kits nicht mehr nach
Ablauf des Verfallsdatums. Das angegebene Verfallsdatum gilt
nur dann, wenn die Komponenten geschlossen bei 2 bis 302C
gelagert werden.

LAGERUNG DER ANGEBROCHENEN REAGENZIEN:

Reagenz Stabilitdt und lagerung

Nach dem Offnen innerhalb von

VIRCELL CASSETTE K
einer Stunde benutzen

Bei 2-302C lagern und vor Ablauf

VIRCELL DISRUPTER des Verfallsdatums verwenden

VIRCELL POSITIVE
CONTROL und VIRCELL

i2-8¢2
NEGATIVE  CONTROL 2 Monate bei 2-89C lagern

rekonstituierten

STABILITAT UND HANDHABUNG DER REAGENZIEN:

Das Kit ist bis zum Ablauf des Verfallsdatums stabil bei 2-302C.
Verwenden Sie alle Reagenzien unter aseptischen
Bedingungen, um eine Kontaminierung durch Mikroben zu
verhindern.

VIRCELL, S.L. haftet nicht fur die unsachgemafe Verwendung
der im Kit enthaltenen Reagenzien.

EMPFEHLUNGEN UND VORSICHTSMARNAHMEN:

1. Einsatz ausschlieRlich fir in-vitro diagnostische Zwecke. Nur
fiir den professionellen Einsatz.

2. Nur Kit-Bestandteile verwenden. VIRCELL CASSETTE, VIRCELL
DISRUPTER, VIRCELL POSITIVE CONTROL wund VIRCELL
NEGATIVE CONTROL verschiedener Chargen oder Kits nicht
untereinander austauschen.

3. Die Proben missen so behandelt werden, als wéaren sie
infektios, gemaR den Sicherheitsverfahren in Laboratorien.

4. Verwenden Sie Einmal-Schutzhandschuhe, einen Laborkittel
und eine Schutzbrille, wenn Sie die Proben handhaben.
Waschen Sie sich nach der Handhabung der Proben sorgfiltig
die Hande.

5. Verwenden Sie das Kit nach Ablauf des Verfallsdatums nicht
mehr.

6. Jedes nicht verwendete Material muss gemaR den geltenden
Bestimmungen entsorgt werden.

7. Die Komponenten dieses Gerdts konnen Substanzen
tierischen und/oder menschlichen Ursprungs haben. Auch
wenn dieses Material nicht infektios ist, muss es als potenziell
infektios behandelt werden. Das gesamte Material muss als

potenziell infektios gehandhabt und entsorgt werden.
Beachten Sie die lokalen Bestimmungen fir klinische Abfalle.
8.Das VIRCELL DISRUPTER enthdlt Natriumazid. Das
Natriumazid kann mit Metallrohren reagieren und explosive
Komponenten bilden. Verwenden Sie viel Wasser, wenn Sie die
Losung entsorgen. Beachten Sie die lokalen Bestimmungen fiir
Chemikalienreste.

9. Wenn der Test oder Elemente davon im Kuhlschrank
aufbewahrt werden, missen sie vor ihrem Gebrauch
Raumtemperatur aufweisen.

10. Die Kassetten sind in den ungedffneten Verpackungen bis
zu dem auf dem Etikett angegebenen Datum haltbar. Die
Verpackung erst direkt vor dem Gebrauch 6ffnen.

11. Es kénnen verschiedenen Tests gleichzeitig durchgefiihrt
werden.

12. Fir eine korrekte Funktionsweise des Tests muss eine
ausreichende Menge der Bakterienkultur in dem mitgelieferten
Medium in angemessener Weise resuspendiert werden.

TESTVORBEREITUNG:

Je Probe 8 Tropfen VIRCELL DISRUPTER @ (~200 ul) in
Eppendorf-ReaktionsgefaBen der GroRe 0,5 bis 1,5 ml
hinzugeben.

VIRCELL POSITIVE CONTROL und VIRCELL NEGATIVE CONTROL
vor der Anwendung mit 8 Tropfen VIRCELL DISRUPTER @
rekonstituieren. In einem Vortex schitteln, bis eine
ausreichende Homogenisierung erreicht ist.

PROBENGEWINNUNG UND HANDHABUNG:

Zwei typische Kolonien (1-3 mm) der Petrischale auswahlen
und in 8 Tropfen VIRCELL DISRUPTER @ erneut suspendieren. In
einem Vortexgerat mischen, bis die Suspension vollstandig
homogenisiert ist.

TESTDURCHFUHRUNG:

1. Alle Reagenzien 1 Stunde vor der Ausfiihrung des Tests
entnehmen, damit sie Umgebungstemperatur erreichen. Die
Kassette nicht aus der Verpackung nehmen.

2. Die Packung offnen und Kassette m auf einer ebenen
Oberflache anordnen.

3. Die Probe mithilfe eines Vortexgerates homogenisieren.

4. Mit einer automatischen Mikropipette in jede Mulde 90 pl
der Probe abmessen und immer mit dem Test L.GENUS
beginnen.

5. Ablesen der Ergebnisse nach 30 Minuten.

ASpdteres Ablesen als nach 30 Minuten kann zu ungenauen
Ergebnissen fiihren.

INTERNE QUALITATSKONTROLLE:

Jede Charge wird vor ihrer Auslieferung einer internen
Qualitatskontrolle unterzogen, wobei das Validierungsprotokoll
strengste Anforderungen erfillt. Das Protokoll zu jeder Charge
ist auf Anfrage verfiigbar. Im Lieferumfang sind positive und
negative Kontrollen enthalten, um die korrekte Funktionsweise
des Kits in lhrem Labor zu bestdtigen. Fir deren Anwendung
erfolgt nach der Rekonstitution (siehe
,Reagenzienvorbereitung”) deren Untersuchung gemal dem
,Testverfahren”.
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INTERPRETATION DER ERGEBNISSE UND TEST-VALIDIERUNG
FUR ANWENDER:

Um die Ablesung der Ergebnisse durchzufiihren und
festzustellen, ob die Probe positiv ist, wird eine im Kit
enthaltene Intensitdtenkarte verwendet. Diese weist vier
farbmetrische Stufen von 0,5 bis 3 auf. Wenn die Intensitat der
Testlinie unter 0,5 liegt, wird die Probe als negativ angesehen.
Sie gilt als positiv, wenn der Streifen groBer oder gleich diesem
Wert ist.

Wenn in der Probe eine spezifische Legionella jedes Konjugats
vorhanden ist, erscheinen gefarbte Linien in dem
entsprechenden Bereich. Eine Kultur ist positiv, wenn neben
der Kontrolllinie, deren Aufgabe es ist, Uber die Glltigkeit des
Assays zu informieren, eine oder mehrere der Testlinien in
Erscheinung treten.

Die Interpretation der positiven Ergebnisse wird ausgehend
von den folgenden Fotografien ausgefiihrt und ist in der
folgenden Tabelle zusammengefasst:
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GATTUNG L. PNEUMOPHILA L. PNEUMOPHILA NEGATIVE
POSITIVE SEROGRUPPE 1 SEROGRUPPEN 2-
LEGIONELLA POSITIVE 15 POSITIVE
SPEZIES
GATTUNG SEROGIRUPPE (SEROGRUPPEN | KL INTERPRETATION
1-15)
+ - - + Gattung Legionella
Legionella
+ + + + pneumophila
Serogruppe 1
Spezies Legionella
+ - + + pneumophila
(Serogruppen 2-15)
- - - + Keine Legionella
UNGULTIGES
*) *) ) ERGEBNIS
. R . . UNGULTIGES
ERGEBNIS
j _ N N UNGULTIGES
ERGEBNIS
_ . A N UNGULTIGES
ERGEBNIS
R R ) . UNGULTIGES
ERGEBNIS

KL: steht fiir die Kontrolllinie des Tests
(*): Unabhéangig vom Ergebnis

Ungltige Ergebnisse mussen mit einer neuen
Bakteriensuspension wiederholt werden. Wenn die Ergebnisse
auch nach dem Wiederholungstest unglltig sind, sollte nach
der erneuten Isolierung der Kultur ein neuer Test ausgefiihrt
werden; anderenfalls sollte ein anderer Test verwendet
werden, um die Kultur zu charakterisieren.

EINSCHRANKUNGEN:

1. Dieser Test ist zur Verwendung mit Aus humanen
respiratorischen Proben oder Umweltproben erhaltene
Bakterienkulturen. Er wurde nicht mit anderen Probentypen
verifiziert.

2. Dem Anwender des Tests wird empfohlen, diese
Gebrauchsanleitung vor der Testdurchfiihrung sorgfaltig zu
lesen und die einzelnen Schritte nachzuvollziehen. Die strikte
Einhaltung der Gebrauchsanleitung ist notwendig, um
verlassliche und reproduzierbare Ergebnisse zu erlangen,
Insbesondere das korrekte Pipettieren der Probe und der
Reagenzien und die Inkubationszeiten und —temperaturen sind
flr die Genauigkeit der Ergebnisse essenziell.

3. Der Test wurde nicht zur Identifizierung kompletter
Bakterien oder Bakterienbestandteile direkt aus biologischen
Proben wie Urin, respiratorischen Sekreten oder Wasser
entwickelt und bewertet.

4. Wie bei jedem diagnostischen Test missen die Ergebnisse
unter Berlicksichtigung aller klinischen und Labordaten
bewertet werden. Die Ergebnisse der Proben sollten immer in
Verbindung mit den klinischen Daten wund anderen
diagnostischen Ergebnissen interpretiert werden.

5. Die Testergebnisse sind qualitativer Natur.

6. Die Zuverlassigkeit der Ergebnisse hangt von einer
geeigneten Probengewinnung, Transport, Lagerung und
Verarbeitungsverfahren ab und kulturen.

7. Ein negatives Ergebnis schlieBt nicht die Moglichkeit aus,
dass ein Legionella-Stamm in der Probe vorhanden ist. Das
Vorhandensein des Mikroorganismus in Mengen unterhalb der
Nachweisgrenze des Versuchs kann zu einem negativen
Ergebnis fuhren.

8. Obwohl der Test mit einer grofen Anzahl isolierter
Legionella-Kulturen bewertet wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass einige Legionella-Stamme
antigenische Unterschiede aufweisen, die dazu flhren, dass sie
auf den Test nicht reagieren.

9. Ein positives Testergebnis schlieRt die Moglichkeit nicht aus,
weitere Pathogene mit der Erkrankung assoziiert sind.

LEISTUNGSDATEN:

* SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT:

Drei  Probengruppen  wurden analysiert, um die
Leistungsmerkmale des Tests zu bewerten: Gruppe )
Bakterienstimme aus Referenzsammlungen (NCTC, DSMZ,
ATCC) und 13 nicht-klinische Legionellen; Gruppe Il) 141
Kolonien, die aus 64 Wasserproben isoliert wurden, die von
einem akkreditierten Wasseranalyselabor fiir Legionella-Tests
erhalten wurden; und Gruppe Ill) eine Gruppe Kklinischer
isolierter Kulturen, die aus 8 Pseudomonas sp bestehen, 1
Acinetobacter sp, 1 Staphylococcus aureus, 1 Streptococcus
viridans, 1 Haemophilus sp und 2 Streptococcus sp, von einem
spanischen Krankenhaus.

Die Ergebnisse sind wie folgt:

Testlinie Sensitivitdt (%) | Spezifitat (%)
Legionella pneumophila 97%
Serogruppe 1
Legionella pneumophila

100% >99%
(Serogruppen 1-15)
Gattung Legionella 100%
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o ANALYTISCHE SENSITIVITAT:

Mit einer Suspension von L. pneumophila Serogruppe 1 (ATCC
33152) McFarland 0,25, 1 Suspension von L. pneumophila
Serogruppe 5 (ATCC 33216) Mc Farland 0,5 oder einer
Suspension von Legionella longbeachae (NC11530-02)
McFarland 0,25 hat das Kit zu einem positiven Ergebnis
gefihrt.

* INTRA-ASSAY GENAUIGKEIT:

4 Proben (eine positive in der Ndhe der Bestimmungsgrenze flr
jedes Testlinie und eine negative) wurden 5 Mal in einem
einzigen Test untersucht, der von demselben Anwender unter
denselben Arbeitsbedingungen durchgefiihrt wurde.

In allen Versuchen wurden dhnliche Ergebnisse beobachtet.

* INTER-ASSAY GENAUIGKEIT:

4 Proben (eine positive in der Ndhe der Bestimmungsgrenze flr
jedes Testlinie und eine negative) wurden einzeln 3 Tage lang
nacheinander von zwei verschiedenen Anwendern getestet.

In allen Versuchen wurden dhnliche Ergebnisse beobachtet.

o KREUZREAKTIVITAT UND INTERFERENZEN:

Die folgenden klinischen isolierten Bakterienkulturen wurden
untersucht: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp (8
isolierte  Kulturen), Salmonella sp, Proteus mirabilis,
Xantomonas sp, Aeromonas sp, Enterobacter aerogenes
Staphylococcus aureus (2 isolierte Kulturen), Escherichia coli,
Serratia sp, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus,
Klebsiella sp, Citrobacter sp, Acinetobacter sp, Haemophilus sp,
Streptococcus sp (2 isolierte Kulturen) und Streptococcus
viridians, alle Proben stammen von einem spanischen
Krankenhaus. Es wurde kein falsch-positives Ergebnis erhalten.

BENUTZTE ETIKETTEN-SYMBOLE:
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Karte fur die Interpretation von
VIRAPID®
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Bei Fragen wenden Sie sich bitte an:
customerservice@vircell.com
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