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Das Legionella 1gG/IgM/IgA-ZEUS-ELISA-Testsystem ist ein Enzymimmunassay (ELISA) zum qualitativen Nachweis von Gesamt-Antikérpern (IgG/IgM/IgA) gegen
Legionella pneumophila Serogruppen 1-6 in Humanserum. Dieser Test ist zur In-vitro-Diagnostik vorgesehen.

L. pneumophila wurde 1977 von Wissenschaftlern als Erreger der Legionellose (Legionellen-Pneumonie oder Legionarskrankheit) identifiziert.! Die Familie der
Legionellaceae umfasst gegenwartig mehr als 25 Spezies und 33 Serogruppen, wovon mindestens 18 Spezies mit Pneumonie assoziiert sind; diese sind fiir etwa 1-5 %
aller Pneumoniefélle verantwortlich.?2 L. pneumophila sind pleomorphe, plumpe oder lidnglich-fusiforme Stidbchenbakterien. Eine Gramfarbung ist nur schwer
durchfuhrbar, fillt jedoch negativ aus.

Die Antikorperantwort auf L. pneumophila kann spezifisch oder unspezifisch sein, da der Patient moglicherweise Antikorper gegen dhnliche Antigene anderer gram-
negativer Bakterien besitzt. Die optimalen Zeitpunkte zur Probenentnahme sind offensichtlich innerhalb der ersten Krankheitswoche oder sobald wie méglich nach
Krankheitsbeginn (Akutprobe) und mindestens drei Wochen nach Krankheitsbeginn (Rekonvaleszentenprobe).? Bei der IFA-Methode gilt ein einzelnes Ergebnis von
groRer als oder gleich 1:256 als prasumtiver Nachweis fiir eine Legionellen-Infektion. Berichten zufolge ist bei bis zu 25 % der Patienten kein diagnostischer Titer
nachweisbar.* Die Prazision serologischer Verfahren kann jedoch durch die Verwendung mehrerer Legionellen-Spezies>® als Antigenquelle und eines polyvalenten
Konjugats, das gegen IgG, IgM und IgA’ gerichtet ist, maximiert werden.

Das Legionella ZEUS-ELISA-Testsystem dient zum Nachweis von Antikérpern der Klasse(n)mm IgG/IgA/IgM zum Legionella in humanen Sera. Die Probenfelder auf

Kunststoffstreifen wurden durch passive Absorption mit Legionella-Antigen erstellt. Das Testverfahren umfasst drei Inkubationsschritte:

1. Die (richtig verdiinnten) Testsera werden in Antigen-beschichteten Probenfeldern inkubiert. Antigen-spezifische Antikorper in der Probe binden sich an das
immobilisierte Antigen. Die Platte wird gewaschen, um ungebundene Antikérper und andere Serumkomponenten zu entfernen.

2. Mit Peroxidase konjugiertes anti-humanes-IgG/ligA/IgM wird in die Felder gegeben und die Platte wird inkubiert. Das Konjugat reagiert mit dem IgG-Antikérper,
der in Schritt 1 in solider Phase immobilisiert wurde. Die Felder werden gewaschen, um nicht reagiertes Konjugat zu entfernen.

3.  Die Probenfelder mit dem immobilisierten Peroxidase-Konjugat werden mit Peroxidase-Substratlésung inkubiert. Die Hydrolyse des Substrats durch Peroxidase
bewirkt eine Farbanderung. Nach einer bestimmten Zeit wird die Reaktion gestoppt und die Farbintensitit der Losung fotometrisch gemessen. Die
Farbintensitat der Losung hangt von der Antikdrperkonzentration in der urspriinglichen Testprobe ab.

Gelieferte Materialien

Jedes Testsystem enthalt die folgenden Komponenten in ausreichenden Mengen, um die auf der Verpackung angegebene Anzahl von Tests durchzufiihren. HINWEIS:
Folgende Komponenten enthalten <0,1 % (Gtrmm-Vol.-%) Natriumazid als Konservierungsmittel): Kontrollfliissigkeiten, Kalibrierer und Probenverdiinner.

Platte: Jede Platte ist fir 96 Bestimmungen vorgesehen. (12x1x8 Probenfelder); Mikrotiterstreifen, die mit einer hitzeinaktivierten Zubereitung aus

L. pneumophila-Antigenen (Gruppen 1-6) beschichtet sind. Die Streifen befinden sich in einem Streifenhalter und sind in Umschlagen mit einem
Trockenmittel versiegelt.

PLATE

=

CONJ 2. Konjugat: Konjugiertes (Meerrettich-Peroxidase) Ziegen-Anti-human-lgG/IgM/IgA. Ein (1) 15 ml-Fldschchen mit weiBem Deckel. Gebrauchsfertig.
CONTROL + 3. Positiv-Kontrollflissigkeit (humanes Serum): Ein (1) 0,35 ml-Fldschchen mit rotem Deckel.
CAL 4. Kalibrierer (humanes Serum): Ein (1) 0,5 ml-Flaschchen mit blauem Deckel.

{

CONTROL ‘ - 5. Negativ-Kontrollflissigkeit (humanes Serum): Ein (1) 0,35 ml-Flaschchen mit griinem Deckel.

bIL SPE 6 SAVe Diluent® (Probenverdiinner): Eine (1) 30 ml-Flasche (griiner Deckel) mit Tween-20, bovinem Serumalbumin und Phosphat-gepufferter
* Kochsalzlésung. Gebrauchsfertig. HINWEIS: Das Verdiinnungsmittel &ndert in Anwesenheit von Serum seine Farbe.
SOLN TMB | 7. TMB: Eine (1) orange 15 ml-Flasche (oranger Deckel) mit 3,3',5,5'- Tetramethylbenzidin. Gebrauchsfertig.

SOLN

STOP | 8. Stopplosung: Eine (1) 15 ml-Flasche (roter Deckel) mit 1M H2S04, 0,7M HCI. Gebrauchsfertig.

Waschpufferkonzentrat (10X): 1 Teil Konzentrat mit 9 Teilen deionisiertem oder destilliertem Wasser verdiinnen. Eine (1) 100 ml-Flasche
(durchsichtiger Deckel) mit einer 10fach-konzentrierten Phosphat-gepufferten Kochsalzlésung und Tween-20 Losung (blaue Losung). HINWEIS: Die 1X-
Losung hat einen pH von 7,2 £ 0,2.

WASHBUF | 10X

©

HINWEISE:

1. Die folgenden Komponenten sind nicht Testsystem-Chargennummer-abhéngig und kénnen bei jedem ZEUS-ELISA-Test eingesetzt werden: TMB, Stopplosung
und Waschpuffer. Der Probenverdiinner SAVe Diluent® kann bei jedem ZEUS-ELISA-Test in Verbindung mit der Produktnummer 005CC eingesetzt werden.

2. Das Testsystem enthilt auRerdem Komponentendatenetikett mit chargenspezifischer Information in der Testsystem-Box.

=

Nur zum Gebrauch in In-vitro-Diagnosen.

Bei der Handhabung von Laborreagenzien normale Vorsichtsmassnahmen einhalten. Bei Kontakt mit den Augen sofort mit reichlich Wasser spiilen und

arztlichen Rat einholen. Angemessene Schutzkleidung, Handschuhe und Augen-/Gesichtsschutz tragen. Dampfe nicht einatmen. Bei der Entsorgung von Abfillen

alle 6rtlichen und nationalen Gesetze befolgen.

3.  Die Felder auf der ELISA-Platte enthalten keine lebensfdhigen Organismen. Dennoch sollten die Streifen als potenzielle biologische Gefahrenstoffe eingestuft
und entsprechend behandelt werden.

4.  Die Kontrollflissigkeiten sind potenzielle biologische Gefahrenstoffe. Die Quellenmaterialien dieser Produkte wurden mit anerkannten Testmethoden negativ
auf HIV-1-Antigen, HBsAg. und auf Antikérper gegen HCV und HIV getestet. Keine Testmethode kann jedoch eine komplette Gewdahr dafiir liefern, dass keine
infektiosen Agenten vorhanden sind, und deshalb sind diese Produkte gemaR Biosicherheitsstufe 2 zu behandeln, wie fiir alle potenziell infektiosen humanen
Serum- oder Blutproben in der aktuellen Ausgabe des Handbuchs ,Biosafety in Microbiological und Biomedical Laboratories" der Centers for Disease
Control/National Institutes of Health und ,,Standard for Bloodborne Pathogens“*® von OSHA empfohlen.

5. Einhalten der angegebenen Inkubationszeit und Temperatur ist entscheidend fir akkurate Resultate. Alle Reagenzien miissen vor dem Test Zimmertemperatur

(20-25 °C) annehmen. Nicht verbrauchte Reagenzien sofort nach Gebrauch wieder auf Kiihlschranktemperatur bringen.

g
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6.  Falsches Waschen kann falsche positive bzw. negative Resultate erzeugen. Sicherstellen, dass Waschmittelreste auf ein Minimum reduziert werden (z.B. durch
Trocknen mit Papier oder Aspiration), bevor Konjugat oder Substrat zugefugt wird. Die Felder zwischen Inkubationen nicht austrocknen lassen.

7. Das Probenverdinnungsmittel, die Kontrollen, und das Kalibrierer enthalten 0,1 % (Gramm-Vol.-%) Natriumazid.). Natriumazid bildet Blei- und Kupferazide in
Laborabflussrohren, die bei Rohrleitungsschlagen Explosionen verusachen konnen. Waschbecken nach dem Ausgiefen von Natriumazid-haltigen Losungen
grundlich ausspulen, um Explosionen zu verhindern.

8.  Die Stopplosung ist bei Einatmen, Hautkontakt und Verschlucken GIFTIG und kann Verbrennungen verursachen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort arztlichen Rat
einholen.

9.  Die TMB-Lésung ist SCHADLICH. Sie ist ein Irritans fiir Augen, Atmungssystem und Haut.

10. Das Waschpufferkonzentrat ist ein IRRITANS fiir Augen, Atmungssystem und Haut.

11. Die Unterseite der Platte von Fliissigkeitsriickstanden und/oder Fingerabdriicken, die die optische Dichteablesung (OD) stéren kénnten, sauber wischen.

12. Verdiinnung oder Verpanschung der Reagenzien kann falsche Resultate erzeugen.

13. Keine Reagenzien aus anderen Quellen oder von anderen Herstellern verwenden.

14. Die TMB-L6sung sollte bei der Anwendung farblos, sehr hell gelb, sehr hell griin oder sehr hell blau sein. Ein Kontamination der TMB mit Konjugat oder anderen
Oxidanzien fuhrt zu einer vorzeitigen Farbanderung der Losung. Die TMB-Losung nicht verwenden, wenn sie merklich blau ist.

15. Niemals mit dem Mund pipettieren. Kontakt von Reagenzien und Patientenproben mit der Haut oder Schleimhauten vermeiden.

16. Mikrobielle Kontamination von Reagenzien vermeiden. Inkorrekte Resultate sind moglich.

17. Querkontamination von Reagenzien und/oder Proben kann fehlerhafte Ergebnisse erzeugen

18. Wiederverwendbare Glasbehélter miissen gewaschen und griindlich von allen Detergenzien frei gespult werden.

19. Spritzen oder Erzeugung von Aerosolen vermeiden.

20. Reagenzien in der Aufbewahrung oder bei der Inkubation keinem starken Licht aussetzen.

21. Die Probenfelderstreifen und den Halter auf Zimmertemperatur kommen lassen, bevor der Schutzumschlag gecffnet wird, um die Felder vor Kondensation zu
schitzen.

22. Die Waschlosung in einem Entsorgungsbassin sammeln. Die verbrauchte Losung mit einem Desinfizierer (z. B. 10-prozentiger Haushaltsbleiche - 0,5 %
Natriumhypochlorit) behandeln. Reagenzien keinen Bleichdampfen aussetzen.

23. Vorsicht: Flussigkeitsabfélle mit saurem pH vor Zufiigen in die Bleichlésung neutralisieren.

24. Die ELISA Platte nicht verwenden, wenn der Indikatorstreifen auf dem Trockenmittelbeutel nicht blau, sondern rosa ist.

25. Konjugat nicht mit Behaltern oder Instrumenten in Kontakt kommen lassen, die vorher eine Losung mit Natriumazid als Konservierungsmittel enthalten haben
kénnten. Rickstande von Natriumazid kénnen die Enzymaktivitat des Konjugats unterbinden.

26. Die reaktiven Reagenzien keinen Losungen mit Bleichmittel oder starken Gerlichen von Ldsungen mit Bleichmittel aussetzen. Spuren von Bleichmittel
(Natriumhypochlorit) konnen die biologische Aktivitat vieler reaktiver Reagenzien in diesem Testsystem unterbinden.

1.  ELISA-Probenfeldleser mit Lesefdhigkeit fur eine Wellenldnge von 450 nm. HINWEIS: Es kann ein Lesegerit fiir eine (450 nm) oder zwei Wellenldngen
(450/620-650 nm) verwendet werden. Zwei Wellenlingen werden bevorzugt, da der zusitzliche Referenzfilter potenzielle Interferenzen aufgrund von
anomaler Lichtabsorption verringert.

2.  Pipetten mit Fahigkeit zu praziser Abgabe von 10 bis 200 pl.

3. Multikanal-Pipette mit Fahigkeit zu praziser Abgabe von 50 bis 200 pl.

4.  Reagenzreservoirs fir Multikanal-Pipetten.

5. Waschflasche oder Probenfeld-Waschsystem.

6. Destilliertes oder deionisiertes Wasser.

7. Messzylinder, 1 Liter.

8.  Serologische Pipetten.

9. Einweg-Pipettenspitzen.

10. Papierhandticher.

11. Labor-Stoppuhr zur Uberwachung der Inkubationsschritte.

12. Entsorgungsbassin und Desinfizierer. 10 % Haushaltsbleichmittel, 0,5% Natriumhypochlorit.)

Beschichtete Probenfeldstreifen: Ubrige Streifen sofort wieder mit Trockenmittel versiegeln und zur korrekten Aufbewahrung
zuriickbringen. Nach Offnen des Umschlags sind die Streifen bis 60 Tage stabil, wenn der Indikatorstreifen auf dem Trockenmittelbeutel blau
Jrs"c bleibt.
2°C Konjugat — NICHT EINFRIEREN.
Ungeoffnetes Testsystem, Kalibrierer, Positiv-Kontrollflissigkeit und Negativ-Kontrollflissigkeit, TMB, Probenverdiinner
25°C Stoppldsung: 2 - 25°C
. Jﬂr Waschpuffer (1X): 20 - 25°C bis zu 7 Tage, 30 Tage zwischen 2 - 8°C.
2°C Waschpuffer (10X): 2 - 25°C

1. Es wird von ZEUS Scientific empfohlen, dass die Probenahme durch den Benutzer in Ubereinstimmung mit dem aktuellen NCCLS-Dokument M29: Protection of
Laboratory Workers from Infectious Disease erfolgt.

2.  Keine Testmethode kann eine komplette Gewdhr dafir liefern, dass humane Blutproben keine Infektionen Ubertragen. Deshalb mussen alle Blutderivate als
potenziell infektios behandelt werden.

3. Fir diesen Test nur frisch entnommene und richtig gekiihlte Sera verwenden, die mit zugelassenen aseptischen Venenpunkturverfahren gewonnen wurden.® °
Nicht verwenden, wenn Antikoagulanzien oder Konservierungsmittel zufligt sind. Hamolysierte, lipemische oder bakteriell kontaminierte Sera vermeiden.

4.  Proben nicht langer als 8 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahren. Erfolgt der Test nicht innerhalb von 8 Stunden, kénnen Sera zwischen 2 °C und 8°C bis
zu 48 Stunden aufbewahrt werden. Wird eine noch langere Testverzogerung vorausgesehen, Testsera bei —20 °C oder darunter aufbewahren. Nicht mehrmals
einfrieren/auftauen, weil dies zu einem Verlust der Antikdrperaktivitat und damit fehlerhaften Resultaten fiihren kénnte. Es ist die Verantwortung der einzelnen
Labors, alle verfuigbare Literatur und/oder eigenen Studien zu Bestimmung der Stabilitatskriterien fiir das eigene Labor zu verwenden (14).

1. Die verschiedenen Komponenten aus der Aufbewahrung holen und auf Zimmertemperatur (20-25 °C) erwdrmen lassen.

2. Die benétigte Anzahl Probenfelder feststellen. Sechs Kontrollfliissigkeit/Kalibrierer-Festlegungen pro Test (eine Leerwertprobe, eine Negativ-Kontrollflissigkeit,

drei Kalibrierer und eine Positiv-Kontrollflissigkeit) einplanen. Bei jedem Test eine Leerwertprobe testen. Software- und Leseranforderungen fiir die korrekte
Kontrollflussigkeit/Kalibrierer-Konfiguration priifen. Nicht verwendete Streifen in den wiederverschlieRbaren Beutel mit Trockenmittel legen, versiegeln und zur
Aufbewahrung zwischen 2 °C und 8 °C zurtickbringen.
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10.
11.
12.
13.

14.

BEISPIEL PLATTENEINSTELLUNG
1 2
Leerwertprobe Patient 3
Negativ-Kontrollflussigkeit Patient 4
Kalibrierer usw.
Kalibrierer
Kalibrierer
Positiv-Kontrollflussigkeit
Patient 1
H Patient 2
Eine 1:21 Verdinnung (z.B. 10 pl Serum + 200 pl Probenverdiinner) von Negativ-Kontrollflissigkeit, Kalibrierer, Positiv-Kontrollflissigkeit und jedem
Patientenserum herstellen. HINWEIS: Zur Bestatigung der Mischung der Probe mit dem Verdiinnungsmittel dndert das Probenverdiinnungsmittel seine Farbe.
Je 100 pL der verdinnten Kontrollflissigkeiten, Kalibrierer und Patientenproben in Felder geben. Proben gut durchmischen. Fiir jede Probe einen neue
Pipettenspitze verwenden.
100 pl Probenverdiinner als Leerwertprobe in Feld Al geben. Software- und Leseranforderungen fiir die korrekte Felderkonfiguration fiir die Leerwertprobe
prifen.
Platte bei Zimmertemperatur (20-25°C) 25 + 5 Minuten lang inkubieren.
Die Probenfelderstreifen 5 Mal waschen.
a.  Waschen von Hand:

1. Die Flussigkeit kraftig aus den Feldern herausschitteln.

2. Jedes Probenfeld mit Waschpuffer fillen. Sicherstellen, dass die Felder keine Luftbldaschen enthalten.

3. Schritte 1. und 2. flr insgesamt 5 Waschen wiederholen.

4.  Die Waschlosung aus den Feldern herausschitteln. Die Platte auf ein Papierhandtuch legen und kréaftig klopfen, um alle Waschlésungsreste aus den
Feldern zu entfernen. Die Platte visuell auf evtl. verbleibende Waschlésung inspizieren. Waschldsung in einem Einweg-Bassin sammeln und am Ende
der taglichen Tests mit Desinfizierer behandeln.

b.  Automatisches Waschen:
Bei Verwendung einer automatischen Probenfeld-Waschvorrichtung das Abgabevolumen auf 300-350 pl/Feld einstellen. Den Waschzyklus auf 5 Waschen
ohne Pause zwischen den Waschen stellen. Falls nétig, die Probenfelderplatte aus dem Wascher entnehmen, auf ein Papierhandtuch legen und kraftig
klopfen, um alle Waschlésungsreste aus den Feldern zu entfernen.
100 pl Konjugat mit derselben Rate und Reihenfolge wie bei den Proben in jedes Feld geben, einschlieBlich in das Feld mit Leerwertprobe.
Platte bei Zimmertemperatur (20-25°C) 25 + 5 Minuten lang inkubieren.
Probenfelder wie in Schritt 7 beschrieben waschen.
100 pl TM-L6sung mit derselben Rate und Reihenfolge wie bei den Proben in jedes Feld geben, einschlieBlich in das Feld mit Leerwertprobe.
Platte bei Zimmertemperatur (20-25°C) 10 + 15 Minuten lang inkubieren.
Reaktion durch Zuftigen von 50 pl Stopploésung mit derselben Rate und Reihenfolge wie bei TMB in jedes Feld stoppen, einschlieBlich in dem Feld mit
Leerwertprobe. Positive Proben dndern ihre Farbe von blau zu gelb. Nach Zufiigen der Stopplosung mehrmals an die Platte klopfen, um sicherzustellen, dass sich
die Proben gut durchmischen.
Den Probenfeldleser auf eine Wellenldnge von 450 nm stellen und die optische Dichte (OD) jedes Feldes gegen die Leerwertprobe messen. Die Platte innerhalb
von 30 Minuten nach Zufiigen der Stopplosung lesen.

AMmMO(O|m|>

TESTVERFAHREN IN KURZFORM
1. Serum 1:21 verdlnnen.
2. Verdlinntes Serum in Probenfelder geben - 100uL/Feld
3—> 25 bis 5 Minuten inkubieren.
4. Waschen.
5. Konjugat zufligen - 100uL/Feld.
6, > 25 bis 5 Minuten inkubieren.
7. Waschen.
8. TMB zufligen - 100pL/Feld.
9— > 10 bis 15 Minuten inkubieren.
10. Stopplésung zufiigen - 50uL/Feld
11. Innerhalb von 30 Minuten ABLESEN.

Bei jeder Prozedur muss der Kalibrierer dreifach angewendet werden. Eine Leerwertprobe, eine Negativ-Kontrollfliissigkeit und eine Positiv-Kontrollfliissigkeit
sind ebenfalls einzubeziehen.

Den Mittelwert der drei Kalibriererfelder berechnen. Weicht einer dieser drei Werte um mehr als 15 % vom Mittelwert ab, diesen Wert verwerfen und den
Mittelwert der anderen beiden Felder berechnen.

Der OD-Mittelwert fir den Kalibrierer, fir die Positiv- und Negativ-Kontrollflissigkeiten sollten in die folgenden Bereiche fallen:

OD-Bereiche
Negativ-Kontrollflissigkeit <0,250
Kalibrierer >0,300
Positiv-Kontrollflussigkeit >0,500

a.  Die OD der Negativ-Kontrollflussigkeit dividiert durch die mittlere OD des Kalibrierers sollte < 0,9 ergeben.

b.  Die OD der Positiv-Kontrollflissigkeit dividiert durch die mittlere OD des Kalibrierers sollte > 1,25 ergeben.

c.  Werden diese Bedingungen nicht eingehalten, muss der Test als ungiiltig gelten und wiederholt werden.

Die Positiv-Kontrollfliissigkeit und Negativ-Kontrollfliissigkeit dienen nur zur Uberwachung eines erheblichen Reagenzversagens und garantieren keine Prazision
am Test-Grenzwert.

Zusatzliche Kontrollflissigkeiten kénnen in Ubereinstimmung mit Richtlinien oder Vorschriften von értlichen oder staatlichen Stellen oder anerkannten
Organisationen verwendet werden.

Siehe NCCLS Dokument C24: Statistical Quality Control for Quantitative Measurements Procedures fiir Hinweise zu sachgemdfen MaRnahmen zur
Qualitatssicherung.
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10.

11.

12.

Berechnungen:

a.  Korrekturfaktor: Ein Grenzwert fur den OD-Wert von positiven Proben wurde vom Hersteller festgelegt und mit dem Kalibrierer korreliert. Der
Korrekturfaktor (CF) ermoglicht die Festlegung des Grenzwerts flr positive Proben unter Beriicksichtigung von leichten Abweichungen der Testresultate
von Tag zu Tag. Der Korrekturfaktor wird fir jede Charge von Komponenten festgelegt und ist auf das Datenetikett in der Testsystem-Box aufgedruckt.

b.  OD-Grenzwert: Um den OD-Grenzwert zu erhalten, den CF mit dem oben berechneten mittleren OD-Wert des Kalibrierers multiplizieren.

(CF x OD-Miittel Kalibrierer = OD-Grenzwert)
C. Indexwerte oder OD-Raten: Den Indexwert bzw. die OD-Rate fir jede Probe durch Teilung ihres OD-Werts durch den OD-Grenzwert aus Schritt b

berechnen.
Beispiel  OD-Mittel Kalibrierer = 0,793
Korrekturfaktor (CF) = 0,25
OD-Grenzwert = 0,793 x 0,25 = 0,198
Unbekannte Proben-OD = 0,432
Indexwert oder OD-Rate = 0,432/0.198 = 2,18

Auswertung: Indexwerte bzw. OD-Raten werden wie folgt interpretiert
Indexwerte oder OD-Raten

Negative Proben <0,90
Unbestimmte Proben 0,91 bis 1,09
Positive Proben >1,10

a.  Eine OD-Ratio von < 0,90 bedeutet, dass keine nachweisbaren Antikérper (IgG/IgM/IgA) gegen L. Pneumophila vorhanden sind. Ein negatives Ergebnis
entspricht etwa einem IFA-Titer von weniger als 1:256. Ein negatives Ergebnis schlieft eine Legionellen-Infektion nicht aus.

b.  Eine OD-Ratio von > 1,10 bedeutet, dass Antikérper (IgG/IgM/IgA) gegen L. Pneumophila nachgewiesen wurden und der Patient zu irgendeinem Zeitpunkt
eine Legionellen-Infektion durchgemacht hat. Dieses Ergebnis entspricht etwa einem IFA-Titer von groRer als oder gleich 1:256. Zur Diagnosestellung sind
ggf. andere Labortests oder weitere klinische Daten erforderlich.

c.  Proben mit Ratio-Werten im fragwirdigen Bereich (0,91-1,09) sollten erneut in doppelter Ausfiihrung getestet werden. Das am hdaufigsten auftretende
Ergebnis (zwei von drei ) sollte ausgegeben werden. Proben, die wiederholt grenzwertig sind, sollten anhand einer alternativen Methode wie einem IFA
getestet werden oder anhand einer weiteren Probennahme 2-3 Wochen spéater erneut evaluiert werden.

HINWEIS: Die GroRenordnung des gemessenen Ergebnisses tiber dem Grenzwert ist kein Anhalt fiir die Gesamtkonzentration der Antikdrper und kann nicht mit

IFA-Titern korreliert werden.

Eine Diagnose sollte nicht alleine auf der Basis der Anti-Legionella-Testergebnisse gestellt werden. Die Anti-Legionella-Testergebnisse sollten von Arzten im
Zusammenhang mit der klinischen Beurteilung und den Ergebnissen von anderen diagnostischen Verfahren interpretiert werden.

Ein positives Ergebnis deutet auf eine Infektion mit einer oder mehreren Spezies der Gruppen 1-6 hin; die Ergebnisse dieses ELISA-Tests alleine sind jedoch nicht
zur Differenzierung der einzelnen Spezies geeignet.

Hamolytische, lipamische, bakteriell kontaminierte oder hitzeinaktivierte Proben vermeiden. Dadurch konnen falsche Ergebnisse erzielt werden.

Bei Seren mit Infektionen durch andere Legionellen-Spezies kénnen Kreuzreaktionen auftreten.

Ein negatives Ergebnis schliet die Moglichkeit einer Legionellen-Infektion nicht aus. Serumproben, die zu frih im Verlauf der Infektion entnommen wurden,
enthalten u.U. noch keine nachweisbaren Antikorpertiter. Einige kulturpositive Félle bilden keine Antikérper gegen Legionellen.?

Positive Ergebnisse konnen durch Kreuzreaktionen mit Antikérpern gegen andere Organismen erzielt werden. Serologische Kreuzreaktionen wurden mit
P. aeruginosa, mehreren Rickettsia-Spezies, Coxiella burnetii, enterischen, gramnegativen Stabchenbakterien, Bacteroides-Spezies, Haemophilus-Spezies,
Citrobacter freundii und Campylobacter jejuni berichtet.’® Ein positives Ergebnis alleine, deutet daher nicht unbedingt auf eine Legionellen-Infektion hin.
AuBerdem geht aus einigen Berichten'! hervor, dass offensichtlich gesunde Personen Antikérper gegen Legionellen besitzen kénnen; ein positives Ergebnis in
Verbindung mit klinischen Zeichen und Symptomen deutet jedoch auf eine potenzielle Legionellen-Infektion hin. Zur Diagnosestellung sind ggf. weitere
serologische Tests wie eine IFA-Analyse von Serumpaaren oder andere klinische Tests wie ein direkter Fluoreszenztest und eine Kultivierung erforderlich.

Die Leistungscharakteristika des Tests wurden bisher nur fiir Serumproben beurteilt.

Die Affinitat und/oder Aviditat des Anti-lgG/IgM/IgA-Konjugats wurde noch nicht bestimmt.

Obgleich das Konjugat zum Nachweis von Human-IgG, -IgM, und/oder -IgA vorgesehen ist, kann mit diesem Test nicht bestimmt werden, welche
Antikorperklasse vorliegt.

Eine frihzeitige Antibiotikatherapie kann die Antikorperantwort unterdriicken und bei manchen Patienten liegt die Konzentration der gebildeten Antikérper
u.U. unterhalb der Nachweisgrenze.

Ein einzelnes positives Ergebnis deutet lediglich auf eine zurlickliegende Exposition hin. Eine aktive Infektion kann nicht am AusmaR der Antikérperantwort
ermittelt werden.

Die Verwendung der Serogruppen 1 - 6 zur Beurteilung von Antikérperantworten auf verschiedene Legionellen-Spezies und Serogruppen wurde noch nicht
belegt. Einige infizierte Patienten besitzen u.U. Antikérperkonzentrationen, die unterhalb der Nachweisgrenze dieses Tests liegen. Eine Antikdrperantwort kann
moglicherweise erst nach vier bis sechs Wochen nachgewiesen werden und die Antikérperkonzentration kann innerhalb eines Monats auf eine nicht mehr
nachweisbare Hohe absinken.

Einige Wissenschaftler erzielten mit Formalin-fixierten Antigenzubereitungen erhéhte Antikorpertiter bei 1 bis 3 % von Gesunden.!! Bei einer internen Beurteilung
von sechzig Seren gesunder Spender war eine Probe fragwiirdig (1,7 %), zwei Proben waren positiv (3,3 %) und die restlichen Proben (57/60 oder 95 %) waren
negativ. Im Folgenden wird eine Haufigkeitsverteilung der Ergebnisse einer Gruppe von 60 normalen und 24 IFA-bestatigten Proben dargestellt.

Haufigkeitsverteilung normaer und IFA-bestatigter Proben
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1.  Vergleichsstudien

Zum Nachweis der Gleichwertigkeit des ZEUS ELISA Legionella IgG/IgM/IgA-Testsystems mit einem anderen kommerziellen ELISA-Testsystem und einem
Legionella-IFA-Testsystem wurde eine Vergleichsstudie durchgefiihrt. Die Leistung des ZEUS ELISA Legionella 1gG/IgM/IgA Testsystems wurde an drei klinischen
Prifzentren beurteilt. An einem Priifzentrum wurde das ZEUS ELISA Legionella IgG/IgM/IgA Testsystem mit einem anderen kommerziellen ELISA-Testsystem
verglichen. An einem zweiten Priifzentrum wurde das ZEUS ELISA Legionella 1gG/IgM/IgA-Testsystem mit dem ZEUS IFA-Legionella-Testsystem verglichen. An
einem dritten Priifzentrum wurde das ZEUS ELISA Legionella IgG/IgM/IgA-Testsystem mit einem kommerziellen IFA-Legionella-Testsystem verglichen. Insgesamt
wurden 240 Proben getestet. Die am ersten und zweiten Priifzentrum getesteten Proben bestanden vorwiegend aus Routineproben eines Referenzlabors im
Nordosten der Vereinigten Staaten, das normale Legionellen-Serologietest durchfiihrte. AuRerdem wurden einige Depotproben eingeschlossen, die bereits
getestet und als positiv fir Antikorper gegen Legionellen befunden worden waren. Die am dritten Priifzentrum getesteten Proben bestanden aus 22
Serumpaaren (Akut- und Rekonvaleszentenseren) von bestétigten Legionellen-Infektionsfillen. Eine Zusammenfassung dieser Prifungen ist in Tabellen 1 und 2
aufgefuihrt. Fragwiirdige Proben wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Tabelle 1: Berechnungen der relativen Sensitivitit, Spezifitit und Ubereinstimmung; Priifzentrum 1

Legionella-IgG/1gM/IgA-ZEUS-ELISA-Testsystem
Positiv Negativ Fragwiirdig Gesamt
Positiv 12 1 2 15
Kommerzielles ELISA- Negativ 5 67 10 82
Testsystem Fragwiirdig 11 0 1 12
Gesamt 28 68 13 109

Relative Sensitivitat = 12/13 = 92,3%, (95% Vertrauensintervall = 77,8 bis 100%)
Relative Spezifitat= 67/72 = 93,1%, (95% Vertrauensintervall = 87,2 bis 98,9%)

Relative Ubereinstimmung= 79/85 = 92,9%, (95% Vertrauensintervall = 85,7 bis 98,4%)
*Die 95%igen Vertrauensintervalle wurden anhand der exakten Methode berechnet.

Tabelle 2: Berechnungen der relativen Sensitivitit, Spezifitit und Ubereinstimmung; Priifzentrum 2

Legionella-lgG/IgM/IgA-ZEUS-ELISA-Testsystem
Negativ Fragwiirdig Positiv Gesamt
<1:128 56 2 7 65
ZEUS IFA Legionella- 1:128 0 1 4 5
Testsystem 21:256 1 0 16 17
Gesamt 57 3 27 87

Relative Sensitivitat = 16/17 = 94,1%, (95% Vertrauensintervall = 82,9 bis 100%)
Relative Spezifitat= 56/63 = 88,9%, (95% Vertrauensintervall = 81,1 bis 96,6%)

Relative Ubereinstimmung= 72/80 = 90,0%, (95% Vertrauensintervall = 83,4 bis 96,6%)
*Die 95%igen Vertrauensintervalle wurden anhand der exakten Methode berechnet.

Tabelle 3: Berechnungen der relativen Sensitivitit, Spezifitit und Ubereinstimmung; Priifzentrum 3 (Individuelle Ergebnisse von Akut- und
Rekonvaleszentenproben)

Legionella-lgG/IgM/IgA-ZEUS-ELISA-Testsystem
Negativ Fragwiirdig Positiv Gesamt
<1:128 16 0 1 17
Kommerzielles ZEUS IFA- 1:128 3 1 1 5
Legionella-Testsystem >1:256 3 0 19 22
Gesamt 22 1 21 44

Relative Sensitivitat = 19/22 = 86,4%, (95% Vertrauensintervall = 72 bis 100%)

Relative Spezifitat= 16/17 = 94,1%, (95% Vertrauensintervall = 89,2 bis 100%)

Relative Ubereinstimmung= 35/39 = 89,7%, (95% Vertrauensintervall = 80,2 bis 99,2%)
*Die 95%igen Vertrauensintervalle wurden anhand der exakten Methode berechnet.

Bezuglich Tabelle 3 oben: von den 22 Serumpaaren (Akut- und Rekonvaleszentenproben) war bei 17 Proben das Akutserum negativ und das
Rekonvaleszentenserum positiv im ELISA. Von den restlichen finf Probenpaaren war bei 3 Probenpaaren sowohl das Akutserum als auch das
Rekonvaleszentenserum negativ und bei 2 Probenpaaren sowohl das Akutserum als auch das Rekonvaleszentenserum positiv. HINWEIS: Die Bezeichnung
,relativ bezieht sich auf den Vergleich der Ergebnisse dieses Tests mit den Ergebnissen dhnlicher Tests. Es wurde kein Versuch unternommen, die
Testergebnisse mit dem Vorliegen oder Fehlen einer Erkrankung zu korrelieren.

2.  Préazision und Reproduzierbarkeit:

Zum Nachweis der Reproduzierbarkeit der Testergebnisse von Labor zu Labor wurden sechs Proben getestet: zwei mit einem IFA-Titer von < 1:128, zwei mit
einem IFA-Titer von 1:512 und zwei mit einem IFA-Titer von > 1:1024. Von jeder Probe wurden fiinf Fldschchen zubereitet, so dass insgesamt 30 Fldschchen
getestet wurden. Die 30 Flaschchen wurden randomisiert und von 1 bis 30 nummeriert. Das Panel wurde intern und an zwei klinischen Priifzentren getestet. Die
Studie ergab mit einer 100%igen Ubereinstimmung zwischen allen drei Priifstellen eine ausgezeichnete Reproduzierbarkeit von Labor zu Labor. Die Beurteilung
der Préazision erfolgte gemaR Dokument EP5-T2: Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices - Second Edition, herausgegeben vom
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Reproduzierbarkeitsstudien wurden an beiden klinischen Prifzentren mit den gleichen acht
Proben durchgefiihrt: zwei relativ stark positive Proben, zwei Proben nahe am Grenzwert, zwei eindeutig negative Proben, sowie die Positiv- und Negativ-
Kontrollflissigkeiten des Kits. An jedem Testtag wurde jede der acht Proben zweifach getestet. Der Test wurde an jedem Testtag einmal morgens und einmal
nachmittags durchgefiihrt, so dass jede Probe téaglich in vierfacher Ausfihrung getestet wurde. Dese Reproduzierbarkeitsstudie wurde 20 Tage lang
durchgefiihrt und erzielte insgesamt 80 Testergebnisse flr jede der acht Proben. Eine Zusammenfassung dieser Studie ist nachstehend in Tabelle 4 gegeben:

Tabelle 4: Zusammenfassung der Prazisionstests an Priifzentren 1 und 2
Test Prifz. | Mittlere Ratio Ergebnis SWR* ST** Tage Gesamtzahl der Tests Gesamt % VK
L1 1 2,264 Positiv 0,204 0,249 19 76 10,99
2 2,517 0,138 0,438 19 76 17,42
L2 1 2,277 Positiv 0,101 0,209 18 72 9,20
2 2,435 0,123 0,357 20 80 14,67
L3 1 0,479 Negativ 0,024 0,040 18 72 8,45
2 0,245 0,023 0,049 20 80 19,91
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10.

11.

12.

13.

14.

L4 1 0,281 Negativ 0,013 0,032 19 76 11,24

2 0,077 g 0,020 0,027 20 80 35,33

L5 1 1,055 Nahe am 0,081 0,199 19 76 11,32

2 0,757 Grenzwert 0,049 0,091 20 80 12,07

L6 1 0,845 Nahe am 0,033 0,079 19 76 9,36

2 0,606 Grenzwert 0,060 0,095 20 80 15,72

POSIEIV-. . 1 6,414 Positiv 0,114 0,297 20 80 4,64
Kontrollflussigkeit

Negaﬂtlvj . 1 0,270 Negativ 0,019 0,033 20 80 12,14
Kontrollflussigkeit

*Punktschatzung der Standardabweichung bei der Genauigkeit innerhalb des Testlaufs
**Punktschatzung der Standardabweichung bei der Gesamtgenauigkeit

HINWEIS: Die Reproduzierbarkeitsergebnisse in Tabelle 4 stehen nur als Beispiel fiir die Ergebnisse, die bei der klinischen Studie unter idealen Umgebungs-,
Gerdte- und Methodenbedingungen erzielt wurden. Die Reproduzierbarkeit sollte an jedem Labor beurteilt werden und kann in Abhéangigkeit von den
Laborbedingungen variieren.
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