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ISTRUZIONI PER L'USO

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA IgM

1. UTILIZZAZIONE

Metodo immunoenzimatico per la determinazione
qualitativa degli anticorpi IgM anti Legionella pneumophila
nel siero umano con dispositivo monouso applicato agli
strumenti Chorus e Chorus TRIO.

CHORUS
Legionella pneumophila IgM
Per la determinazione qualitativa degli anticorpi
IgM anti Legionella pneumophila

Solo per uso diagnostico in vitro

2. INTRODUZIONE

La legionellosi & una malattia infettiva grave, a letalita elevata,
maggiore per le infezioni nosocomiali che per quelle
comunitarie. La letalita totale & del 5-15% e puo raggiungere il
30-50% nei nosocomi e il 70-80% nei pazienti in condizioni
cliniche precarie o ftrattati tardivamente. Legionellosi & la
definizione di tutte le forme morbose causate da batteri gram-
negativi del genere Legionella. La specie piu frequentemente
coinvolta nelle patologie umane & la Legionella pneumophila,
anche se altre specie sono state isolate. La piu severa forma di
legionellosi € la cosiddetta Malattia dei Legionari, caratterizzata
da polmonite acuta che si manifesta dopo 2-10 giorni
dall'esposizione allagente infettivo. Un altro caratteristico
quadro clinico & la Febbre di Pontiac, una affezione febbrile
acuta extrapolmonare. Esistono anche forme di infezione
subcliniche, con assenza di sintomi, ed evidenziabili solo per
riscontrata sieroconversione.

Le Legionelle sono ampiamente diffuse in natura, dove si
trovano associate principalmente alla presenza di acqua
(superfici lacustri e fluviali, sorgenti termali, falde idriche ed
ambienti umidi in genere). Da queste sorgenti la Legionella pu6
colonizzare gli ambienti idrici artificiali (reti cittadine di
distribuzione dell’acqua potabile, impianti idrici dei singoli
edifici, impianti di climatizzazione, piscine, fontane, ecc.) che
agiscono come amplificatori e disseminatori del microrganismo.
L'infezione pud colpire tutta la popolazione. Sono considerati
pit a rischio i soggetti di sesso maschile, di eta avanzata,
fumatori, consumatori di alcool, affetti da malattie croniche
(broncopneumopatie ostruttive, malattie cardiovascolari e
renali, diabete, ecc.) e con immunodeficienza acquisita in
seguito ad interventi terapeutici (trapianti d’organo, terapia con
steroidi e antitumorali, ecc.) o infezione da HIV.
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Di tutti i casi di legionellosi riportati, '80% sono attribuibili alla
Legionella pneumophila sierogruppo 1 e la sieroconversione
verso questo sierogruppo €& generalmente considerato come
altamente predittiva per la malattia.

La diagnosi sierologica di Legionella pneumophila effettuata al
primo prelievo, allesordio della malattia, deve essere
necessariamente confermata da un incremento del titolo
anticorpale in prelievi successivi al primo, effettuati alla terza
settimana e dopo 6-8 settimane, in quanto indagini cliniche
hanno dimostrato una comparsa talvolta tardiva di anticorpi
specifici, anche a livelli significativi, e la possibilita di presenza
di anticorpi anti-L. pneumophila in assenza di legionellosi.

La risposta anticorpale all'infezione & generalmente una
miscela di IgA, IgM, IgG. La determinazione della presenza di
IgM puo aiutare per una diagnosi di infezione acuta anche se le
IgM possono persistere per un lungo periodo di tempo
dall'infezione.

3. PRINCIPIO DEL METODO

Il test & basato sul principio ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).

Il test ELISA sfrutta la reazione tra anticorpi presenti nel
campione in esame e I'antigene immobilizzato su fasi solide di
polistirolo.

L'antigene, ottenuto da coltura di Legionella pneumophila
sierotipo 1 ed inattivato con formaldeide, viene legato alla fase
solida. Per incubazione con siero umano diluito in un diluente
bloccante le IgG, le IgM specifiche si legano all'antigene.

Dopo lavaggi per eliminare le proteine che non hanno reagito si
effettua l'incubazione con il coniugato costituito da anticorpi
monoclonali anti IgM umane coniugate con perossidasi di
rafano.

Si elimina il coniugato che non si é legato e si aggiunge il
substrato per la perossidasi.

Il colore blu che si sviluppa € proporzionale alla concentrazione
degli anticorpi specifici presenti nel siero in esame.

| dispositivi monouso contengono tutti i reagenti per eseguire il
test quando applicati allo strumento Chorus.

4. PRECAUZIONI
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Questo kit contiene materiali di origine umana che sono
stati testati e trovati negativi con test approvati dal’FDA
sia per la ricerca di HBsAg che per quella degli anticorpi
anti-HIV-1, anti-HIV-2 ed anti-HCV. Poiché nessun test
diagnostico puo offrire una completa garanzia sull'assenza
di agenti infettivi, qualunque materiale di origine umana
deve essere considerato potenzialmente infetto. Tutti i
reagenti e i campioni devono essere maneggiati secondo
le norme di sicurezza normalmente adottate in laboratorio.

Smaltimento dei residui: i campioni di siero, i calibratori e
le strip usate devono essere trattati come residui infetti,
quindi smaltiti in accordo alle disposizioni di leggi vigenti.

Avvertenze per la sicurezza personale
1. Non pipettare con la bocca.
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2. Usare guanti monouso e protezione per gli occhi nel
maneggiare i campioni e durante la prova.

3. Lavare accuratamente le mani una volta terminato il test.

4. | seguenti reagenti contengono concentrazioni basse di
sostanze dannose o irritanti:

a) Il coniugato ed i controlli contengono fenolo

b) Il substrato € acido

Se un reagente viene a contatto con la pelle o con gli
occhi, lavare abbondantemente con acqua.

5. Acidi neutralizzati ed altri rifiuti liquidi devono essere
disinfettati aggiungendo sodio ipoclorito in un volume
sufficiente da ottenere una concentrazione finale almeno
dell'1%. Un'esposizione al sodio ipoclorito all'1% per 30
minuti dovrebbe essere sufficiente per garantire una
disinfezione efficace.

6. Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti
devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere
decontaminata, per esempio con sodio ipoclorito all'1%,
prima di proseguire il lavoro. Se & presente un acido, il
sodio ipoclorito non deve essere usato prima che la zona
sia stata asciugata. Tutti i materiali utilizzati per
decontaminare eventuali versamenti accidentali, compresi
i guanti, devono essere scartati come rifiuti potenzialmente
infetti. Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio
ipoclorito.

Avvertenze analitiche
Prima dell'uso, portare i dispositivi da utilizzare a temperatura
ambiente (18-30°C) ed impiegare entro 60 minuti.

1. Scartare i device con substrato (pozzetto 4) colorato
di blu.

2. Nellaggiungere il campione al pozzetto verificare che sia
perfettamente distribuito sul fondo.

3. Controllare I'effettiva presenza dei reagenti nel dispositivo
e la integrita del dispositivo stesso, non utilizzare
dispositivi che al controllo visivo presentano mancanza di
qualche reagente.

4. | dispositivi devono essere utilizzati insieme allo strumento
Chorus, seguendo rigorosamente le Istruzioni per 'Uso e il
Manuale dello strumento.

5. Controllare che lo strumento Chorus sia impostato
correttamente (vedi Manuale d’uso Chorus).

6. Non alterare il codice a barre posto sulla impugnatura del
device al fine di permetterne la corretta lettura da
parte dello strumento.

7. Evitare l'uso di congelatori auto sbrinanti per la
conservazione dei campioni.

8. Codici a barre difettosi possono essere inseriti
manualmente nello strumento.

9. Non esporre i dispositivi a forte illuminazione né a vapori
di ipoclorito durante la conservazione e I'uso.

10. Pud essere fonte di errori 'uso di campioni fortemente
emolizzati, o campioni che presentano inquinamento
microbico.

11. Prima di inserire il dispositivo sullo strumento Chorus
accertarsi che il pozzetto di reazione non contenga corpi
estranei.
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12. Pipettare il siero in esame (50 pl) nel pozzetto 1 del
dispositivo (vedi figura).
13. Non utilizzare il dispositivo dopo la data di scadenza

5. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI
REAGENTI

Il kit & sufficiente per 36 determinazioni (REF| 81093).
Il kit & sufficiente per 12 determinazioni (REF| 81093/12).

DISPOSITIVI

6 confezioni da 6 dispositivi ciascuna (REF| 81093).
2 confezioni da 6 dispositivi ciascuna (REF| 81093/12).

Descrizione:

[ OOMEE| -

Posizione 8: Spazio disponibile per etichetta con codice a
barre

Posizione 7: vuota

Posizione 6: POZZETTO DI MICROPIASTRA

Sensibilizzato con antigene Legionella pneumophila sierotipo 1.
Posizione 5: POZZETTO

Non sensibilizzato.

Posizione 4: SUBSTRATO TMB

Contenuto: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL ed H202 0.01%
stabilizzati in tampone citrato 0.05 mol/L (pH 3.8)

Posizione 3: DILUENTE PER | CAMPIONI

Contenuto: Soluzione proteica contenente anti IgG umane,
fenolo 0.05%, Bronidox 0.02% ed un indicatore per rivelare la
presenza di siero.

Posizione 2: CONIUGATO

Contenuto: anticorpi monoclonali anti-lgM marcati  con
perossidasi, in soluzione tampone fosfato contenente fenolo
0.05% e Bronidox 0.02%.

Posizione 1: POZZETTO VUOTO

Dove l'utilizzatore deve dispensare il siero non diluito

Uso: equilibrare una busta a temperatura ambiente, aprire la
busta, prelevare i dispositivi occorrenti; riporre gli altri nella
busta contenente il gel di silice, far uscire l'aria e sigillare
premendo sulla chiusura. Conservare a 2/8°C.

CALIBRATOR| CALIBRATORE 1x0.175 mL

Contenuto: Siero umano diluito, a concentrazione nota di
anticorpi con Proclin e Gentamicina, Liquido, pronto all'uso.

CONTROL +| CONTROLLO POSITIVO 1 x0.425 mL

Contenuto: Siero umano diluito, a concentrazione nota di
anticorpi con Proclin e Gentamicina. Liquido, pronto all’'uso.

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO
o WASHING BUFFER [REF] 83606

e CLEANING SOLUTION 2000 |REF| 83609
o SANITIZING SOLUTION [REF| 83604 — 83608
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e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT

83607

e Acqua distillata o deionizzata

e Normale vetreria di laboratorio: cilindri, provette, ecc.

o  Micropipette capaci di prelevare accuratamente volumi di
50-200 pl.
Guanti mono-uso
Soluzione al 5% di sodio ipoclorito

e Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente
infetti

6. MODALITA’ DI CONSERVAZIONE E STABILITA’ DEI
REAGENTI

| reagenti devono essere conservati a 2/8°C. Nel caso di
una errata temperatura di conservazione deve essere
ripetuta la calibrazione e controllata la correttezza del
risultato tramite il siero di controllo (vedi capitolo 9:
Validazione del test).

La data di scadenza & stampata su ogni componente e
sull’etichetta esterna della confezione.

| reagenti hanno una stabilita limitata dopo apertura elo
preparazione:

DISPOSITIVI 8 settimane a 2/8°C
CALIBRATORE 8 settimane a 2/8°C
CONTROLLO POSITIVO 8 settimane a 2/8°C

7. TIPO DI CAMPIONI E CONSERVAZIONE

Il campione & rappresentato da siero ottenuto da sangue
prelevato per normale venipuntura e maneggiato come
richiesto nelle procedure standard di laboratorio. Il siero fresco
puod essere mantenuto per 4 giorni a 2/8°C; per periodi di
conservazione maggiori, congelare a —20°C. Il campione pu6
subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti. Dopo
scongelamento agitare con cura prima del dosaggio. La qualita
del campione pud essere seriamente influenzata dalla
contaminazione microbica che puo portare a risultati errati.
Campioni fortemente lipemici, itterici o inquinati non possono
essere utilizzati.

8. PROCEDIMENTO

1. Aprire la busta (lato contenente la chiusura a pressione),
prelevare il numero di dispositivi necessario per eseguire
gli esami e conservare gli altri richiudendo la busta dopo
aver fatto uscire l'aria.

2. Controllare visivamente lo stato del dispositivo secondo le
indicazioni riportate nel capitolo 4 Avvertenze Analitiche
punti 1 e 8.

3. Dispensare nel pozzetto n°1 di ciascun dispositivo 50 ul di
siero non diluito da analizzare, ad ogni cambio di lotto
utilizzare un dispositivo per il calibratore.

4. Introdurre i dispositivi sullo strumento Chorus. Eseguire la
calibrazione (se richiesto) ed il test come riportato nel
Manuale di Istruzione dello strumento.

9. VALIDAZIONE DEL TEST
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Utilizzare il siero di controllo per verificare la correttezza del
risultato ottenuto, processandolo come indicato nel manuale
d'uso dello strumento. Se lo strumento segnala che il siero di
controllo ha un valore fuori dal limite di accettabilita occorre
effettuare nuovamente la calibrazione. | risultati precedenti
verranno corretti automaticamente.

Se il risultato del siero di controllo continua ad essere fuori
dall'intervallo di accettabilita, contattare il Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETAZIONE DEL TEST

Lo strumento Chorus fornisce un risultato in indice (rapporto tra
il valore in OD del campione e quello del cut-off) memorizzato
dallo strumento.

Il test sul siero in esame puo essere interpretato come segue:

POSITIVO: quando l'indice & > 1.1
NEGATIVO: quando l'indice < 0.9
DUBBIO/EQUIVOCO: indice compreso tra 0.9 e 1.1

In caso di risultato dubbio/equivoco ripetere il test. Se il risultato
rimane dubbio/equivoco, ripetere il prelievo dopo 1-2 settimane.

11. LIMITAZIONI DEL TEST

| risultati del dosaggio devono essere interpretati con cautela e
convalidati insieme ad altri provenienti dalla valutazione clinica
e da altre indagini diagnostiche.

Sieri di pazienti che si trovano in una fase precoce o tardiva
della malattia, potrebbero dare un risultato ripetutamente
negativo vicino al valore soglia del Cut-Off. In tali casi si
raccomanda di verificare il risultato, dosando un nuovo
campione prelevato ad un intervallo di 7-10 giorni dal primo.

12. SPECIFICITA’ ANALITICA
Sono stati testati 47 campioni di sieri contenenti potenziali
interferenti:

Fattore Reumatoide (n= 6)
Bilirubina alto titolo (n= 3)
Trigliceridi (n=12)

PCR (n=3)

Emolizzati (n= 23)

Sono stati testati 27 sieri positivi verso altre patologie
respiratorie e non:

Mycoplasma pneumoniae (n= 11)
Clamidia pneumoniae (n=T7)
Helicobacter pylori (n= 1)
Clostridium Tetani (n=2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n= 2)
Epstein-Barr (n=2)

Rif. 10-09/216-C IFU 81093 - 81093/12 - Ed. 30.01.2019



La presenza nel siero in esame di sostanze interferenti riportati
di sopra non altera il risultato del test.

13. SENSIBILITA' E SPECIFICITA' DIAGNOSTICA

In una sperimentazione 130 campioni sono stati analizzati con
kit Diesse e con altro kit del commercio (ELISA Vircell); i
campioni discordanti sono stati confermati usando un test in
immunofluorescenza del commercio (Focus IFA test).

Di seguito sono schematizzati i risultati della sperimentazione:
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4. N.Barka, J.P. Tomasi, S. Stadtsbaeder 1986 ELISA using
whole Legionella pneumophila cell as antigen J.Immunol.
Methods 93: 77-81

5. M. S. Lever. 1993. Production and characterisation of a
Legionella pneumophila specific monoclonal antibody.
FEMS Microbiol. Lett. 1 : 5-9.

6. L.B. Reller, M.P. Weinstein 2003 Diagnosis of Legionella
Infection Clin.Infect. Dis. 36:64-69

16. SPIEGAZIONE DEI SIMBOLI

Data di fabbricazione

Riferimento
+ - Totale
+ 18 5 23
Diesse - 0 107 107
Totale 18 112 130

Scadenza

Sensibilita Diagnostica: 100.00 % Clos: 82.41 — 100.00
Specificita Diagnostica: 95.54 % Clos%: 92.42 — 99.08

14. PRECISIONE

PRECISIONE ALL'INTERNO DELLA SEDUTA

Non riutilizzare

Attenzione, consultare il libretto di
istruzioni

Fabbricante

Risultati (Index) Media DS CV%

LGM 1 2.8 3.0 3.1 29 0.14 48

Confezione sufficiente per <n> test

LGM 2 1.1 1.0 08 1.0 0.15 15.0

<> 0| n |

Limiti di temperatura

o
o
I

LGM 3 0.5 0.6 0.6 0.6 0.06 10.0

PRECISIONE TRA SEDUTE

=

Consultare le istruzioni per 'uso

Risultati (Index)

Giorno | Giorno | Giorno | Media | DS CV%
1 2 3

Rischio biologico

28 2.7 2.2

LGM 1 3.0 2.7 2.2 26 0.36 13.8

3.1 2.7 2.0

Numero di catalogo

1.1 1.1 0.9

LGM 2 1.0 1.3 1.0 1.0 0.14 14.0

0.8 1.1 11

05 05 0.4

LGM 3 0.6 0.6 0.5 0.5 0.07 14.0

0.6 05 0.6
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INSTRUCTIONS FOR USE

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA IgM

1. INTENDED USE

Immunoenzymatic method for the qualitative determination
of IgM-class antibodies to Legionella pneumophila in
human serum, using a disposable device applied on the
Chorus and Chorus TRIO instruments.

CHORUS
Legionella pneumophila IgM
For the Qualitative Determination of IgM
Antibodies to Legionella pneumophila

For In Vitro Diagnostic Use Only

2. INTRODUCTION

Legionnaire’s disease is a serious infectious disease with a
high mortality rate. Legionellosis is the definition given to all
forms of disease caused by gram-negative bacteria of the
Legionella genus. The total mortality rate is 5-15% which can
reach 30-50% in hospital populations and 70-80% in patients in
a serious clinical state or if treated late. The species most
frequently involved in human pathologies is Legionella
pneumophila, although other species have been isolated. The
most serious form of Legionella infection is the so-called
Legionnaire’s disease, characterized by acute pneumonia
which becomes evident 2-10 days after contact with the
bacteria. Another characteristic clinical picture is Pontiac fever,
an acute extra-pulmonary infection. There are also forms of
subclinical infection without symptoms, which can only be
detected by demonstrating serum-conversion.

Legionellae are widespread in nature, where they are generally
found in the presence of water (lakes, rivers, thermal springs,
water-bearing layers, and damp areas in general). Starting from
these sources, Legionellae can colonize artificial water supplies
(civic distribution systems for drinking water, water systems of
individual buildings, air-conditioning plants, swimming pools,
fountains, etc.), which act as amplifiers and disseminators of
the microorganism. The infection can affect the whole
population. The subjects considered to be most at risk are
elderly males who are smokers, consumers of alcohol, affected
by chronic diseases (obstructive bronchopulmonary infections,
cardiovascular and renal disorders, diabetes, etc.), and those
with acquired immunodeficiency following therapy (organ
transplant, treatment with steroids and anti-tumoral drugs, etc.),
or affected by HIV.

80 % of all the cases of legionellosis reported can be attributed
to Legionella pneumophila serotype 1, and serum conversion is
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generally considered highly predictive of the infection.
Serological diagnosis of Legionella pneumophila after the first
sample tested, at the beginning of the disease, must be
confirmed by an increase in the positive response in
subsequent samples tested three weeks later and after 6-8
weeks, in as far as clinical investigations have shown that
significant levels of specific antibodies sometimes appear late,
and there is the possibility of anti-Legionella pneumophila
antibodies in the absence of legionellosis.

The antibody response to infection is generally a mixture of IgA,
IgM and IgG. Detection of the presence of IgM can support the
diagnosis of an acute infection even if the IgM may remain in
circulation for a long period after infection.

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The test is based on the ELISA principle (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).

The antigen, which is obtained by culturing Legionella
pneumophila serotype 1 and inactivated with formaldehyde, is
bound to the solid faze. The specific IgM and IgG-class
antibodies bind to the antigen through incubation with diluted
human serum. After washings to eliminate the proteins which
have not reacted, incubation with the conjugate (anti-human
IgM monoclonal antibodies conjugated with horseradish
peroxidase) is performed. The conjugate which has not been
bound is eliminated and the peroxidase substrate added.

The blue color which develops is proportional to the
concentration of specific antibodies present in the test serum.
The disposable devices contain all the reagents to perform the
test when applied on the Chorus instruments.

4. WARNINGS AND PRECAUTIONS
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

This kit contains materials of human origin which have
been tested and gave a negative response by FDA-
approved methods for the presence of HBsAg and for anti-
HIV-1, anti-HIV-2 and anti-HCV antibodies. As no diagnostic
test can offer a complete guarantee regarding the absence
of infective agents, all material of human origin must be
handled as potentially infectious. All precautions normally
adopted in laboratory practice should be followed when
handling material of human origin.

Waste disposal: the used devices containing materials of
human origin must be handled as infectious material and
disposed of according to the full requirements of this
issue.

Health and Safety Information

1. Do not pipette by mouth.

2. Wear disposable gloves and eye protection while handling
specimens.

3. Wash hands thoroughly after placing the devices in the
CHORUS instrument.

4. The following reagents contain low concentrations of
harmful or irritant substances:

a) The conjugate contains phenol
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b) The substrate is acid
If any of the reagents come into contact with the skin or
eyes, wash the area extensively with water.

5. Neutralized acids and other liquid waste should be
decontaminated by adding a sufficient volume of sodium
hypochlorite to obtain a final concentration of at least
1.0%. A 30 minutes exposure to 1% sodium hypochlorite
may be necessary to ensure effective decontamination.

6. Spillage of potentially infectious materials should be
removed immediately with adsorbent paper tissue and the
contaminated area swabbed with, for example, 1.0%
sodium hypochlorite before work is continued. Sodium
hypochlorite should not be used on acid-containing spills
unless the spill area is first wiped dry. Materials used to
clean spills, including gloves, should be disposed of as
potentially biohazardous waste. Do not autoclave
materials containing sodium hypochlorite.

Analytical Precautions
Bring the devices to room temperature (18-30°C) before use;
use within 60 min.

1. Discard devices which show the substrate (well 4)
blue colored.

2. Adding the sample into the well verify that it is perfectly
distributed on the bottom.

3. Check for the presence of the reagents in the device and
that the device is not damaged; do not use devices which
are lacking a reagent.

4. The devices are for use with the Chorus instrument; the
instructions for use must be carefully followed and the
instrument operating manual must be consulted.

5. Check that the Chorus instrument is set up correctly (see
Chorus Operating Manual).

6. Do not alter the bar code placed on the handle of the
device in order to allow correct reading by the instrument
and do not use devices with defective labels.

7. Avoid using self-defrosting freezers for the storage of the
samples.

8. Defective barcodes can be inserted manually in the
instrument.

9. Do not expose the devices to strong light or to hypochlorite
vapors during storage and use.

10. The use of strongly hemolyzed samples or samples
presenting microbial contamination may all constitute
sources of error.

11. Before inserting the devices in the instrument, check that
the reaction well does not contain foreign bodies.

12. Resuspend the freeze-dried calibrator and control serum
homogeneously according to the volumes reported on the
labels.

13. Pipette the test serum (50 pl) in well 1 of the device (see
figure).

14. Do not use the device after the expiry date.

5. KIT COMPOSITION AND REAGENT PREPARATION

The kit is sufficient for 36 tests (REF| 81093).

The kit is sufficient for 12 tests (REF| 81093/12).
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DEVICES

6 packages each containing 6 devices (REF|81093).
2 packages each containing 6 devices (REF| 81093/12).

Description of device:

(OOOLEED| -

Position 8: Space for application of bar code label

Position 7: Empty

Position 6: MICROPLATE WELL

Coated with Legionella pneumophila serotype 1 antigen
Position 5: MICROPLATE WELL

Uncoated

Position 4. TMB SUBSTRATE

Contents: Tetramethylbenzidine 0.26 mg/mL and H202 0.01%
stabilized in 0.05 mol/L citrate buffer (pH 3.8)

Position 3: SAMPLE DILUENT

Contents: Proteic solution containing anti human IgG antibody,
phenol 0.05%, Bronidox 0.02% and an indicator to reveal the
presence of the serum.

Position 2: CONJUGATE

Contents: monoclonal antibodies anti-human IgM labelled with
peroxidase in phosphate buffer containing phenol 0.05% and
Bronidox 0.02%.

Position 1: EMPTY WELL

In which the operator must place the undiluted serum

Use: equilibrate a package at room temperature, open the
package and remove the required devices; replace the others in
the bag with the silica gel, expel the air and seal by pressing
the closure. Store at 2-8°C.

CALIBRATOR| CALIBRATOR  1x0.175mL

Content: Diluted human serum, at known antibody
concentration, containing Proclin and Gentamycin. Liquid ready
for use.

CONTROL + |POSITIVE CONTROL 1 x0.425 mL

Content: Diluted human serum, at known antibody
concentration, containing Proclin and Gentamycin. Liquid ready
for use.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

o WASHING BUFFER |REF| 83606

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604 — 83608

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

o Distilled or deionized water

o Normal laboratory glassware: cylinders, test-tubes
etc.

e Micropipettes for the accurate collection of 50-200 pl
solution
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o Disposable gloves

e Sodium Hypochlorite solution (5%)

o Containers for collection of potentially infectious
materials

6. STORAGE AND STABILITY OF REAGENTS

Reagents must be stored at 2/8°C. In the case of storage at
an incorrect temperature the calibration must be repeated
and the run validated using the control serum (see section
9, Test validation).

The expiry date is printed on each component and on the
kit label.

Reagents have a limited stability after opening:

DEVICES 8 weeks at 2/8°C
CALIBRATOR 8 weeks at 2/8°C
POSITIVE CONTROL 8 weeks at 2/8°C

7. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE

The sample is composed of serum collected in the normal
manner from the vein and handled with all precautions dictated
by good laboratory practice. The fresh serum may be stored for
4 days at 2/8°C, or frozen for longer periods at —20°C and can
be thawed a maximum of 3 times. Defrosted samples must be
shaken carefully before use. The quality of the sample can be
seriously affected by microbial contamination which leads to
erroneous results.

Strongly lipemic, icteric, hemolyzed or contaminated samples
cannot be used. The test cannot be applied to plasma.

8. ASSAY PROCEDURE

1. Open the package (on the side containing the pressure-
closure), remove the number of devices required and seal
the rest in the bag after expelling the air.

2. Check the state of the device according to the indications
reported in chapter 6, Analytical Warning, points 1 and 8.

3. Dispense 50 pl of undiluted test serum in well no. 1 of
each device; at each change of batch, use a device for the
calibrator.

4. Place the devices in the instrument. Perform the
calibration (if necessary) and the test as reported in the
Chorus Operating Manual.

9. TEST VALIDATION

Use the control serum to check the validity of the results
obtained. It should be used as reported in the operating
manual. If the instrument signals that the control serum has a
value outside the acceptable range, the calibration must be
repeated. The previous results will be automatically corrected.

If the result of the control serum continues to be outside the
acceptable range, contact the Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it
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10. INTERPRETATION OF THE RESULTS
The Chorus instrument expresses the result as an INDEX (ratio
between the OD value of the sample and that of the Cut-off).

The test serum can be interpreted as follows:

POSITIVE: when the ratio is > 1.1
NEGATIVE: when the ratio is < 0.9.
DOUBTFUL/EQUIVOCAL.: for all values between 0.9 and 1.1

In the case of a doubtful/equivocal result, repeat the test. If the
test remains doubtful/equivocal, collect a new sample after 1-2
weeks.

11. LIMITATIONS

The test results should be interpreted with caution and used in
conjunction with information available from the clinical
evaluation and other diagnostic procedures. Serum samples
from patients that are in an early or late stage of this disease
may give repeatedly negative results close to the base level of
the cut off. In such a case it is recommendable to check the
result by doing the test with a second sample obtained 7-10
days later than the first one.

12. ANALYTICAL SPECIFICITY
The following 47 samples containing potentially interfering
substances were tested:

Rheumatoid factor (n=6)
Bilirubin high titer (n=3)
Triglycerides (n =12)
C-Reactive Protein (n=3)
Hemolyzed (n=23)

The following 27 sera, positive to other diseases, were tested:

Mycoplasma pneumoniae (n=11)
Chlamydia pneumonia (n=7)
Helicobacter pylori (n=1)
Clostridium Tetani (n=2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n=2)
Epstein-Barr (n=2)

The presence in the tested serum of the interfering substances
listed above did not alter the results of the test.

13. DIAGNOSTIC SENSITIVITY AND SPECIFICITY

The diagnostics sensitivity and specificity were tested analyzing
130 samples with DIESSE kit as well as with another ELISA
commercial kit (ELISA Vircell). The discordant samples were
tested using Focus IFA test.

Below are the schematized data of the trial:
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16. GLOSSARY OF LABELING SYMBOLS
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Date of manufacture

Use By

Do not reuse.

Caution, consult accompanying
documents.

Manufacturer

<[>0

Contains sufficient for <n> tests

o
o
I

Temperature limitation

Consult instructions for use

=)

Biological risks

Catalog number

IE

Reference
+ - Total
+ 18 5 23
Diesse - 0 107 107
Total 18 112 130
Diagnostic Sensitivity: 100.00 % Clos: 82.41 — 100.00
Diagnostic Specificity: 95.54 % Close: 92.42 — 99.08
14. PRECISION
WITHIN-RUN PRECISION
Results (Index) Mean SD CV%
LGM 1 2.8 3.0 3.1 29 0.14 4.8
LGM 2 1.1 1.0 0.8 1.0 0.15 15.0
LGM 3 0.5 0.6 0.6 0.6 0.06 10.0
BETWEEN-RUNS PRECISION
Results (Index) Mean sD CV%
Day 1 Day 2 Day 3
2.8 2.7 2.2
LGM 1 3.0 27 22 26 0.36 13.8
3.1 2.7 2.0
1.1 1.1 0.9
LGM 2 1.0 1.3 1.0 1.0 0.14 14.0
0.8 1.1 1.1
0.5 0.5 04
LGM 3 0.6 0.6 0.5 05 0.07 14.0
0.6 05 0.6
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NAVOD NA POUZITI

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA IgM

1. UCEL POUZITi

Imunoenzymatickd metoda slouzici ke kvantitativnimu
stanoveni protilatek tfidy IgM proti Legionella pneumophila
v lidském séru, za pouziti jednorazového nastroje
aplikovaného do zarizeni Chorus a Chorus TRIO.

CHORUS
Legionella pneumophila IgM
Kvantitativni stanoveni IgM protilatek proti
Legionella pneumophila

Uréeno pouze pro In Vitro diagnostiku

2.0voD

Legionarska nemoc je zavazné infekéni onemocnéni s vysokou
mirou Umrtnosti. Jako legionelozu definujeme vSechny formy
onemocnéni zplsobené gramnegativni bakterii rodu Legionella.
Celkova mira mortality je 5-15 %, hodnota, ktera muze
dosahovat 30-50 % u nemocni¢ni populace a 70-80 % u
pacientll ve vazném klinickém stavu a pacientd, u nichZ byla
lé¢ba nasazena pozdé. NejCastéji nachazenym druhem u
patologie Clovéka je Legionella pneumophila, ackoliv byly
izolovany i druhy jiné. NejvaZznéjsi formou legionelové infekce je
tzv. legionarska nemoc, pro kterou je charakteristickd akutni
pneumonie objevujici se 2-10 dni po kontaktu s bakterii.
DalSim typickym klinickym obrazem je Pontiac horecka, akutni
mimoplicni infekce. Existuji také formy subklinické infekce bez
pFiznaku, které Ize detekovat pouze na zakladé sérokonverze.
Legionely jsou velmi rozSifené, pfedevsim tam, kde se vyskytuiji
vodni plochy (jezera, feky, termalni prameny, vrstvy s vyskytem
vody a obecné vihké oblasti). PoCinaje témito zdroji mohou
legionely kolonizovat umélé vodni zdroje (méstské distribuCni
systémy pitné vody, vodni systémy jednotlivych budov,
klimatizaéni zafizeni, bazény, fontany atd.), které pak funguiji
jako zesilovace a roznaSece tohoto mikroorganizmu. Infekce
mUze zasahnout celou populaci. Mezi nejrizikovéj$i osoby patfi
starSi muzi, ktefi koufi, konzumuji alkohol a jsou postizeni
chronickymi  onemocnénimi  (obstrukéni  bronchopulmonarni
infekce, kardiovaskularni a rendlni poruchy, diabetes atd.), a
dale lidé se ziskanym imunodeficitem nasledkem [é¢by
(transplantace organu, Ié¢ba steroidy a protinadorovymi léky
atd.) nebo postizeni HIV.

80% vSech pfipadd legionelézy ma na svédomi Legionella
pneumophila serotyp 1 a konverze séra se obecné povaZuje za
vysoce prediktivni znamku infekce. Serologickou diagnézu
Legionella pneumophila po prvnim testovaném vzorku na
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zaCatku onemocnéni je nutné potvrdit prostfednictvim narGstu
pozitivni odezvy dalSich vzorkd, testovanych 6-8 tydnd pozdsii
— klinicky vyzkum totiz ukézal, Ze se vyznamny nar(st
specifickych protilatek nékdy objevuje pozdé a protilatky proti
Legionella pneumophila se nékdy objevuji také pfi absenci
legionelézy.

Odezvou na infekci byva obecné smés protilatek tfidy IgA, IgM
a lgG. Detekované IgM mohou slouzit jako podklad diagndzy
akutni infekce, i kdyz IgM mohou zUstavat v obéhu i dlouhou
dobu po infekei.

3. PRINCIP ZKOUSKY

Test je zalozen na principu ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).

Antigen, ziskany kultivaci Legionella pneumophila serotypu 1 a
inaktivovany formaldehydem, se navaze na pevnou fazi.
Prostfednictvim inkubace s nafedénym lidskym sérem se na
antigen navazi specifické IgM a IgG.

Po promyti, pfi kterém dojde k eliminaci bilkovin, které
nereagovaly, se provede inkubace s konjugatem (anti-lidské
monoklonalni IgM  protilatky  konjugované s  kfenovou
peroxidazou). Dochazi k odstranéni nevazaného konjugatu a
pfida se peroxidazovy substrat.

Vizniklé modré zabarveni je tmérné koncentraci specifickych
protilatek pfitomnych v testovaném séru.

Jednorazové nastroje obsahuji veSkeré reagencie nutné k
provedeni testu pomoci zafizeni Chorus.

4. VYSTRAHY A BEZPECNOSTNi UPOZORNENI
URCENO POUZE K DIAGNOSTICE IN VITRO

Tato souprava obsahuje materialy lidského puvodu, které
byly testovany a vykazaly negativni vysledky pfi pouziti
metod schvélenych FDA pro stanoveni pfitomnosti HbsAg
a anti-HIV-1, anti-HIV-2 a anti-HCV protilatek. Protoze vSak
zadny diagnosticky test nemuze poskytnout (plnou
zaruku, Ze infekéni agens nejsou pfitomna, je tieba s
veskerym materialem lidského plvodu zachazet tak, jako
by byl potencialné infekéni. Pfi zachazeni s materidlem
lidského plvodu je nutné dodrzovat vSechna relevantni
opatieni pouzivana v laboratorni praxi.

Likvidace odpadu: S pouzitymi nastroji obsahujicimi
material lidského plvodu je tfeba zachazet jako s
infekénim materidlem a likvidovat tak, jak je v tomto
pripadé vyzadovano.

Informace tykajici se zdravi a bezpeénosti
1. Nepipetujte Usty.
2. Pfi zachazeni se vzorky méjte nasazeny jednorazové
rukavice a chrafte si o€i.
3. Po vloZeni nastrojli do zafizeni CHORUS si dlkladné
umyjte ruce.
4. Nasledujici reagencie obsahuji nizké koncentrace
Skodlivych nebo drazdivych latek:
a) Konjugat obsahuije fenol.
b)  Substrat obsahuje kyselinu.
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Prijde-li jakakoliv reagencie do kontaktu s kizi nebo
o€ima, omyjte danou oblast vydatné vodou.

5. Neutralizované kyseliny i jiny tekuty odpad je tfeba
dekontaminovat  pfidanim  dostatetného  mnoZstvi
chlornanu sodného tak, aby koneénd koncentrace
dosahovala alespon 1,0 %. Pro ucinnou dekontaminaci je
nutné nechat plsobit 1% chlornan sodny po dobu 30
minut.

6. Rozlity potencialné infekéni material je tfeba okamzité
odstranit pomoci absorpéniho papirového ruéniku a
kontaminovanou oblast umyt, napfiklad 1,0% chlornanem
sodnym, a to pfedtim, nez budete v praci pokraCovat.
Chlornan sodny nepouZivejte na rozlité tekutiny s
obsahem kyseliny, ty musite nejprve otfenim vysusit.
Materialy pouzité k Cisténi potfisnénych povrchd, véetné
rukavic, se musi likvidovat jako potencialné Zivotu
nebezpecny odpad. Material obsahujici chlornan sodny
nevkladejte do autoklavu.

Opatreni pro spravné provedeni testu
Nez nastroje pouZzijete, nechejte je vytemperovat na pokojovou
teplotu (18-30 °C) a pouZijte je do 60 min.

1. Nastroje vykazujici modré zabarveni substratu (jamka
4) zlikvidujte.

2. P¥i aplikaci vzorku do jamky si ovéfte, ze je po dné
dokonale rozprostfen.

3. Zkontrolujte, Ze v nastroji jsou pfitomny vSechny reagencie
a ze nastroj neni poskozen; néastroje, ve kterych chybi
reagencie, nepouzivejte.

4. Nastroje jsou ur€eny pro pouziti se zafizenim Chorus; je
tfeba peclivé dodrZzovat navod na pouZiti a fidit se
pfiru¢kou k obsluze nastroje.

5. Zkontrolujte, ze je zafizeni Chorus spravné nastaveno (viz
Navod k obsluze zafizeni Chorus).

6. Carovy kod na rukojeti nastroje nikdy neméfite, aby jej
zafizeni sprdvné pfeCetlo. Také nikdy nepouZivejte
nastroje s defektnimi Stitky.

7. Ke skladovani vzork( nepouZivejte samorozmrazovaci
mrazaky.

8. Defektni ¢arové kody Ize vloZit do zafizeni manualné.

9. Béhem skladovani a pouZivani nevystavujte nastroje
silnému svétlu ¢i chlornanovym vyparim.

10. Pouziti silné hemolyzovanych vzorki nebo vzork(
predstavujicich mikrobialni kontaminaci mdze byt zdrojem
chyb.

11. Nez do zafizeni nastroje vlozite, ujistéte se, ze reakéni
jamka neobsahuije cizi télesa.

12. Homogenné resuspendujte zmrazeny a suchy kalibrator a
kontrolni sérum podle objemu uvedenych na Stitcich.

13. Testované sérum (50 pl) pipetujte do jamky 1 nastroje (viz
obrazek).

14. Nastroj nepouZivejte po datu spotieby.

5. OBSAH SOUPRAVY A PRIPRAVA REAGENCIi

Souprava vystaci na 36 stanoveni (REF| 81093).
Souprava vystai na 12 stanoveni (REF| 81093/12).
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NASTROJE

6 baleni po 6 nastrojich (REF| 81093).
2 baleni po 6 nastrojich (REF|81093/12).

Popis nastroje:

L OCOHEED| ¢

Pozice 8: Misto pro Stitek s ¢arovym kédem.

Pozice 7: Prazdna

Pozice 6: MIKROTITRACNI JAMKA.

PotaZena antigenem Legionella pneumophila serotypu 1.
Pozice 5: MIKROTITRACNI JAMKA.

Nepotazena

Pozice 4: TMB SUBSTRAT

Obsah: Tetrametylbenzidin 0.26 mg/ml a 0.01% H202
stabilizovany v 0.05 mol/l citratovém pufru (pH 3.8)

Pozice 3: REDIDLO VZORKU

Obsah: Bilkovinny roztok obsahujici anti-lidské 19G, fenol
0.05%, Bronidox 0.02% a indikator pfitomnosti séra.

Pozice 2: KONJUGAT

Obsah: peroxidazou zna¢ené monoklonalni protilatky proti
lidskym IgM ve fosfatovém pufru obsahujicim fenol 0.05% a
Bronidox 0.02%

Pozice 1: PRAZDNA JAMKA,

do niz obsluha umisti nefedéné sérum

Pouziti: pfivedte baleni na pokojovou teplotu, oteviete
baleni a vyjméte pozadované nastroje; ostatni viozte do sacku
se silikagelem, vytlate vzduch a uzaviete stisknutim.
Skladuijte pfi teploté 2-8 °C.

CALIBRATOR|KALIBRATOR 1 x0.175mL

Obsah: Nafedéné lidské sérum se znamou koncentraci
protilatek, obsahuje Proclin a Gentamycin, tekutina pfipravena
k pouziti.

CONTROL + |POZITIVNi KONTROLA 1 x 0.425 mL

Obsah:  Nafedéné lidské sérum se znamou koncentraci
protilatek, obsahuje Proclin a Gentamycin, tekutina pfipravena
k pouziti.

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI BALENi

o WASHING BUFFER [REF] 83606

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e SANITIZING SOLUTION 83604 - 83608

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT

83607

e  Destilovana nebo deionizovana voda.

e Bé&Zné laboratorni sklo: odmérné valce, zkumavky
atd.
Mikropipety pro pfesny sbér 50—-200 pl roztoku.
Jednorazové rukavice.
Roztok chlornanu sodného (5%).
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o Kontejnery pro shér potencidlné nebezpeéného
materialu.

6. SKLADOVANi A STABILITA REAGENCIi

Reagencie je nutné skladovat pfi teploté 2-8 °C.
Skladujete-li reagencie pfi nespravné teploté, je nutné
zopakovat kalibraci a test validovat pomoci kontrolniho
séra (viz bod 9, Validace testu).

Datum spotieby je vytiSténo na kazdém komponentu a na
stitku soupravy.

Reagencie maji po otevieni omezenou stabilitu:
NASTROJE

KALIBRATOR
POZ. KONTROLA

8 tydn( pri teploté 2/8°C
8 tydn( pfi teploté 2/8°C
8 tydn( pfi teploté 2/8°C

7. SBER VZORKU A SKLADOVANI

Vzorek se sklada ze séra ziskaného béznym zplsobem ze Zily,
ktery byl oSetfen v souladu se v8emi opatfenimi pfedepsanymi
v ramci spravné laboratorni praxe. Cerstvé sérum je mozné
skladovat 4 dny pfi teploté 2-8 °C nebo zmrazit na delSi obdobi
na teplotu -20 °C; rozmrazit se smi maximalné 3krat.
Rozmrazené vzorky je tfeba pfed pouzitim opatrné protfepat.
Mikrobialni kontaminace muze vazné poskodit kvalitu vzorku a
vede k chybnym vysledkim.

Nesméji se pouzivat silné lipemické, ikterické, hemolyzované
ani kontaminované vzorky.

Test neni mozné aplikovat na plazmu.

8. POSTUP

1. Oteviete baleni (na strané s tlakovym uzévérem), vyjméte
pozadované mnozstvi nastroji a poté, co jste z baleni
vytlacili vzduch, je opét uzavrete.

2. Podle instrukci pod body 1 a 8 uvedenymi v kapitole 4
(Opatfeni pro spravné provedeni testu) zkontrolujte stav
nastroje.

3. VlozZte 50 pl nefedéného testovaného séra do jamky €. 1
kazdého nastroje; pfi kazdé zméné Sarze pouzijte nastroj
na kalibraci.

4. Néstroje umistéte do zafizeni Chorus a provedte kalibraci
(je-li tfeba) a test podle Navodu k obsluze zafizeni
Chorus.

9. OVERENI TESTU

Pomoci kontrolniho séra ovéfte spravnost ziskanych vysledku.
PouZijte je v souladu s instrukcemi uvedenymi v navodu na
obsluhu. Pokud zafizeni ukédZe, Ze se hodnota kontrolniho séra
pohybuje mimo pfijatelné rozmezi, kalibraci je tfeba opakovat.
Predchozi vysledky budou automaticky opraveny.

Pokud je vysledek kontrolniho séra i nadale mimo pfijatelné
rozmezi, zatelefonujte prosim do oddéleni védecké podpory.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETACE VYSLEDKU

Cz 12/41

Zafizeni Chorus vyjadfuje vysledek jako INDEX (pomér mezi
OD hodnotou vzorku a cut-off hodnotou).

Testované sérum se interpretuje takto:

POZITIVNI':'je-Ii pomér>1.1.
NEGATIVNI: je-li pomér < 0..9.
SPORNE/NEJASNE: pro v3echny hodnoty mezi 0.9 a 1.1.

V pfipadé sporného/nejednoznacného vysledku test opakuijte.
Zustava-li sporny/nejednoznacny i nadéle, seberte za 1-2 tydny
vzorek novy.

11. OMEZENi

Viysledky testu je nutné interpretovat opatmé a pouzit v
kombinaci s informacemi ziskanymi z klinického hodnoceni a
jinych diagnostickych procedur. Vzorky sér pacientt, ktefi jsou
v raném nebo pozdnim stadiu této nemoci, mohou opakované
poskytovat negativni vysledky blizici se spodni trovni cut-off. V
takovém pfipadé doporuCujeme zkontrolovat vysledek testu
odebranim a otestovanim druhého vzorku za 7-10 dni po
vzorku prvnim.

12. ANALYTICKA SPECIFICNOST
Bylo testovano 47 vzorkl obsahujicich potencialné rusivé latky:

Revmaticky faktor (n = 6)
Bilirubin, vysoky titr (n = 3)
Triglyceridy (n = 12)
C-reaktivni protein (n = 3)
Hemolyzované (n = 3)

Bylo testovano nésledujicich 27 sér pozitivnich na jind
onemocnén:

Mycoplasma pneumoniae (n = 11)
Chlamydia pneumonia (n = 7)
Helicobacter pylori (n = 1)
Clostridium Tetani (n = 2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n = 2)
Epstein-Barr (n = 2)

Pfitomnost vySe uvedenych rudivych substanci v testovanych
sérech nezmeénila nijak vysledky testu.

13. DIAGNOSTICKA CITLIVOST A SPECIFIENOST
Diagnosticka citlivost a specifiénost byla testovana na zékladé
analyzy 130 vzorku, jednak touto soupravou DIESSE, jednak
dal$im komercénim ELISA testem (ELISA Vircell). Neshodné
vysledky byly testovany pomoci Focus IFA testu.

Ve schématu nize naleznete data provedené zkousky:

| Reference
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+ - Celkem
+ 18 5 23 Datum vyroby
Diesse - 0 107 107
Celkem 18 112 130 Pouzitelné do

Diagnosticka citlivost: 100.00 % Cles%: 82.41-100.00

NepouZivejte opakovang
Diagnosticka specifiénost: 95.54 % Cless;: 92.42-99.08 epoUzIveyie opaKovane

14. PRESNOST Pozor, Ctéte pfilozené dokumenty

Vyrobce

PRESNOST V RAMCI MERENI
Stand.

Vysledky (index Primér CV%
ystedky (index) odchylka ’ Obsah staci na < n > test

LGM 1 28 3.0 3.1 29 0.14 4.8

<[> 0K

LGM 2 1.1 1.0 0.8 1.0 0.15 15.0 Teplotni omezeni

ra
o
=

LGM 3 0.5 0.6 0.6 0.6 0.06 10.0

Ctéte navod k pouziti

=

PRESNOST MEZI MERENIMI

Visledky (index Stand. A Biologicka rizika
Den 1y De)r:(z I))en 3 Pram. | odchy | CV%
lka L x
28 27 22 Katalogové ¢islo
LGM1 | 30 2.7 22 26 036 | 138 Lékarské vybaveni pro diagnostiku in
31 27 20 vitro
1.1 1.1 09 .
LGM2 | 1.0 13 1.0 10 | 014 | 140 Lot Kod Sarze
0.8 1.1 1.1
0.5 0.5 0.4 Vyrobil
LGM3 | 06 0.6 0.5 05 | 007 | 140 DIESSE Diagnostica Senese S.p.A. C €
0.6 0.5 0.6 Strada dei Laghi 39
_ 53035 Monteriggioni (SIENA)
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16. GLOSAR POUZITYCH SYMBOLU
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GEBRAUCHSANLEITUNG

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA IgM

1. VERWENDUNGSZWECK
Enzymimmunassay-Verfahren zur qualitativen Bestimmung
der Anti-Legionella pneumophila IgM-Antikérper im
Humanserum mit einem Einweg-Testmodul, das in
Kombination mit Chorus und Chorus TRIO
Laboranalysatoren verwendet wird.

CHORUS
Legionella pneumophila IgM
Zur qualitativen Bestimmung der Anti-Legionella
pneumophila-I1gM-Antikorper

AusschlieBlich fir die In-vitro-Diagnostik
bestimmt

2. EINLEITUNG

Die Legionellose ist eine schwere Infektionskrankheit mit hoher
Letalitat. Letztere ist haufiger bei Nosokominal-Infektionen als
bei ambulant erworbenen Infektionen zu beobachten. Die
Gesamtletalitat betragt 5-15 % und kann bei Nosokominal-
Infektionen 30-50% und bei Patienten mit prekérem
Gesundheitszustand oder bei spat behandelten Patienten auf
70-80 % ansteigen. Legionellose ist die Bezeichnung aller
krankhaften Formen, die durch gramnegative Bakterien der
Gattung Legionella verursacht werden. Die Art, die am
haufigsten eine Rolle bei menschlichen Pathologien spielt, ist
Legionella pneumophila, obwohl auch andere Arten isoliert
wurden. Die schwerste Form der Legionellose ist die so
genannte Legionarskrankheit, die sich 2-10 Tage nach der
Exposition mit dem infektiésen Erreger durch eine akute
Pneumonie &ufert. Ein weiteres charakteristisches klinisches
Erscheinungsbild ist das Pontiac-Fieber, eine akute fieberhafte
Erkrankung ohne Pneumonie. Es gibt auch subklinische
Formen der Infektion ohne Symptome, die nur durch eine
festgestellte Serokonversion nachgewiesen werden kdnnen.
Die Legionellen sind in der Natur weit verbreitet, hauptsachlich
an Orten, an denen Wasser vorhanden ist (See- und
Flussflichen,  Grundwasser und  Feuchtgebiete  im
Allgemeinen). Ausgehend von diesen Quellen konnen die
Legionellen  kunstliche ~Wassereinrichtungen  kolonisieren
(Trinkwasserversorgungsnetze in Stadten, Wasseranlagen
einzelner Gebaude, Klimaanlagen, Schwimmbé&der, Brunnen,
usw.), die als Verstarker und Verbreiter des Mikroorganismus
dienen. Die Infektion kann die gesamte Bevdlkerung treffen. Ein
héheres Risiko tragen Manner, Menschen fortgeschrittenen
Alters, Raucher, Alkoholiker, Menschen mit chronischen
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Krankheiten (obstruktive Bronchopneumopathien,
kardiovaskulare und renale Erkrankungen, Diabetes, usw.) und
Menschen ~ mit  erworbener  Immundefizienz ~ nach
therapeutischen Eingriffen (Organtransplantationen, Therapie
mit Steroiden, antitumorale Therapie, usw.) oder HIV-Infizierte.
Von allen gemeldeten Legionellose-Fallen kdnnen 80 % dem
Typ Legionella pneumophila Serogruppe 1 zugeordnet werden
und die Serokonversion zu dieser Serogruppe gilt als hoch
pradiktiv fur die Krankheit.

Die serologische Diagnostik von Legionella pneumophila im
Zuge der ersten Entnahme bei Krankheitsbeginn, muss
notwendigerweise von einem Anstieg der Antikérper in
nachfolgenden Entnahmen (in der dritten Woche und nach 6-8
Wochen) bestatigt werden, weil klinische Untersuchungen
manchmal ein spétes Auftreten spezifischer Antikdrper auch in
groBer Anzahl sowie die Moglichkeit einer Prasenz von Anti-L.
pneumophila-Antikbrpern auch bei Fehlen einer Legionellose
gezeigt haben.

Die Antikdrperreaktion ist normalerweise ein Gemisch aus IgA-,
IgM- und IgG-Antikérpern. Die Bestimmung der Présenz von
IgM-Antikorpern kann bei der Diagnostik der akuten Infektion
hilfreich sein, auch wenn die IgM-Antikdrper Uber einen langen
Zeitraum nach der Infektion vorhanden sein kénnen.

3. TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der ELISA-Methode (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).

Der ELISA-Test nutzt die Reaktion zwischen den in der
untersuchten Probe vorhandenen Antikdrpern und dem auf
Festphasen aus Polystyrol fixierten Antigen.

Das aus einer Legionella pneumophila Serotyp 1 Kultur
gewonnene und mit Formaldehyd inaktivierte Antigen wird an
die Festphase gebunden. Durch die Inkubation mit
Humanserum, das mit einem Verdlinnungsmittel versetzt
wurde, das die IgG-Antikdrper blockiert, binden die spezifischen
IgM-Antikdrper an das Antigen.

Nach dem Ausspilen der Proteine, die nicht reagiert haben,
erfolgt  die  Inkubaton mit dem  Konjugat aus
Meerrettichperoxidase-konjugierten monoklonalen Anti-human-
IgM-Antikdrpern.

Das nicht gebundene Konjugat wird entfernt und das
Peroxidasesubstrat hinzugefiigt.

Die Intensitat der blauen Farbe entwickelt sich proportional zur
Konzentration der spezifischen Antikorper im untersuchten
Serum.

Die  Einweg-Testmodule enthalten alle erforderlichen
Reagenzien, um den Test nach Einlegen in den Chorus
Laboranalysator durchfilhren zu kénnen.

4, VORSICHTSMASSNAHMEN

AUSSCHLIESSLICH FUR DIE IN-VITRO-
DIAGNOSTIK BESTIMMT.

Dieser Testsatz enthélt Material humanen Ursprungs, das
mit FDA zugelassenen Methoden sowohl auf HBsAg als
auch auf Anti-HIV-1, Anti-HIV-2 und Anti-HCV-Antikorper
negativ getestet wurde. Da kein diagnostischer Test die
Présenz infektioser Stoffe vollstindig ausschlieBen kann,
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muss jedes Material humanen Ursprungs als potentiell
infektios betrachtet werden. Samtliche Reagenzien und
Proben miissen unter Einhaltung der iiblicherweise in
Labors geltenden Sicherheitsvorschriften gehandhabt
werden.

Entsorgung der Abfélle: Die Serumproben, Kalibratoren
und gebrauchten Streifen miissen als infektiéser Abfall
behandelt und daher unter Einhaltung der geltenden
gesetzlichen Bestimmungen entsorgt werden.

Warnhinweise fiir die Sicherheit des Personals

1. Nicht mit dem Mund pipettieren.

2. Beim Handhaben der Proben und wahrend des Tests
Einweghandschuhe und einen Augenschutz tragen.

3. Die Hande nach Beendigung des Tests sorgfaltig
waschen.

4. Die folgenden Reagenzien enthalten  geringe
Konzentrationen schadlicher oder reizender Substanzen:
a) Das Konjugat und die Kontrollen enthalten Phenol
b) Das Substrat ist sauer

Wenn ein Reagenz mit der Haut oder mit den Augen
in Berlihrung kommt, diese mit reichlich Wasser spilen.

5. Neutralisierende S&uren und andere flissige Abfélle
mussen durch Zugabe von Natriumhypochlorit desinfiziert
werden. Das zugegebene Volumen muss eine
Endkonzentration von mindestens 1 % ergeben. Eine 30-
miniitige Exposition mit 1 %igem Natriumhypochlorit sollte
fur die Gewahrleistung einer wirksamen Desinfektion
ausreichen.

6. Wird potentiell infektibses Material versehentlich
verschittet, muss es umgehend mit Saugpapier entfernt
werden. Die beschmutzte Flache muss vor dem
Fortsetzen der Arbeit zum Beispiel mit 1 %igem
Natriumhypochlorit dekontaminiert werden. Wenn eine
Saure vorhanden ist, darf das Natriumhypochlorit nicht
verwendet werden, bevor die Flache getrocknet wurde.
Alle fiir die Dekontamination von verschittetem Material
verwendeten Hilfsmittel mussen einschlieflich  der
Handschuhe als potentiell infektidser Abfall entsorgt
werden. Materialien, die Natriumhypochlorit enthalten,
durfen nicht autoklaviert werden.

Warnhinweise zur Analyse

Die zu verwendenden Testmodule vor dem Gebrauch auf
Umgebungstemperatur (18-30 °C) bringen und innerhalb von
60 Minuten verwenden.

1. Die Testmodule mit blau gefarbtem Substrat
(Vertiefung 4) aussortieren.

2. Beim Einfiillen der Probe in die Vertiefung auf die perfekte
Verteilung am Boden achten.

3. Kontrollieren, ob die Reagenzien im Testmodul vorhanden
sind und ob letzteres unversehrt ist. Keine Testmodule
verwenden, bei denen im Zuge der Sichtkontrolle
festgestellt wird, dass Reagenzien fehlen.

4. Die Testmodule miissen zusammen mit dem Chorus
Laboranalysator verwendet werden. Dabei sind diese
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Gebrauchsanleitung und die Anweisungen in der
Gebrauchsanleitung des Analysators strikt zu befolgen.

5. Kontrollieren, ob der Chorus Laboranalysator korrekt
eingestellt ist (siehe Chorus Gebrauchsanleitung).

6. Den Strichcode auf dem Griff des Testmoduls nicht
beschadigen, damit er vom Laboranalysator korrekt
gelesen werden kann.

7. Fir die Aufbewahrung der Proben keine selbstabtauenden
Tiefkihlgerate verwenden.

8. Unlesbare Codes kbnnen manuell in den Analysator
eingegeben werden.

9. Die Testmodule wahrend der Aufbewahrung und des
Gebrauchs keiner starken Beleuchtung und keinen
Natriumhypochlorit-Dampfen aussetzen.

10. Stark hamolytische oder mikrobisch verunreinigte Proben
kénnen Fehlerquellen bergen.

11. Vor dem Einsetzen des Testmoduls in den Chorus
Laboranalysator ~ sicherstellen, dass sich in der
Reaktionsvertiefung keine Fremdkorper befinden.

12. Das zu untersuchende Serum (50 pl) in die Vertiefung 1
des Testmoduls pipettieren (siehe Abbildung).

13. Das Testmodul nach dem Verfalldatum nicht mehr
verwenden.

5. BESTANDTEILE DES TESTSATZES UND
VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Der Testsatz reicht fiir 36 Bestimmungen (REF| 81093).
Der Testsatz reicht fiir 12 Bestimmungen (REF| 81093/12).

DD [TESTMODULE

6 Packungen mit je 6 Testmodulen (REF| 81093).
2 Packungen mit je 6 Testmodulen (REF| 81093/12).

[ OOEEEET| -

Position 8: Platz fiir Strichcode-Etikett

Position 7: leer

Position 6 : MIKROPLATTENVERTIEFUNG,

die mit dem Antigen von Legionella pneumophila Serotyp 1
sensibilisiert wurde

Position 5: VERTIEFUNG

nicht sensibilisiert

Position 4: TMB SUBSTRAT

Inhalt: 0.26 mg/ml Tetramethylbenzidin und 0.01 % H20x,
stabilisiert in Citratpuffer 0.05 mol/l (pH 3.8)

Position 3: VERDUNNUNGSMITTEL FUR DIE PROBEN
Inhalt: Proteinldsung mit Anti-human-lgG-Antikorpern, 0.05%
Phenol, 0.02% Bronidox und einem Indikator, der die Prasenz
von Serum erfasst

Position 2: KONJUGAT

Inhalt: Peroxidase-markierte monoklonale Anti-IgM-Antikdrper
in Phosphatpufferlésung mit 0.05% Phenol und 0.02% Bronidox
Position 1: LEERE VERTIEFUNG
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In diese Vertiefung muss der Bediener das unverdiinnte Serum
fullen

Verwendung: Einen Beutel auf Raumtemperatur bringen,
den Beutel offnen und die bendtigten Testmodule
herausnehmen; die nicht bendtigten in den Beutel mit Kieselgel
zurlick legen, die Luft entweichen lassen und den Beutel durch
Driicken auf den Verschluss versiegeln. Bei 2-8°C
aufbewahren.

CALIBRATOR| KALIBRATOR 1 x 0.175 mL

Inhalt: verdiinntes Humanserum mit bekannter
Antikdrperkonzentration mit Proclin und Gentamycin, fliissig,
gebrauchsfertig

CONTROL +| POSITIVE KONTROLLE 1 x 0.425 mL

Inhalt: verdlnntes Humanserum mit  bekannter
Antikérperkonzentration mit Proclin und Gentamycin. Flissig,
gebrauchsfertig

WEITERES ~ ERFORDERLICHES,  ABER  NICHT
MITGELIEFERTES MATERIAL
o WASHING BUFFER [REF| 83606

e CLEANING SOLUTION 2000 |REF| 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604 - 83608

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

o  Destilliertes oder deionisiertes Wasser

o Ubliches Laborglas: Zylinder, Reagenzglaser, usw.

e  Mikropipetten zur genauen Entnahme von Volumina
zwischen 50 und 200 pl

e Einweghandschuhe

o 5 %ige Natriumhypochlorit-Ldsung

e Behdlter zum Sammeln potentiell infektidser
Materialien

6. AUFBEWAHRUNG UND STABILITAT DER REAGENZIEN
Die Reagenzien miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden. Im
Fall einer falschen Aufbewahrungstemperatur muss die
Kalibrierung wiederholt und die Richtigkeit des
Ergebnisses mit Hilfe des Kontrollserums {berpriift
werden (siehe Kapitel 9 Testvaliditét).

Das Verfalldatum steht auf jeder Komponente und auf dem
AuBenetikett der Verpackung.

Die Reagenzien besitzen nach dem Offnen bzw. der
Vorbereitung eine begrenzte Stabilitat:

TESTMODULE 8 Wochen bei 2/8°C
KALIBRATOR 8 Wochen bei 2/8°C
POSITIVE KONTROLLE 8 Wochen bei 2/8°C

1. PROBENART UND AUFBEWAHRUNG

Die Probe besteht aus Serum, das aus Blut gewonnen wird,
das durch eine normale Punktion von Venen entnommen wurde
und das entsprechend den flir Labors geltenden
Standardverfahren gehandhabt wird. Das frische Serum kann
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bei 2-8 °C 4 Tage lang aufbewahrt werden; fiir eine langere
Aufbewahrung wird es bei -20 °C eingefroren. Die Probe kann
maximal dreimal aufgetaut werden. Nach dem Auftauen und
vor der Dosierung sorgfaltig durchmischen. Durch eine
mikrobische Kontamination kann die Qualitdt der Probe stark
beeinflusst werden, was zu falschen Ergebnissen flihren kann.
Stark lipamische, ikterische oder kontaminierte Proben kénnen
nicht verwendet werden.

8. VORGEHENSWEISE

1. Den Beutel 6ffnen (Seite mit Druckverschluss), die fir die
Durchfiihrung der Tests erforderliche Anzahl von
Testmodulen entnehmen und den Beutel mit den
restlichen Testmodulen nach dem Entfernen der Luft
wieder verschlieRen.

2. Das Testmodul gemaR den Anweisungen in Kapitel 4
Warnhinweise zur Analyse, Punkte 1 und 8, einer
Sichtkontrolle unterziehen.

3. In die Vertiefung 1 jedes Testmoduls 50 pl des zu
untersuchenden, unverdinnten Serums geben. Bei jedem
Chargenwechsel ein  Testmodul fiir den Kalibrator
verwenden.

4. Die Testmodule in den Chorus Laboranalysator einsetzen.
Die Kalibrierung (sofern erforderlich) und den Test gemaR
den Anweisungen der Gebrauchsanleitung des
Analysators durchfiihren.

9.  TESTVALIDITAT

Zur Uberprifung der Richtigkeit des Testergebnisses das
Kontrollserum verwenden. Es wird gemaR den Anweisungen
der Gebrauchsanleitung des Analysators eingesetzt. Wenn der
Analysator fir das Kontrollserum einen Wert auflerhalb des
akzeptablen Bereichs anzeigt, muss die Kalibrierung wiederholt
werden. Die vorhergehenden Ergebnisse werden dann
automatisch korrigiert.

Wenn das Ergebnis des Kontrollserums weiterhin auflerhalb
des akzeptablen Bereichs liegt, kontaktieren Sie bitte den
Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETATION DES TESTS

Der Chorus Laboranalysator liefert ein Ergebnis als Index
(Verhaltnis zwischen dem Messwert der OD der Probe und
dem des Cut-off), der vom Analysator gespeichert wird.

Der Test des untersuchten Serums kann wie folgt interpretiert
werden:

POSITIV: Index >1.1
NEGATIV: Index <0.9
GRAUZONE/MEHRDEUTIG: Index zwischen 0.9 und 1.1

Den Test wiederholen, wenn das Ergebnis in der Grauzone
liegt mehrdeutig ist. Sollte das Ergebnis weiterhin in der
Grauzone/mehrdeutig liegen, die Blutabnahme nach 1-2
Wochen wiederholen.
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1. GRENZEN DES TESTS

Die Ergebnisse der Mengenbestimmung miissen mit Vorbehalt
interpretiert und zusammen mit anderen Daten der klinischen
Auswertung und anderen diagnostischen Untersuchungen
bestatigt werden.

Seren von Patienten, die sich in einem sehr friihen oder spaten
Stadium der Krankheit befinden, kénnten ein wiederholt
negatives Ergebnis in der Nahe des Schwellenwerts des Cut-off
zeigen. In diesen Féllen wird empfohlen, das Ergebnis zu
priifen, indem eine neue, 7-10 Tage nach der ersten Probe
entnommene Probe analysiert wird.

12. ANALYTISCHE SPEZIFITAT
Es wurden 47 Serumproben mit potentiellen Interferenten
getestet:

Rheumafaktor (n=6)

Hoher Bilirubinwert (n=3)
Triglyceride (n=12)

PCR (n=3)

Hamolytische Proben (n=23)

Es wurden 27 Seren getestet, die gegen andere Pathologien
und Pathologien der Atemwege positiv waren:

Mycoplasma pneumoniae (n=11)
Clamidia pneumoniae (n=7)
Helicobacter pylori (n=1)
Clostridium tetani (n=2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n=2)
Epstein-Barr (n=2)

Die Prasenz der oben genannten Interferenten im untersuchten
Serum hat keinen Einfluss auf das Testergebnis.

13. DIAGNOSTISCHE SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT
Bei einem Versuch wurden 130 Proben mit dem Testsatz
Diesse und mit einem anderen im Handel erhéltlichen Testsatz
(ELISA Vircell) analysiert; die nicht tbereinstimmenden Proben
wurden unter Verwendung eines im Handel erhaltlichen
Immunfluoreszenztests (Focus IFA test) bestatigt.

In den folgenden Tabellen sind die Versuchsergebnisse
aufgefiihrt;
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Ergebnisse (Index) Mittelwert| SD | CV%

LGM 1 28 3.0 3.1 29 0.14 4.8

LGM 2 1.1 1.0 0.8 1.0 015 | 15.0

LGM3 0.5 0.6 0.6 0.6 006 | 10.0

PRAZISION ZWISCHEN DURCHLAUFEN

Ergebnisse (Index) Mittel

SD CV%
Tag1 | Tag2 | Tag3 | wert

28 2.7 22

LGM 1 3.0 2.7 22 26 0.36 13.8

3.1 2.7 20

1.1 1.1 0.9

LGM 2 1.0 1.3 1.0 1.0 0.14 14.0

0.8 1.1 1.1

0.5 05 04

LGM3 0.6 0.6 0.5 0.5 0.07 14.0

0.6 05 0.6

Referenz
+ - Insgesamt
+ 18 5 23
Diesse - 0 107 107
Insgesamt 18 112 130

Diagnostische Sensivitat: 100.00 % Cl g5 %: 82.41-100.00
Diagnostische Spezifitat: 95.54 % Cl o5 %: 92.42-99.08
14. PRAZISION

PRAZISION INNERHALB EINES DURCHLAUFS

15.
1.
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16. SYMBOLERKLARUNG
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NirFrccr

OAHTIEZ XPHZHZ

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA IgM

1. XPHZH

Avoooev{upaTiki pé00d0og yia Tov TOIOTIKO TTPoadiopIoHO
Twv avriowpdrwyv IgM anti Legionella pneumophila otov
avBpwrivo opd pe Sidtaln piag XpRong £Qappocpévng
ota 6pyava Chorus kai Chorus TRIO.

CHORUS
Legionella pneumophila igM
Mo Tov TOoI0TIKG TTPOadIOPIoHO TWV
avriowpdtwv IgM anti Legionella pneumophila

Moévo yia diayvwoTIKA XpAon in vitro

2. EIZArQrd

H AeyiovéNMwon eival pia gofapry uoAuoparik acBévela,
uwnAig Bvna1pdTNTAG, KUPIWG VIO TIG VOOOKOUEIOKEG TTOPA YId
TIG KOIVOTIKEG AoIMWEEIS. H oAk Bvnoiudmra  Kupaivetal
petagy 5-15% «kai pmopei va @Bacer 1o 30-50% oTa
vogokopeia kal 10 70-80% o€ aoBeveic oc Kakh KAIVIKA
katdotaon A Twv omoiwv n BepameuTikh  aywyny  EXEl
kaBuaTtepoel.  AeylovéEMwan eival 0 opiouds OAwv Twv
popewv TG véoou TTou TTPoKaAeiTal ammd apvnTika katd Gram
BaktApia Tou yévoug Legionella. Ta €idog Tou guyvétepa
euTTAEKETaN OTIG aoBEveleg TTou TTpooPaAAouv Tov AvBpwtTo
eivai n Legionella pneumophila, av kai €xouv amopovwoei GAAa
€ion. H mo goPapr popen AsyiovéAwaong eival yvwoTh wg n
Néoog Twv Aeyewvapiwy, n otoia xapaktpiletal omo ogia
Trveupovia Tou ekdnAwvetarl petd amd 2-10 nuépeg amd v
¢kBean oTo PoAucoparikd apayovra. Mia GAAn XapakTneIoTIKA
KAIVIKA €ikova givar o MupeTdg Tou Pontiac, pia ofgia epmipetn
eCwrveupoviky - TéBnon.  Ymapxouv  €miong  HOPQEG
UTTOKAIVIKAG  WOAUVONG  ME  QTTOUCIO  QUNTITWHATWY, KOl
avixveuoipeg ubvo pe eTaABeuan OpPOETATPOTIAG.

O1 AeylovéMheg eival eupéwg diadedopéveg otn @UOT, GTTOU
ouvdEovTal Kupiwg We Tnv Trapouaia vepoU (Aigvaies kai
TIOPOTIOTANIEG TIEPIOXEG, IaNATIKEG TINYEG, UTTOyEIa UdATA Kal
uypdTtotmol yevikoTepa). Ao autéC TIC TMyéG n Legionella
pTropei va amolkioel Ta TexvnTa uddriva TepiBaAhovta (aoTiké
dikTua Katavoprg TOCIYoU vepou, ouaTAUATA vepoU yia
pegovwuéva  Ktipla, eykaracTtdoel  KAiYamopou, TaOiveg,
OUVTPIRAVIQ, KATT.) TTOU SPOUV WG EVIOXUTEG KAl SIAVEUNTES TWV
MIKpoOpyaviguwy. H poAuvan ptopei va emnpedaotl 1o aUvoAo
Tou TTAnBuopoU. cwpolvral 6T BpiokovTal TIEPIOCTOTEPO OF
kivduvo ~ aGvdpeg  TTpoxwpnuévng  nAIKiag,  KATIVIOTEG,
KOTavoAwTéG  oivotvelparog, TTpooPefAnuévol améd xpdvieg
mabnoeig (ofeie BpoyxXOTTUEUIOVOTIABEIES, KAPDIAYYEIOKES KAl

GR 19/41

VEQPIKEC  vOool, OlaBATNG, KATL..) Kal pe  €TiKTNTN
QVOOOTIOINTIK)  OVETAPKEID,  PETA  OTO  BEPATIEUTIKEG
mapeufdoeic  (UeTapooyeuoelig  opyavou,  Bepameia e
0TEPOEIBN KAl AVTIKOPKIVIKA, KATT.) i Aoipwgn e Tov 16 HIV.
Amd OAe¢ TIC avagepbeioeg TEPITTWOEIS TNG VOTOU Twv
Aeyewvapiwv, 10 80% pmopei va amodoBei otn Legionella
pneumophila opoopuddag 1 Kal N OPOPETATPOTT WG TTPOS AUTAV
v opooudda Bewpeital yevikd w¢ uwnAl TPOBAEYn NG
aoBéveiag.

H opoloyiky Oidyvwon TG Legionella pneumophila Tou
ekTeAeiTal Kar@ Tnv TpwTn delyuaToAnyia, Kar@ Tnv TPWIN
ep@avian g véoou, mpémel va emiBePaiwdei amd Ty avgnon
TOU TITAOG TOU QVTICWHATOS OE B1adoyIKEG DelyUaTOANYIES PETA
TNV TTPWTN, OI OTTOIEG yivovTal TV TpiTn £BBOUAdA Kal PETE a6
6-8 epOopAdES, TAKTIKA, ETTEIdA O KAIVIKES e¢eTAIOEIG aTTESEIGaV
MIO OYIUN O OPIOHEVEG TTIEQITITWOEIS EPPAVION EKAEKTIKWV
avTiowpdTwy ge onuavtikd emiong emimeda, KaBwg Kal Tn
duvardtnra apouaciag Twv avriowudtwy anti-L pneumophila
eMeiper AeyiovéMwaong.

H amavinan tou avriowpatog otn Aoipwén givar ouvibuwg éva
Hiyua amé IgA, IgM, IgG. O mpoadiopioudg TG TTapoudiag Twv
IgM umopei va Bonbraoel We pia didyvwan TG ofeiag Aoiuwing
av ol IgM pmopei va Tapayeivouv yia peydAo  xpovikd
d100Tnua amo TN péAuvan.

3. APXH THZ MEGOAQY

To teor Pacifetar omv péBodo ELISA (Enzyme linked
Immunosorbent Assay) .

To teor ELISA xpnoigotoiei v avridpaon petall Twv
QVTICWWPATWY TTOU UTTAPXOUV Wéa aTo OEiya TTouU EEETATTNKE
Kal TOU QvTIyOvou TTIOU QKIVNTOTTIOINBNKE a¢ aTePeéS QATEIS
TTOAUCTUpEViOU.

To avmiyévo Tou €eA@Bn amd kaMhiépyeieg Legionella
pneumophila opotumou 1 adpavotoieital pe Popuardelion,
ouvdéetal atn oTteped edon. MNa emwacn Tou avBpwTivou
opoU ot e€&ftaon, Olahehupévou o éva  dloAUTR  TTOU
mrapeutodiel TG 19G, o1 ekAekTikég IgM  ouvdéovtal oTO
QvTIyovo.

Metd ot eKTTAUGEIC YO va amropakpuvBouv ol TTpwTEiVES TTou
Oev aviedpaocav, yiveralr n emwacn pe T0 OUCUYEG, TIOU
amoteAeiTal amd povokAwviké avTicwpata avBpwrivng avtl
IgG ouleuypéva pe uTrEPOLEIBATN XPEVOU.

AropakpuveTal T0 ouuyég TTou dev avTédpaae Kal TTpoaTiBeTal
T0 UTTGGTPWUA TNG UTTEPOLEIBACTG.

H éviaon Tou KuavoU Xpwuarog Tou oxnuatiletal eival
avahoyn TIPOG TNV OUYKEVTPWOT TwV EIBIKWY avTICWUATWY
TIo0U BpiokovTal gTov uTtd ¢ETaan 0po.

Ta oer piag xprong mepiExouv OAa Ta  amapaitTa
QvTIBPACTAPIA YIa TNV €KTEAEON TOU TEOT, PE Tn XpAon Tng
ouakeung Chorus.

4. NPOQYAAZEIX

MONO IA AIATNQXTIKH XPHZH IN VITRO.
Auto 1O KIT TEPIEXEl UAIKG avBpwmivig TPoéAEuans TTou
éxouv mrepdoel amd TEOT Kol €Xouv Ppedei apvnTikd o€
eykekpigéva amd v FDA T1e0T, T0G0 600V aQOPA TV

avixveuan Tou HbsAg 600 ka1 yia Ta avricwpara avri-HIV-
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1, avri-HIV-2 kai avri-HCV. Emeidn kavéva SiayvwoTiko
1e0T Oev  mpoo@épel  amoOAutn  eyyinon  amouciag
MOAUGHATIKWY TropayovIwy, KAaBe UAIK6 avBpwivig
mpoéheuong mpémel  va  Bewpeital WG SuvnTiKA
MOAuGHaTIKO. XpNOIPOTIOIEiTE OAD TA AVTIBPUGTAPIO KAI TU
Ociypata  Taipvoviag  OAeg  TI  TpPo@uUAGSels  Trou
mpoBAETTOVTON GO TOUG KAVOVIOHOUS ao@aAgiag Tou
gpyaoTnpiov.

AidBeon amoBAATWY: Ta deiypara opou, o1 BaBuovountég
KOl Ol TalvViEg TOU  XpnoIpoTroIEiTal  TIPETEl  va
emeepyadovial w¢ HoAuopaTikG amoPAnTa  Kal  OTN
ouvéxela va diariBevral olppwva pe TIG SlaTASEIS TwWV
1GXUOVTWV VOHWV.

Odnyieg yia TNV TPOOWTTIKA COG ATQAAEIA

1. Mnv kdvete avappdenaon pe 10 0TOMA.

2. Xpnowgotroieite  yavtia  piag  xpAong  Kkai
TpoOTaTEUTIKA yuahid étav xelpiCeaTe Ta deiyata
Kai Kot 1 d1dpkela NG avaAuang.

3. TAévete TOAU KaAG Ta Xépia gag POAIG TEAEIWOETE TO
TEOT.

4. H mepIekTIKOTNTO TWV TTAPAKATW avTI®PAOTNPIWY OF
BAapepeg 1) epeBiaTikég ouaieg, eivar XapnAn:

a)lo  ouluyéc kal Ta avTidpaoTApIa  EAEyXou
TIEPIEXOUV QaIVOAN
b)10 UTTGOTPWYA gival GEIvo
Av éva avTidpaatiplo £pBel ae eTTaQn e To déppa 1y
pE Ta pdmia, EmAlvate Pe apbovo vepd.

5. Efoudetepwpéva offa kal dAa uypd amdpAnta
mpémel va amoAupaivovtal - TpogBéTovTag
utoxAwpIWdEG vaTplo, 1600 600 XpeldleTal WOTE N
TENIKR ouykévipwan va eival TouhdyioTov 1%. Mia
¢kBeon oe umoxAwpiwdeg vatpio ato 1% yia 30
AETITE, UTTG KAVOVIKEG OUVBAKEG €ival apkeTh yia va
umtaptel pia amoteAeoparikr amoAupavan.

6. Xupéva uypd, duvnTikd WPOAUGHOTIKG, TIPETEl va
koBapifovTal apuéowg e aTTOPPOPNTIKG XAPTi KaI N
Cwvn Trou €xel uoAuvBei Ba TTpETTel va aTToAupaiveTal,
yia Trapadelypa pe umoxAwpiwdeg varpio 1%, mpiv
va ouveyioete v gpyacia. Mapoudia ogfog, 10
uTToXAWPIWJEG VATPIO deV TTPETTEI VA XPNCIKOTIOIEITA
mpIiv va  ateyvwaoel n {wvn. OAa ta UAik@, ToU
XPNOIMOTIOIRBNKAV YIa va KaBapIoTouV TUXOV XUpéva
uypd, TIPETEl va  QTOPPITITOVTal WG  OduvnTIKA
pohuguatikd améPAnta. Mnv Badere aTov kAifavo
uhiK@ TTou TrepIEXoUV UTTOXAWPIWDEG VATPIO.

AvaAuTikég odnyieg

Mpiv amdé Tnv xpHon oépte Ta O€T 0t Bepuokpaaia
mepIBaAovTog (18-30°C) kai xpnaiyotolfaTe Ta péca o€ 60
AeTTTa.

1. AToppiyTte TO OET TOU OTOIOU TO UTTOCTPWHA
(kuwehida 4) eival xpwpaTog PTTAE.

2. Agou pigete 10 deiyua aTnv KUWeAida, eAEyETe av Exel
kaTaveunBei opoioop@a aTov Tubpéva.

3. EMéyGre av umdpyouv 1o o€t dAa Ta avTidpaaTrpia
Kal av 10 o€t gival @Bikto. Mnv xpnaoigotoinoTe
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EKEIVO Tl O€T TToU, WeTd amo évav oTTIkG EAeyXo,
Trapouaiadouv ENeIwn Kamolou avtidpaaTnpiou.

4. Ta o€t TPETIEI va XPNOIMOTIOIOUVTOI OTTOKAEIOTIKG LE
v guokeun Chorus, akohouBwvTtag oXoAACTIKA TIG
0dnyieg Xprong kai 1o Eyxelpidio Tng.

5. EMy&e av n ouokeun Chorus eivar puBuiouévn
owaTd ( BA. Eyxeipidio XpAang tou Chorus).

6. Mnv alolwvete Ye Kavéva TPOTIO TwV YPAUUWTO
Kwdlkd oTn AaPfi Tou O€T, WOTE va WTTOPEl O
avayvwaoTng Tou ypaupikou kwdika va tov diapdoel
owaTa.

7. Amoguyete TN XPAON  KOTOWUKTWY — autdparng
amoOYUENG yia TNV atmobrjKeuon Twv dEIYHATwWY.

8. Tou¢ ypaupwroUg KwdikoUg tou dev diapalovral
OWOTA, PTTOPEITE VA TOUG TIEPATETE PE TO XEPI.

9. Mnv ekbétete Ta oer o¢ Ouvatd Qwg olte o€
uoxAwpiwdelg atpolG katd TN XpAon A v
amobrKeuan Toug.

10. Ta Oeiypara ToU TTAPOUGIAdouv 1oXUpPK algoAua,
koBwg Kkal ekeiva Tou TTAPOUCIACOUV UIKPOPIOKA
pohuvan, pmopei  va  dwoouv  AavBaguéva
amoteAéapaTa.

11. Tpiv TomoBeTAoeTe T0 OeT aTn ouokeuy Chorus
BePaiwbeite 6,71 n kKuweAida avTidpaong dev TEPIEXE!
téva owpara.

12. Eicayere Tov op6d mou Ba avahuBei (50 pl) omv
KuweAida 1 Tou oeT e o1pwvio (BA. eIkéva).

13. Mnv xpnolgotoleite T0 O€T WETA TNV nUEPOMNvia
Agng Toug.

5. ZYNOEXH TOY KIT KAI TPOETOIMAZIA TQN
ANTIAPAZTHPIQN

To kit KaAUTTTEl 36 TTPOCdIOPIGUOUG (% 81093).

To kit KaAUTTTEl 12 TPO0dIopiopuols (REF| 81093/12).

SET

6 TakéTa Twv 6 o€t T0 KABE éva (REF| 81093).
2 TakéTa Twv 6 o€t 10 KABE éva (REF| 81093/12).

Mepiypoor

TOOOEEY| -

Oéon 8: Xwpog ETIKETAC YPAUHWTOU KwoIKOU

Oéon 7: adeia

Oéon 6: KYWEAIAA MIKPOMAAKIAIOY

Evaigbnrommoinuévn  pe  avtiyévo Legionella pneumophila
opoTUTIOU 1

Oéan 5. KYWEAIAA

Mn euaioBnromoinpévn:

O¢on 4: YNOXTPOMA TMB
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Mepiexopevo:  TetpaueBuABev(idivn 0.26 mg/mL kar H202
0.01% oTaBepomoinuéva oe pubuIaTIKG BIGAUMA KITPIKOU 0EE0G
0.05 mol/L (pH 3.8)

Oéon 3: AIAAYTHZ TIA TA AEITMATA

Mepiexopevo: Mpwreivikd diGAuPa TToU TEPIEXEI aVBPWITIVNG
avti-IgG, @aivoAn 0.05%, Bronidox 0.02% kai évav deiktn TTou
avixveUegl TNV TTapouaia opou

Oéon 2: LYZYTEZ

MepieOUEVO:  MOVOKAWVIKG  QVTICWHATO  OECNUAOMEVO g
avBpwmivn anti IgM  pe  umepoteiddon, Ot PWOPOPIKG
pubuIoTIKG didAupa TTou TrepIExel paivoin 0.05% kai Bronidox
0.02%

Oéon 1: KENH KYWEAIAA

'Omou o xpraTng TPETTEl val picel Tov un SiaAupévo opod

Xpnon: A@NOoTE va 100pPOTACEl pia  oOKOUAA o€
Beppokpagia mepIBdAAovTog, avoilte pia gakoUAa, PydAte
60a aeT XpelddeaTe Kal BAATe Ta UTTOAOITIA TTIOW GTN GOKOUAQ,
Tou TEPIEKEl  yEAN TTUpITiou, OQaIPECTE TOV  Oépa Kal
oppayiote v mECovTag 1o €181kO cUoTNEa KAEIgiaTOG.
AmoBnkeuaTe aTtoug 2/8°C.

BAOMONOMHTHZ 1 x0.175 mL
MepiexOUEVO: Apalwuévog avBpwTTivog 0pog yvwaTou TiTAou €
avTiowpara Ye proclin kai gentamycin, uypog, £T01HOG YIa
xerion.

OETIKO MPOTYMO EAEFXOY 1 x 0.425 mL
MepiexOUEvVO: Apalwpévog avBpwTTivog 0pog yvwaTou TiTAou o€
avTiowyara pe proclin kar gentamycin, uypog, £T0IMOC Yia
xprian. Yypog, £oiuog yia xprion.

AAAO AMAPAITHTO AAAA MH ZYNOAEYTIKO YAIKO.
o  WASHING BUFFER 83606
e CLEANING SOLUTION 2 83609
e SANITIZING SOLUTION REF| 83604 — 83608
e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607
ATrooTayuévo 1 atmioviauévo vepd
e ITGviapvT  uGAhivog  €COTTAIONOG  EpyaoTnpiou:
KUAIvOpoOI, BOKIPAOTIKOF GWAAVES, K.ATT.
o  MikpommiméTeg TTOU avappo@olv pe akpifela dykoug
50-200 pl
e [davma piag xprong
e AiGhupa utroxAwpiwdoug varpiou 5%
o Noxeia yia v améppipn  Twv  duvnTikA
MOAUGHATIKWV UNIKGWV.

6. TPOMOZ ANOGHKEYZHZ KAl ZTAGEPOTHTA TON
ANTIAPAZTHPION

Ta avTidpaoTipia wpémel va amobnkevovral oToug 2/3°C.
e mepimTwon Twou amobnkedTnkav o€ AavBaopévn
Beppokpagia, wpémel va emavaAngBei n fabuovopnon kai
va eheyxOei To arotéAeopa pe Tov opd eAéyyou (BA. ke®. 9:
Eykupétnra Tou TEOT).

H nuepounvia Aféng eivan Tutrwpévn oe kGBe ouvioTOV
MEPOG KAl TIAVW GTNV EWTEPIKI ETIKETA TG CUTKEUNTIOG.
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Ta AvTidpaoTipia €Xouv TepiopIoHEVn didpkela {wAG PET
T0 GvolyHa Kai/f) TNV TTPOETOIPATIO

ZYZKEYEX 8 EBAOMAAEX %E 2/8°C
BAOMONOMHTHZ 8 EBAOMAAEX %E 2/8°C
OETIKO MPOTYMNO EAEMXOY 8 EBAOMAAEX ZE 2/8°C

7. EIAOZ AEIFMATOZ KAl AOOHKEYZH

To deiyua givar évag opdg Tou TPoEPXETaIl aTTO Qia TToU EXEl
OUMexBei pe QAeBIKA AMun kai éxel epdoel amd OAeg TIG
d108Ikacieg Tou TTPOBAETTOVTAl ATTIG TOUG KOVOVIOHOUG Twv
epyaoTnpiwv. O vwmds opdg umopei va OiatnpnBei yia 4
NUépeS aToug 2/8°C, evw yia PeyaAlTEPES XPOVIKEG TIEQIGDOUG
katayugre atoug —20°C. To deiyua utmopei va amoyuyBei 10
oAU 3 @opég. Metd amd Tnv améyuln kal TPIv va To PigeTe
otV KuyweAida, avakiviote 10 kaAd. H pikpofiak poAuvon
uTopei va emnpedoel g€ peydAo Pabud v ToI6THTA TOU
deiypatog kai va dwael AavBaopéva amoTeAéaparta.

Aciyuara ye 1oxupr aiddAuan, pe iktepo, i HoAuopéva dev
pTropolv va xpnaiyotoinBoly.

8. AIAAIKAZIA

1. Avoigre Tnv ouokeuaaia (améd Tnv TAEUPA Tou KAEioTpou
He TTiean), TapTe 600 O€T XPEIACETTE yia TNV avaAuon Kal
QuUAGgTE Ta umdhoITTa KAsivovTag TNV GOKOUAQ, a@ou
TTPWTA AQAIPETETE TOV 0EPQl.

2. EMéyGre mpoaekTikG TRV KATAOTAGT TOU OET AKOAOUBWVTOG
TIG UTTOOEICEIC TTOU avagépovTal aTo KeQ. 4 AVOAUTIKEG
0dnyieg, onueia 1 kai 8.

3. Pigre amv kuyeAida 1 kabevog oet, 50 ul un apaiwpévo
opd yia av@Auon. e ka@Be aMayn TapTidag,
XPNOIKOTIOIRGTE £va O€T yia Tov BabuovounTr.

4. TomobethoTe Ta o€t 0T ouokeury Chorus. Kévere Thv
BaBuovéunon (av eival  avaykaio) Kal T TEQT,
akohouBwvtag TIG 0dnyieg Tou Eyxelpidiou Xprong g
OUOKEUNG.

9. EFTKYPOTHTA TOY TEXT

Xpnolyomoinote Tov opd eAéyxou yia va eCakpiBwaere TV
okpiBela Tou An@Bévtog amoteAéopaTog, akoAouBwvtag TIG
0dnyieg Tou eyxelpIdiou XpAong TNG GUOKEUAG. Av n GUOKEUR
emaonudvel 6,11 0 0pa¢ eAéyxou Exel TIUA £Ew amo TO 6pIO
QVEKTAG OIOKUPAVOEWS, TPETIEI VO KAVETE Kal TAOAI Tnv
BaBuovéunon. Ta mponyoUpeva amoteAéopara Ba d1opBuwbolv
autéuara.

Av 10 amotéAeapa Tou 0poU eAEyxou eakohouBei va Bpioketal
EKTOC TWV OTTOOEKTWV Opiwv, ETIKOIVWVACTE PE TO TuAUA
Emotnuovikig YmooTipiéng.

TnA.: 0039 0577 319554
®ag; 0039 0577 366605
email; scientificsupport@diesse.it

10. EPMHNEIA TQN ANOTEAEZIMATQN
H ouokeurp Chorus mapéxer 10 amotéAeopa e INDEX
(eCapTwopevn amd v TapTida - avaloyia avaueoa oty TIUA
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ommikAg TukvotnTag (OD) Tou deiyuarog kai ekeivng NG
aToKoTTAG).
To 1€0T TAVW OTOV OPO PTTOPET VO EPUNVEUTET WG KATWTEPW:

OETIKO étav o deiktng eivar > 1.1

APNHTIKO étav o deikmg eivar < 0.9

AMO®IBOAO/AZADEL Aciktng Bpioketal avapesa ata 0.9 kal
1.1

e  mepimwon  apgifohou/acagols  amoteAéoparog
emavaAdpare 1o 10T, Av To amotéAeaua Tapayeivel au@ifoAo/
aca@ég, emavardare v aigoAnyia petd amd 1-2 eFOOUAdES.

11. MEPIOPIZMOI TOY TEELT

Ta amoteAéapara G dogoAoyiag TPETTEN va epunvelovTal e
mpogoxn kai va guvagiohoyouvral padi pe GAAa dedopéva Trou
mpoépyovial amd v KAIVIKA afloAdynon kai amd AAAeG
BIayVWOTIKEG ECETATEIG.

O1 opoi Twv acBeviyv TToU Bpiokovial ae TPWIKN 1/ € dYIun
guoavion ¢ voéoou, Ba pmopoloav va dwaoouv Eva
emaveIAnuuéva apvnTikd amotéAeopa Kovia otV TIUA  TOu
KOTW@AIOU TnNG OTOKOTIAG. € TETOIOU €iOOUC TTEPITITWOEIG
ouviaTarail n egakpifwan Tou amoteAéauarog, avaAlovtag éva
véo Oeiypa Trou eAfedn e éva didotnua 7-10 nuepwv amé 10
TPWTO.

12. ANAAYTIKH EKAEKTIKOTHTA
EAéyxbnkav 47 Oeiyuara opol Trou TIEPIEXOUV  TTIBAVEG
TrapepBarduEveS ouaieg:

Peuparoeidrig mapayovrag (n=9)
XohepuBpivn uwnhou TitAou (n = 3)
TpiyAukepidia (n=5)

PCR (n=3)

AigoAUpara (n=23)

E¢erdotnkav 27 opoi BeTikoU wg TPog AAAEG avaTTVEUOTIKEG
TabAoEIS: Kal un:

Mycoplasma pneumoniae (n= 11)
Clamidia pneumoniae (n=T7)
Helicobacter pylori (n= 1)
Clostridium Tetani (n=2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n= 2)
Epstein-Barr (n= 2)

H mapouaia atov opd oTnv efEtaon Twv TapeUBAMOPEVWV
OUCIWV TIOU OvagépovTal avwtépw OV  TPOTIOTIOIEN  TO
QTTOTEAECA TOU TEQT.

13. EYAIZOHZIA KAI AIATNQXTIKH EKAEKTIKOTHTA

Ze Wi extéhean melpapdrwy, avaAiBnkav 130 deiypata pe KIT
Diesse kai e éva Ao kit Tou gpmropiou (ELISA Vircell); Ta un
oupQwvolvTa deiypara emReBaItvVovVTal XPNTIPOTIOIVTAS EVa
10T avogo@Bopiapol Tou eptropiou (IFA Diamedix).

Ta dedopéva Tou TreIpduaTog auvowifovTal KATWTEPW:
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Avagopd
+ - Zuvoho
+ 18 5 23
Diesse - 0 107 107
Zivoho 18 112 130

AlayvwoTiki Evaiofnaia: 100.00 % Clos%: 82.41 — 100.00
AlayvworTikf EkAekTikdtnra: 95.54 % Clos%: 92.42 — 99.08

14. AKPIBEIA

AKPIBEIA ZTO EZQTEPIKO THZ OEZHZ

AmoteAéopara (Agiktng) | Méoa DS CV%

LGM 1 28 3.0 3.1 29 0.14 4.8

LGM 2 1.1 1.0 0.8 1.0 0.15 15.0

LGM 3 0.5 0.6 0.6 0.6 0.06 10.0

AKPIBEIA ANAMEZA ZE OEZEIX

AMOTEAEIMATA
(AEIKTHE)
HMEPA | HMEPA | HMEPA
1: 2 3:

MEZA DS CV%

2.8 2.7 22
LGM1 3.0 2.7 2.2 26 0.36 13.8
3.1 2.7 20

1.1 11 0.9
LGM 2 1.0 1.3 1.0 1.0 0.14 14.0
0.8 11 11

0.5 0.5 0.4
LGM 3 0.6 0.6 0.5 0.5 0.07 14.0
0.6 0.5 0.6
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16. EMEZHMHZH TQN ZYMBOAQN
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INSTRUCCIONES DE USO

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA IgM

1. INDICACIONES

Método inmunoenzimatico para la determinacion
cualitativa de anticuerpos IgM anti Legionella pneumophila
en suero humano con dispositivo desechable aplicado a
los equipos Chorus y Chorus Trio.

CHORUS
Legionella pneumophila IgM
Para la determinacion cualitativa de anticuerpos
IgM anti Legionella pneumophila

Para uso exclusivo en diagnéstico in vitro

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL TEST

La legionelosis es una enfermedad infecciosa grave con alta
tasa de mortalidad. La tasa total de mortalidad es del 5-15 %,
pudiendo alcanzar el 30 — 50 % en poblacién hospitalaria y el
70 — 80 % en pacientes en estado clinico grave o que hayan
recibido tratamiento tardio. Se define como legionelosis la
enfermedad causada por bacterias gram-negativas del género
Legionella. La especie mas frecuentemente implicada en las
patologias humanas es Legionella pneumophila, aunque se
han aislado otras especies también. La forma mas severa de
legionelosis es la conocida como “Enfermedad del Legionario”,
que se caracteriza por neumonia con fiebre alta que aparece 2
- 10 dias después de la exposicion al agente infeccioso. Otra
forma clinica caracteristica es la “Fiebre de Pontiac”, que se
manifiesta como un sindrome febril agudo y autolimitado, extra-
pulmonar. También existen formas de infeccion subclinica sin
sintomatologia, que sdlo se pueden detectar mediante la
observacion de sero-conversion.

El género Legionella esta ampliamente extendido en la
naturaleza, encontrdndose generalmente asociadas en
presencia de agua (lagos, rios, aguas termales, aguas
subterraneas y ambientes himedos en general). A partir de
estas fuentes, el género Legionella puede colonizar medios
acudticos artificiales (redes de agua potable urbana, sistemas
de agua para los edificios, aire acondicionado, piscinas,
fuentes, etc), que actlian como amplificadores y difusores del
microorganismo. La infeccion puede afectar a cualquier
poblacion. Se encuentran en mayor riesgo los sujetos de sexo
masculino de edad avanzada fumadores, consumidores de
alcohol, los afectados por enfermedades cronicas
(broncopneumopatias obstructivas crénicas, enfermedades
cardiacas y renales, diabetes, efc), y pacientes con
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inmunodeficiencia  adquirida como  consecuencia de
intervenciones  terapéuticas  (transplante de  6rganos,
tratamiento con esteroides y antitumorales, etc) o con infeccion
por VIH.

El 80 % de los casos de legionelosis informados pueden ser
atribuidos a serogrupos de Legionella pneumophila. Hasta
ahora se han identificado 14 serogrupos, de los cuales,
histéricamente, se han utilizado los del tipo 1- 6 en las pruebas
seroldgicas de cribado. El diagndstico seroldgico de Legionella
pneumophila de la primera muestra recogida debe ser
confirmado por un aumento en el titulo de anticuerpos en
muestras sucesivas, recogidas y ensayadas 3 semanas
después y retestadas 6 — 8 semanas después, ya que
investigaciones clinicas han mostrado un inicio tardio en la
produccién de anticuerpos especificos en algunos casos,
existiendo también la posibilidad de presencia de anticuerpos
anti-Legionella pneumophila en ausencia de legionelosis.

Los anticuerpos generados en respuesta a la infeccion son,
generalmente, una mezcla de IgA, IgM e IgG. La deteccién de
presencia de IgM puede apoyar el diagndstico de infeccién
aguda, aunque los anticuerpos IgM pueden permanecer en
circulacion durante un largo periodo de tiempo tras la infeccion.

3. PRINCIPIO DEL METODO

El test se basa en la técnica ELISA. (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).

La prueba ELISA utiliza la reaccién entre los anticuerpos
presentes en la muestra analizada y el antigeno fijado en fase
solida de poliestireno.

El antigeno, es obtenido por cultivo de Legionella pneumophila
serogrupo 1 e inactivado con formaldehido, y fijado a la fase
solida.

Tras la incubacion con una muestra de suero humano diluido
con un diluyente bloqueante la 1gG, la IgM especificas
existente se unen al determinado antigeno. Después de varios
procesos de lavado las proteinas que no han reaccionado son
eliminadas.

Se realiza una nueva incubacion con el conjugado, compuesto
por anticuerpos monoclonales anti-IgM humano conjugados
con peroxidasa de rabano. El conjugado que no se ha unido es
eliminado por unproceso de lavado y se afade el substrato
peroxidasa.

El color azul que se desarrolla es proporcional a la
concentracion de anticuerpos especificos presentes en la
muestra de suero procesado.

Los dispositivos desechables contienen todos los reactivos
para realizar la prueba cuando se utilizan con el instrumento
Chorus.

4. PRECAUCIONES
PARA USO EXCLUSIVO EN DIAGNOSTICO IN VITRO.

Este kit contiene materiales de origen humano que han
sido testados y que dieron resultados negativos en
métodos aprobados por la FDA para la presencia de
HbsAg vy de los anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-
HCV. Dado que ninguna prueba diagnéstica puede ofrecer
una completa garantia sobre la ausencia de agentes
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infecciosos, cualquier material de origen humano debe ser
considerado potencialmente infeccioso. Todos los
reactivos y las muestras deben manipularse segun las
normas comunmente adoptadas en la practica diaria de
laboratorio.

Derrames de residuos: las muestras de suero, los
calibradores y las tiras utilizadas deben ser tratadas como
residuos infecciosos y luego eliminadas en conformidad
con las disposiciones de las leyes vigentes.

Informaciones de Salud y Seguridad:

1. No pipetear la muestra por via oral.

2. Usar los guantes desechables y la proteccién para los
ojos al manipular las muestras.

3. Lavar las manos a fondo después de terminar la prueba.

4. Los reactivos siguientes contienen baja concentracién de
sustancias dafiinas o irritantes:

a) Elconjugado y los controles contienen fenol

b) El sustrato es &cido
Si cualquier reactivo entra en contacto con la piel o con
los 0jos, lavar con agua abundante.

5. Los &cidos neutralizados y otros residuos liquidos se
deben desinfectar afiadiendo hipoclorito de sodio en un
volumen suficiente para obtener una concentracion final
por lo menos del 1,0%. Se requiere una exposicion al
hipoclorito de sodio al 1% durante 30 minutos para
garantizar una desinfeccion eficaz.

6. El vertido de materiales potencialmente infecciosos se
debe eliminar inmediatamente con papel absorbente y el
area contaminada debe ser limpiada, por ejemplo con
hipoclorito de sodio al 1,0%, antes de continuar con el
trabajo. El hipoclorito de sodio no se debe utilizar en
vertidos que contengan acido antes de que la zona sea
limpiada. Todos los materiales utilizados para limpiar
vertidos, incluidos los guantes, se deben desechar como
residuos potencialmente infecciosos. No autoclavar
materiales que contengan hipoclorito de sodio.

Precauciones analiticas
Poner todos los dispositivos a temperatura ambiente (18-30°C)
antes de su uso y utilizar dentro de los siguientes 60 minutos.

1. Desechar los dispositivos con sustrato (pocillo 4)
de color azul.

2. Comprobar que la muestra esté bien distribuida en el
hondo cuando se afiada al pocillo.

3. Comprobar la presencia de los reactivos en el
dispositivo y que éste no esté dafiado. No utilizar
dispositivos en los que falte algun reactivo.

4. Los dispositivos se deben utilizar junto con el equipo
Chorus, siguiendo rigurosamente las Instrucciones de
Uso y el Manual del Usuario Chorus.

5. Comprobar que las opciones del equipo Chorus sean
correctas (ver Manual del Usuario Chorus).

6. No modificar el cddigo de barras del dispositivo a fin
de garantizar la lectura correcta.

7. Evitar el uso de congeladores autodescongelantes
para la conservacion de las muestras.
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8. Los cddigos de barras dafiados se pueden colocar en
el equipo manualmente.

9. No exponer los dispositivos a luz intensa ni a humos
de hipoclorito durante su conservacién y/o uso.

10. El uso de muestras altamente hemolizadas, o que
presenten contaminacién microbiana puede ser
fuente de error.

11. Antes de colocar el dispositivo en el equipo Chorus
comprobar que el pocillo de reacciéon no contenga

cuerpos extrafios.

12. Pipetear el suero (50 pl) en el pocillo 1 del dispositivo
(ver dibujo).

13. No utilizar el dispositivo después de la fecha de
caducidad.

5. COMPONENTES DEL KIT Y PREPARACION DEL
REACTIVO

Reactivos suficientes para 36 determinaciones ( 81093).
Reactivos suficientes para 12 determinaciones (REF
81093/12).

DISPOSITIVOS

6 envases con 6 dispositivos cada uno (REF| 81093).
2 envases con 6 dispositivos cada uno (REF|81093/12).

Descripcion:

[OOMEE| -

Posicion 8: Espacio disponible para etiquetas con codigos de
barra

Posicion 7: Libre

Posicion 6: POCILLO DE MICROPLACA

Sensibilizado con antigeno de L. pneumophila serogrupo 1
Posicion 5 : POCILLO

No sensibilizado

Posicion 4: SUSTRATO TMB

Contenido: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL y H202 0.01%
estabilizados en tampon citrato 0.05 mol/L (pH 3.8)

Posicion 3: DILUYENTE PARA MUESTRAS

Contenido: Solucion de proteinas que contiene anti-lgG
humanas, fenol 0.05%, Bronidox 0.02% y un marcador para
indicar la presencia de suero

Posicion 2: CONJUGADO

Contenido: anticuerpos monoclonales IgM marcados con
peroxidasa, en una solucion fosfato tamponada conteniendo
fenol al 0.05% y Bronidox al 0.02%.

Posicion 1: POCILLO LIBRE

Donde el usuario dispensa el suero sin diluir.

Uso: Equilibrar un envase a temperatura ambiente, abrir el
envase, refirar los dispositivos necesarios; colocar los
dispositivos no utilizados en la bolsa de plastico con el gel de
silice, extraer el aire y cerrar fuertemente. Conservar a 2/8°C.
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CALIBRATOR| CALIBRADOR 1x0.175 mL

Contenido: Suero humano diluido, a concentracion conocida de
anticuerpos con Proclin y Gentamicina. Liquido, listo para su
uso.

CONTROL 4 CONTROL POSITIVO 1 x 0.425 mL

Contenido: Suero humano diluido, a concentracion conocida de
anticuerpos con Proclin y Gentamicina. Liquido, listo para su
uso.

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS
e WASHING BUFFER REF 83606

. CLEANING SOLUTION 2000 REF| 83609
. SANITIZING SOLUTION [REF| 83604 — 83608

) CHORUS  NEGATIVE ~ CONTROL/SAMPLE
DILUENT [REF| 83607

. Agua destilada o desionizada

. Material de laboratorio: cubetas, tubos de ensayo,
etc.

. Micropipetas de precisién para extraer 50-200 ul

) Guantes de un solo uso

. Solucién de hipoclorito de sodio (5%)

. Envases para la recogida de materiales

potencialmente infecciosos

6. CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS
Los reactivos deben ser conservados entre 2/8°C. En caso
de wuna errénea temperatura de conservacion, la
calibracion debe ser repetida y la validez del resultado
debe ser verificada mediante suero de control (ver capitulo
9, Validacion de la prueba)

La fecha de caducidad esta impresa en cada componente y
en la etiqueta del dispositivo.

Los reactivos tienen una estabilidad limitada después de la
abertura y/o de la preparacién

DISPOSITIVOS 8 semanas a 2/8°C
CALIBRADOR 8 semanas a 2/8°C
CONTROL POSITIVO 8 semanas a 2/8°C

7. TIPO DE MUESTRA Y CONSERVACION

La muestra de suero extraido por puncion venosa de forma
habitual y debe manipularse siguiendo las precauciones
dictadas por las buenas practicas de laboratorio. El suero
fresco se puede conservar ente 2/8°C durante 4 dias; para
conservaciones mas largas congelar a —20°C. La muestra se
puede descongelar hasta un maximo de 3 veces. Después de
descongelar, agitar con cuidado antes de su uso. La calidad de
la muestra puede verse seriamente afectada por la
contaminacién microbiana que conduce a resultados erréneos.
No utilizar muestras muy lipémicas, ictéricas, hemolizadas o
contaminadas.
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8. PROCEDIMIENTO

1. Abrir el envase (por el lado del cierre de presién),
retirar los dispositivos necesarios para ejecutar las
pruebas y conservar los otros en el envase, extraer el
aire y cerrar presionando el cierre.

2. Controlar visualmente el estado del dispositivo segun
las indicaciones del capitulo 4 “Precauciones
Analiticas”, puntos 1y 8.

3. Dispensar 50 ul de suero no diluido en el pocillo n°1
de cada dispositivo; por cada cambio de lote utilizar
un dispositivo para el calibrador.

4, Colocar los dispositivos en el equipo Chorus.
Ejecutar la calibracion (si fuera necesario) y el test
segun las indicaciones del Manual del Usuario
Chorus

9. VALIDACION DE LA PRUEBA

Utilizar el suero de control para verificar la validez del resultado
obtenido, procesandolo segun indicaciones del Manual del
Usuario del equipo. Si el equipo indica que el suero de control
tiene un valor fuera de los limites de aceptabilidad, es
necesario realizar de nuevo la calibracion. Los resultados
previos se corregiran automaticamente.

Si el resultado del suero de control continda estando fuera del
rango de aceptabilidad, contactar con Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETACION DE LA PRUEBA
El equipo Chorus indica el resultado en Index ( relacion entre el
valor en OD de la muestra y lo del cut-off guardado en el

equipo).

La prueba sobre el suero analizado puede interpretarse como
sigue:

Positivo: si el Index es > 1.1.
Negativo: si el Index es < 0.9
Dudoso/Equivoco: para todos los valores entre 0.9y 1.1.

En caso de resultado dudoso/equivoco, se aconseja repetir la
prueba. Si el resultado continia siendo dudoso/equivoco,
tomar una nueva muestra de sangre después de 1-2 semanas.

11. LIMITACIONES

El resultado del test debe ser interpretado con cuidado y
evaluado junto con datos procedentes de otros procedimientos
de diagnéstico.

Muestras de sueros de pacientes que se encuentran en una
fase precoz o tardia de la enfermedad, podrian dar un
resultado repetidamente negativo si los valores son cercanos al
valor umbral del Cut-Off. En estos casos se recomienda
comprobar el resultado tomando una nueva muestra de suero
después de 7-10 dias de la primera recogida.
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12. ESPECIFICIDAD ANALITICA
Se analizaron 47 muestras de suero conteniendo potenciales
interferentes:

Factor reumatoide (n=6)
Bilirrubina alta titulacion (n=3)
Triglicéridos (n=12)

PCR (n=3)

Hemolizados (n=23)

Se analizaron 27 sueros positivos frente a otras patologias
respiratorias como:

Mycoplasma pneumoniae (n= 11)
Clamidia pneumoniae (n=T7)
Helicobacter pylori (n=1)
Clostridium Tetani (n=2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n= 2)
Epstein-Barr (n= 2)

La presencia en el suero analizado de substancias
interferentes arriba indicadas no afecta el resultado del test.

13. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE DIAGNOSTICO

En una prueba, se analizaron 130 muestras con el kit Diesse y
con otro método comercial (ELISA Vircell); las muestras
discordantes se confirmaron utilizando una prueba de
inmunofluorecencia comercial (Focus IFA test).

Aqui se resumen los datos de la evaluacién:

ES 27/41

REPRODUCIBILIDAD ENTRE ENSAYOS

Resultados (Index)

Dia Dia Dia Media DS CV%
1 2 3

28 2.7 22

LGM 1 3.0 2.7 22 26 0.36 13.8
3.1 2.7 20
1.1 1.1 0.9

LGM 2 1.0 1.3 1.0 1.0 0.14 14.0
0.8 1.1 1.1
0.5 05 04

LGM3 0.6 0.6 0.5 0.5 0.07 14.0

0.6 05 0.6

Referencia
+ - Total
+ 18 5 23
Diesse - 0 107 107
Total 18 112 130

Sensibilidad de Diagnéstico: 100.00 % Clsse: 82.41 — 100.00
Especificidad de Diagnostico: 95.54 % Clesw: 92.42 — 99.08

14. REPRODUCIBILIDAD

REPRODUCIBILIDADA INTRA-ENSAYO

Resultados (Index) Media DS CV%

LGM 1 28 3.0 3.1 29 0.14 48

LGM 2 1.1 1.0 08 1.0 0.15 15.0

LGM 3 0.5 0.6 0.6 0.6 0.06 10.0
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16. EXPLICACION DE LOS SIMBOLOS

Fecha de Produccion

Fecha de caducidad

No reutilizar

Cuidado, revisar las instrucciones de uso

Fabricante

Reactivo suficiente para <n> pruebas

Ll A=4IZIL e

%)
=3
(=]

Limites de temperatura

=)

Consultar las instrucciones de uso

Riesgo bioldgico

I
m
M

Referencia

VD

Dispositivo médico para diagnéstico in
vitro

LOT

Numero de lote

Fabricado por

DIESSE Diagnostica Senese S.p.A. c €

53035 Monteriggioni (SIENA)

Strada dei Laghi 39

Italy
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INSTRUCTIONS POUR L’UTILISATION

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA 1 IgG

1. UTILISATION

Méthode immunoenzymatique pour la détermination
qualitative des anticorps IgM anti-Legionella pneumophila
dans le sérum humain avec dispositif a usage unique
appliqué aux appareils Chorus et Chorus TRIO.

CHORUS
Legionella pneumophila 1 IgG
Pour la détermination qualitative des anticorps
IgM anti-Legionella pneumophila

Pour usage diagnostic in vitro uniquement

2. INTRODUCTION

La légionellose est une maladie infectieuse grave, a forte
mortalité, plus fréquente par infections nosocomiales que par
celles communautaires. La mortalité totale est de 5-15% et peut
atteindre 30-50% chez les personnes hospitalisées et 70-80%
chez les patients en mauvaises conditions cliniques ou traités
tardivement. Légionellose est la définition de toutes les formes
mortelles causées par les bactéries gram-négatives du genre
Legionella. L'espéce la plus souvent impliquée dans les
pathologies humaines est la Legionella pneumophila, méme si
d'autres espéces ont été isolées. La forme la plus sévére de
légionellose est celle appelée Maladie du Légionnaire,
caractérisée par une pneumonie aigué qui se manifeste 2 a 10
jours apres l'exposition & lagent infectieux. Une autre
caractéristique du cadre clinique est la Fiévre de Pontiac, une
affection fébrile aigué extra pulmonaire. Il existe également
d'autres formes d'infections subcliniques, avec absence de
symptdmes, et pouvant étre mises en évidence uniquement par
séroconversion avérée.

Les Legionella sont largement répandues dans la nature, ol
elles sont associées principalement a la présence d'eau
(surfaces lacustres et fluviales, sources thermales, nappes
phréatiques et environnements humides en général). A partir
de ces sources, la Legionella peut coloniser les
environnements hydriques artificiels (réseaux urbains de
distribution de I'eau potable, installations hydriques de chaque
batiment, installation de climatisation, piscines, fontaines, etc.)
qui agissent comme des amplificateurs et disséminateurs du
microorganisme. L'infection peut toucher toute la population.
Sont considérés plus a risque les sujets de sexe masculin,
d'dge avancé, les fumeurs, les consommateurs d'alcool, les
porteurs de maladie chronique (broncho-pneumopathies
obstructives, maladies cardiovasculaires et rénales, diabéte,
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etc.) et avec immunodéficience acquise suite a des
interventions thérapeutiques (transplantation d’organe, thérapie
avec stéroides et anti-tumoraux, etc.) ou infection par HIV.

De tous les cas de légionellose reportés, 80% sont attribuables
a la Legionella pneumophila du sérogroupe 1, et la
séroconversion de ce sérogroupe est généralement considérée
hautement prédictive pour ce groupe.

Le diagnostic sérologique de Legionella pneumophila effectué
au premier prélévement, au début de la maladie, doit étre
nécessairement confirmé par une augmentation du ftitre
d’'anticorps dans les prélévements suivants, effectués a la
troisiéme semaine et aprés 6-8 semaines, car les enquétes
cliniques ont démontré une apparition parfois tardive des
anticorps spécifiques méme a des niveaux significatifs, et la
possibilité de la présence d'anticorps anti-L pneumophila en
absence de Légionellose.

La réponse anticorpale a [linfection est généralement un
mélange de IgA, IgM, 1gG. La détermination de la présence
d’'IgM peut aider au diagnostic d’'une infection aigué méme si
les IgM peuvent persister pendant une longue période de
temps a l'infection.

3. PRINCIPE DU TEST

Le test est basé sur le principe ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).

Le test ELISA exploite la réaction entre I'anticorps se trouvant
dans I'échantillon a I'examen et I'antigéne immobilisé sur une
phase solide de polystyréne.

L'antigéne, obtenu par culture de Legionella pneumophila et
inactivé par du formaldéhyde, se lie a la phase solide. Par
incubation avec du sérum humain dilué dans un diluant
bloquant les 1gG, les IgM spécifiques se lient a 'antigéne.
Aprés lavages pour éliminer les protéines qui n’ont pas réagi,
on effectue l'incubation avec le conjugué constitué d’anticorps
monoclonaux anti-lgG humains conjugués avec du peroxyde de
raifort.

Une fois le conjugué non-lié éliminé par lavage, on ajoute le
substrat pour la peroxydase.

La couleur bleue qui se développe est proportionnelle a la
concentration des anticorps spécifiques se trouvant dans le
sérum examiné.

Les dispositifs & usage unique disposent de tous les réactifs
pour effectuer le test quand ils sont appliqués a I'appareil
Chorus.

Le résultat est exprimé par rapport a une valeur limite.

4. PRECAUTIONS
POUR UTILISATION DIAGNOSTIC IN VITRO UNIQUEMENT.

Ce kit contient du matériel d’origine humaine qui a été
testé et trouvé négatif a des tests approuvés par la FDA
tant pour la recherche des HBsAg que pour celle des
anticorps anti-HIV-1, anti-HIV-2 et anti-HCV. Comme aucun
test diagnostique ne peut offrir une garantie totale de
'absence d’agents infectieux, tout matériel d’origine
humaine doit étre considéré potentiellement infecté. Tous
les réactifs et les échantillons doivent étre manipulés
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conformément aux normes de sécurité normalement
adoptées dans un laboratoire.

Elimination des déchets: les échantillons de sérum, les
étalons et les bandelettes usagées doivent étre traités
comme des déchets infectés, et donc éliminés
conformément aux dispositions des lois en vigueur.

Avertissements pour la sécurité personnelle

7. Ne pas pipeter a la bouche.

8. Utiliser des gants jetables et une protection pour les yeux
lors de la manipulation des échantillons et durant le test.

9. Se laver soigneusement les mains une fois le test terminé.

10. Les réactifs suivants contiennent de faibles concentrations
de substances dangereuses ou irritantes :

c) Le conjugué et les contréles contiennent du phénol

d) Le substrat est acide

Si un réactif entre en contact avec la peau ou avec les
yeux, laver abondamment a I'eau.

11. Les acides neutralisés et les autres déchets liquides
doivent étre désinfectés en ajoutant de I'hypochlorite de
soude dans un volume suffisant pour obtenir une
concentration finale d'au moins 1%. Une exposition a
I'hypochlorite de soude 1% pendant 30 minutes devrait
étre suffisante pour garantir une désinfection efficace.

12. D’éventuels déversements de matériel potentiellement
infecté doivent étre enlevés immédiatement avec du
papier absorbant et la zone polluée devra étre
décontaminée, par exemple avec de Ihypochlorite de
soude 1%, avant de continuer le travail. Si un acide est
présent, 'hypochlorite de soude ne devra pas étre utilisé
avant que la zone ne soit essuyée. Tout le matériel utilisé
pour décontaminer d’éventuels déversements accidentels,
y compris les gants, doit étre jeté comme des déchets
potentiellement infectés. Ne pas mettre du matériel
contenant de I'hypochlorite de soude dans I'étuve.

Avertissements analytiques
Avant ['utilisation, porter les dispositifs a utiliser a température
ambiante (18-30°C) et les utiliser dans les 60 minutes.

14. Eliminer les dispositifs avec le substrat (puits 4)
coloré de bleu.

15. En ajoutant [léchantillon au puit, vérifier quil soit
parfaitement distribué sur le fond.

16. Contrdler la présence effective des réactifs dans le
dispositif et l'intégrité de ce dernier, ne pas utiliser de
dispositifs qui présentent un manque en un réactif
quelconque au contrdle visuel.

17. Les dispositifs doivent étre utilisés avec I'appareil Chorus,
en suivant rigoureusement les Instructions pour
['Utilisation et le Manuel de I'appareil.

18. Contrdler que l'appareil Chorus soit réglé correctement
(voir Manuel d'Utilisation Chorus).

19. Ne pas altérer le code a barres placé sur la poignée de
l'appareil afin d’en permettre la lecture correcte par
I'appareil.

20. Eviter [lutilisation de congélateurs & dégivrage
automatique pour la conservation des échantillons.

FR 30/41

21. Les codes a barres défectueux peuvent étre insérés
manuellement dans I'appareil.

22. Ne pas exposer les dispositifs a un fort éclairage ou a des
vapeurs d’hypochlorite durant la conservation et
['utilisation.

23. L'utilisation d’échantillons fortement hémolysés ou
d'échantillons qui présentent une pollution microbienne
peut étre une source d’erreurs.

24. Avant dinsérer le dispositif dans [I'appareil Chorus,
s'assurer que le puit de réaction ne contient pas de corps
étrangers.

25. Pipeter le sérum a I'examen (50 pl) dans le puit 1 du
dispositif (voir figure).

26. Ne pas utiliser le dispositif aprés la date de péremption

5. COMPOSITION DU KIT ET PREPARATION DES
REACTIFS

Le coffret suffit pour réaliser 36 déterminations ( 81093).
Le coffret suffit pour réaliser 12 déterminations (REF
81093/12).

DISPOSITIFS

6 emballages contenant 6 dispositifs chacun (REF|81093).
2 emballages contenant 6 dispositifs chacun (REF| 81093/12).

Description :

[OOMEE| -

Position 8 : Espace disponible pour étiquette avec code a
barres

Position 7 : vide

Position 6 : PUIT DE LA MICROPLAQUE

Sensibilisé avec 'antigéne Legionella pneumophila sérotype 1
Position 5 : PUIT

Non sensibilisé

Position 4 : SUBSTRAT TMB

Contenu : Tétraméthylbenzidine 0.26 mg/mL et H202 0.01%
stabilisés dans un tampon citrate 0.05 mol/L (pH 3.8)

Position 3 : DILUANT POUR ECHANTILLONS

Contenu : Solution protéique, contenant des anticorps anti-lgG
humaines, du phénol 0.05%, Bronidox 0.02% et un indicateur
pour révéler la présence de sérum

Position 2 : CONJUGUE

Contenu : anticorps monoclonaux marqués a la peroxydase,
dans une solution tampon phosphate contenant du phénol
0.05% et Bronidox 0.02%

Position 1 : PUIT VIDE

Ou l'utilisateur doit distribuer le sérum non dilué

Utilisation: laisser un sachet s’équilibrer a température
ambiante, ouvrir le sachet, prélever les dispositifs nécessaires,
replacer les autres dans le sachet contenant le gel de silice,
faire sortir l'air et sceller en appuyant sur la fermeture.
Conserver a 2/8°C.
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ALIBRATO CALIBRATEUR 1x0.175mL
Contenu: Sérum humain dilué, a concentration connue en
anticorps avec Proclin et Gentamycine. Liquide, prét a l'usage.

CONTROL + CONTROLE POSITIF 1 x 0.425 mL
Contenu: Sérum humain dilué, a concentration connue en
anticorps avec Proclin et Gentamycine. Liquide, prét a l'usage.

AUTRE MATERIEL REQUIS, MAIS NON FOURNI :

e WASHING BUFFER|REF| 83606

e  CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604 — 83608

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

o  Eau distillée ou déionisée

e Verrerie normale de laboratoire: cylindres,
éprouvettes, etc.

e  Micropipettes capables de prélever soigneusement
des volumes de 50-200 pl.

e  Gants a usage unique

e Solution d’hypochlorite de soude 5%

e Récipients pour la récolte de matériel potentiellement
infecté

6. MODALITES DE CONSERVATION ET STABILITE DES
REACTIFS

Les réactifs doivent étre conservés entre 2 et 8°C. En cas
de conservation a mauvaise température, il faut répéter
I’étalonnage et contrdler que le résultat est correct avec le
sérum de contréle (voir chapitre 9: Validation du test).

La date d’échéance est imprimée sur chaque composant et
sur I'étiquette externe de I'emballage.

Les réactifs ont une stabilité limitée aprés ouverture et/ou
préparation :

DISPOSITIFS 8 semaines a 2/8°C
ETALON 8 semaines a 2/8°C
CONTROLE POSITIF 8 semaines a 2/8°C

7. TYPE D’ECHANTILLONS ET CONSERVATION :
L'échantillon est représenté par du sérum obtenu a partir de
sang prélevé par prélévement veineux normal et manipulé tel
que requis dans les procédures standards de laboratoire. Le
sérum frais peut étre maintenu 4 jours a 2/8°C; pour des
périodes de conservation plus longues, congeler a —20°C.
L'échantillon peut subir jusqu’a 3 décongélations au maximum.
Aprés décongélation, agiter avec soin avant le dosage. La
qualité de I'échantillon peut étre sérieusement influencée par la
contamination microbienne qui peut entrainer des résultats
€rronés.

Les échantillons fortement lipémiques, ictériques ou pollués ne
peuvent étre utilisés.

8. PROCEDURE
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1. Ouvrir le sachet (coté contenant la fermeture a pression),
prélever le nombre de dispositifs nécessaires pour
effectuer les examens et conserver les autres en
refermant le sachet aprés avoir fait sortir Iair.

2. Controler visuellement I'état du dispositif conformément
aux indications reportées dans le chapitre 4
Avertissements Analytiques points 1 et 8.

3. Distribuer dans le puit n°1 de chaque dispositif 50 ul de
sérum non dilué & analyser. A chaque changement de lot,
utiliser le dispositif pour I'étalonnage.

4. Introduire les dispositifs dans I'appareil Chorus. Effectuer
I'étalonnage (si nécessaire) et le test comme reporté dans
le Manuel d'Instructions de I'appareil.

9. VALIDATION DU TEST

Utiliser le sérum de contrdle pour vérifier si le résultat obtenu
est correct, en le traitant comme indiqué dans le manuel
d'utilisation de I'appareil. Si I'appareil signale que le sérum de
contrble a une valeur hors des limites d’acceptabilité, il faut a
nouveau étalonner. Les résultats précédents seront corrigés
automatiquement.

Si le résultat du sérum de contrdle n’est toujours pas compris
dans la plage d'acceptabilité, contacter le Scientific Support.

Teél.: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
e-mail:  scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETATION DU TEST

L'appareil Chorus reporte un résultat comme INDEX (rapport
entre la valeur de DO de I'échantillon et celle de la limite en
mémoire dans l'appareil).

Le test sur sérum a I'examen peut aussi étre interprété comme
suit :

Positif : quand l'indice > 1.1
Négatif : quand l'indice < 0.9
Douteux/Equivoque : indice compris entre 0.9 et 1.1

En cas de résultat douteux/equivoque, répéter le test. Si le
résultat reste douteux/equivoque, répéter le prélévement aprées
1-2 semaines.

11. LIMITATIONS DU TEST

Les résultats du dosage doivent étre interprétés avec prudence
et confirmés par d’autres données provenant d’évaluation
clinique et d'autres enquétes diagnostiques.

Des sérums de patients qui se trouvent dans une phase
précoce ou tardive de la maladie, pourraient donner des
résultats négatifs répétés proches de la valeur limite seuil.
Dans ces cas, il est recommandé de vérifier le résultat, en
dosant un nouvel échantillon prélevé a un intervalle de 7-10
jours du premier.

12. SPECIFICITE ANALYTIQUE
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On a testé 47 échantillons de sérum contenant des interférents
potentiels:

Facteur Rhumatoide (n= 6)

Bilirubine titre élevé (n=3)

Triglycérides (n=12)

PCR (n=3)

Hémolysés (n=23)

On a testé 27 sérums positifs envers d'autres pathologies
respiratoires et non:

Mycoplasma pneumoniae (n= 11)
Chlamydia pneumoniae (n=7)
Helicobacter pylori (n=1)
Clostridium tetani (n=2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n=2)
Epstein-Barr (n= 2)

La présence dans le sérum en examen des substances
interférentes reportées ci-dessus n'altére pas le résultat du test.

13. SENSIBILITE ET SPECIFICITE DIAGNOSTIQUE

Dans une expérimentation de 130 échantillons, on a analysé le
kit Diesse et un autre kit du commerce (ELISA Vircell); les
échantillons discordants ont été confirmés en utilisant un test
d’immunofluorescence du commerce (test IFA Focus).

Ci-aprés sont schématisés les données de I'expérimentation:

Référence
+ - Total
+ 18 5 23
Diesse - 0 107 107
Total 18 112 130

Sensibilité Diagnostique: 100.00 % Clos%: 82.41 — 100.00
Spécificité Diagnostique: 95.54 % Close: 92.42 — 99.08

14. PRECISION
PRECISION INTRA-TEST

Résultats (Index) Moyenne | DS CV%

LGG 1 28 3.0 3.1 29 0.14 48

LGG 2 1.1 1.0 08 1.0 0.15 | 15.0

LGG3 05 0.6 0.6 0.6 0.06 | 10.0

PRECISION INTER-TESTS

Résultats (Index) ‘ Moyenne‘ DS ‘ CV% ‘
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Jour Jour Jour

1 2 3
28 2.7 22
LGM 1 3.0 2.7 22 26 036 | 13.8

3.1 2.7 20

1.1 1.1 0.9
LGM 2 1.0 1.3 1.0 1.0 014 | 14.0
0.8 1.1 1.1

05 05 0.4
LGM 3 0.6 0.6 0.5 0.5 007 | 14.0
0.6 05 0.6
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16. EXPLICATION DES SYMBOLES
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Date de fabrication

Echéance

Usage unique

Attention, consulter le livret d’instructions

Fabricant

<> 0K

Emballage suffisant pour <n> tests

R
o
(]

Limites de température

=

Consulter les instructions pour I'utilisation

Risque biologique

Numéro de catalogue

P
Cfl|S

v

Dispositif médical pour diagnostic in vitro

LOT

Numeéro de lot

Fabriqué par

DIESSE Diagnostica Senese S.p.A. C €

53035 Monteriggioni (Sienne)

Strada dei Laghi 39

Italie
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INSTRUCOES PARA O USO

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA IgM

1. UTILIZAGAO

Método de imunoabsorgdo enzimatica para a determinagao
qualitativa de anticorpos IgM anti-Legionella pneumophila
no soro humano com dispositivo descartavel aplicado nos
instrumentos Chorus e Chorus TRIO.

CHORUS
Legionella pneumophila IgM
Para a determinagao qualitativa de anticorpos
IgM anti-Legionella pneumophila

S6 para uso em diagnéstico in vitro

2. INTRODUGAO

A legionelose é uma doenga infecciosa grave, de elevada
mortalidade, superior nas infec¢des nosocomiais do que nas
comunitarias. A mortalidade total € de 5 a 15% e pode alcangar
30 a 50% nos hospitais e 70 a 80% nos doentes em condigbes
clinicas precérias ou tratadas tardiamente. Legionelose é a
definicdo de todas as formas patologicas provocadas pelas
baterias gram-negativas do género Legionella. A espécie mais
frequente presente nas patologias humanas é a Legionella
pneumophila, apesar de terem sido isoladas outras espécies. A
forma mais grave de legionelose é a chamada Doenca dos
Legionarios, caracterizada por uma pneumonia aguda que se
manifesta 2 a 10 dias apds a exposi¢do ao agente infeccioso.
Outro quadro clinico caracteristico € a Febre de Pontiac, um
estado febril agudo extra-pulmonar. Também existem formas
de infecgdo subclinicas, sem sintomas, e apenas registaveis
por verificada soroconvers&o.

A Legionella € muito comum na natureza, onde se encontra
principalmente associada a presenga de agua (superficies
lacustres e fluviais, fontes termais, lengdis freaticos e
ambientes hdmidos em geral). A partir destas fontes, a
Legionella pode colonizar os ambientes hidricos artificiais
(aquedutos de distribuicdo de agua potavel, equipamentos
hidricos dos edificios, equipamentos de climatizagéo, piscinas,
fontes, etc.) que actuam como amplificadores e propagadores
do microrganismo. A infecgdo pode afectar toda a populagao.
Sao considerados de maior risco os individuos do sexo
masculino, mais idosos, fumadores, consumidores de alcool,
que sofram de doengas crénicas (broncopneumopatias
obstrutivas, doengas cardiovasculares e renais, diabetes, etc.)
e com imunodeficiéncia adquirida apés intervengbes
terapéuticas (transplantes de érgéos, terapia com esterdides e
anti-tumorais, etc.) ou infecgdo por HIV.
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De todos os casos de legionelose indicados, 80% podem ser
atribuidos a Legionella pneumophila grupo serolégico 1 e,
geralmente, a soroconversdo para este grupo seroldgico é
considerada como altamente indicativa da doenga.

O diagnéstico seroldgico da Legionella pneumophila, efectuado
na primeira colheita no inicio da doenga, deve ser
necessariamente confirmado por um incremento da titulagao de
anticorpos nas colheitas seguintes, efectuadas na terceira
semana e ap6s 6 a 8 semanas, pois alguns estudos clinicos
demonstraram um aparecimento por vezes tardio de anticorpos
especificos, inclusivamente com niveis significativos, e a
possibilidade de presenca de anticorpos anti-L. pneumophila
na auséncia de legionelose.

Geralmente, a resposta de anticorpos a infecgdo é uma mistura
de IgA, IgM e IgG. A determinagéo da presenca de IgM pode
ajudar o diagnéstico da infecgdo aguda, mesmo se as IgM
podem persistir por um periodo de tempo prolongado apés a
infecgao.

3. PRINCIPIO DO METODO

O teste baseia-se no principio ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent  Assay) (Ensaio de imunoabsorcdo
enzimatica).

O teste ELISA usufrui da reacgdo entre anticorpos presentes
na amostra em exame e o antigénio imobilizado em fases
solidas de polistirol.

O antigénio, obtido da cultura de Legionella pneumophila do
tipo seroldgico 1, e inactivado com formaldeido, ¢ ligado a fase
solida. Por incubagdo com soro humano diluido num diluente
bloqueador das IgG, as IgM especificas ligam-se ao antigénio.
Apds algumas lavagens para eliminar as proteinas que néo
reagiram, efectua-se a incubagéo com o conjugado constituido
por anticorpos monoclonais anti-IgM humanas conjugados com
peroxidase de rabano.

Elimina-se o conjugado que n&o se ligou e junta-se o substrato
para a peroxidase.

A cor azul que se forma é proporcional a concentragdo dos
anticorpos especificos presentes no soro em exame.

Os dispositivos descartaveis contém todos os reagentes para
executar o teste, quando aplicados no instrumento Chorus.

4. PRECAUGOES
SO PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO.

Este kit contém materiais de origem humana que foram
testados e apresentaram resultados negativos com testes
aprovados pela FDA, contra HBsAg, anticorpos anti-HIV-1,
anti-HIV-2 e anti-HCV. Como nenhum teste diagnéstico
pode dar uma garantia total de auséncia de agentes
infecciosos, qualquer material de origem humana devera
ser considerado potencialmente infectado. Todos os
reagentes e as amostras devem ser manuseados de
acordo com as normas de seguranga normalmente
adoptadas em laboratério.

Eliminagdo dos residuos: as amostras de soro, os
calibradores e as tiras usadas e devem ser tratados como
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residuos infectados e portanto devem ser eliminados de
acordo com as disposicdes de lei em vigor no local.

Adverténcias para a seguranca pessoal

1. Né&o pipetar com a boca.

2. Usar luvas descartaveis e uma proteccdo dos olhos
quando manusear as amostras e durante o teste.

3. Lavar muito bem as maos no final do teste.

4. Os reagentes seguintes contém concentragdes baixas de
substéncias nocivas ou irritantes:

a)0 conjugado e os controlos contém fenol

b)O substrato ¢ acido
Se um reagente entrar em contacto com a pele ou com 0s
olhos, lavar abundantemente com agua.

5. Os acidos neutralizados e os outros residuos liquidos
devem ser desinfectados adicionando hipoclorito de sddio
em volume suficiente para obter uma concentracéo final
de pelo menos 1%. Uma exposigéo ao hipoclorito de sddio
a 1%, por 30 minutos, devera ser suficiente para garantir
uma desinfecgdo eficaz.

6. Eventuais derramamentos de materiais potencialmente
infectados devem ser removidos imediatamente com
papel absorvente e a zona devera ser descontaminada,
por exemplo com hipoclorito de sodio a 1%, antes de
continuar o trabalho. Se estiver presente um &cido, 0
hipoclorito de sddio ndo devera ser usado antes que a
zona tenha sido devidamente enxuta. Todos os materiais
utilizados para descontaminar eventuais derramamentos
acidentais, incluindo as luvas, as quais devem ser
eliminadas como residuos potencialmente infectados. Nao
introduzir materiais com hipoclorito de sédio em autoclave.

Adverténcias analiticas
Quando forem utilizados, os dispositivos devem estar a
temperatura ambiente (18-30°C) e utilizados em 60 minutos.

1. Deitar fora os dispositivos com substrato (pogo 4)
azul.

2. Ao juntar a amostra no pogo, verificar se fica bem
distribuida no fundo.

3. Verificar a efectiva presenga dos reagentes no dispositivo
e 0 estado desse mesmo dispositivo, ndo utilizar
dispositivos que ap6s uma verificagdo visual mostram a
falta de qualquer reagente.

4. Os dispositivos devem ser utilizados com o instrumento
Chorus, seguindo rigorosamente as Instrugbes de
Utilizagao e o Manual do instrumento.

5. Verificar se o instrumento Chorus estd bem configurado
(consultar o Manual de Instrugées do Chorus).

6. Nao alterar o cddigo de barras no punho do dispositivo de
modo a permitir uma leitura correcta pelo instrumento.

7. Evitar o uso de congeladores com no-frost para a
conservagao das amostras.

8. Os codigos de barras podem ser inseridos manualmente
no instrumento.

9. Nao expor os dispositivos a uma forte iluminagdo nem a
vapores de hipoclorito durante a sua conservagao e uso.
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10. Podera ser uma fonte de erros a utilizagdo de amostras
fortemente hemolisados, ou amostras que apresentem
contaminagdo microbiana.

11. Antes de inserir o dispositivo no instrumento Chorus,
verificar se 0 pogo de reacgdo nao contém corpos
estranhos.

12. Pipetar o soro em exame (50 ul) no pogo 1 do dispositivo
(ver a figura).

13. Nao utilizar o dispositivo ap6s o prazo de validade

5. COMPOSICAO DO KIT E PREPARAGCAO DOS
REAGENTES

O kit é suficiente para 36 determinagdes (REF| 81093).
O kit é suficiente para 12 determinagdes (REF| 81093/12).

DISPOSITIVOS

6 embalagens de 6 dispositivos cada (REF| 81093).
2 embalagens de 6 dispositivos cada (REF| 81093/12).

Descricao:

1 OCOHEED| ¢

Posigédo 8: Espaco disponivel para o rétulo com o cédigo de
barras

Posigéo 7: vazia

Posigao 6: POCO DA MICROPLACA

Sensibilizado com antigénio Legionella pneumophila do tipo
seroldgico 1

Posigdo 5: POCO

Né&o sensibilizado

Posicao 4: SUBSTRATO TMB

Conteudo: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL e H202 0.01%
estabilizados em tampéo citrato 0.05 mol/L (pH 3.8)

Posicao 3: DILUENTE PARA AMOSTRAS

Conteldo: Solugo proteica, com anti-IgG humanas, fenol
0.05%, Bronidox 0.02% e um indicador para detectar a
presenca de soro

Posicao 2: CONJUGADO

Conteudo: anticorpos monoclonais anti-IgM, marcados com
peroxidase, em solu¢do tampdo fosfato com fenol 0.05% e
Bronidox 0.02%

Posicao 1: POCO VAZIO

Onde o utilizador deve distribuir o soro ndo diluido

Uso: estabilizar um pacote a temperatura ambiente, abrir o
pacote, recolher os dispositivos necessarios; colocar os outros
no pacote com o gel de silica, deixar sair o ar e fechar
premindo o fecho. Conservar a 2/8°C.

CALIBRATOR| CALIBRADOR 1x0.175 mL

Contetdo: Soro humano diluido, com concentragdo conhecida
de anticorpos com Proclin e Gentamicina, Liquido, pronto a
usar.
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CONTROL +| CONTROLO POSITIVO 1 x 0.425 mL

Contetdo: Soro humano diluido, com concentragdo conhecida
de anticorpos com Proclin e Gentamicina. Liquido, pronto a
usar.

OUTRO MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO

e  WASHING BUFFER 83606

e  CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604 — 83608

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT

83607

e Agua destilada ou desionizada

o Vidros normais de laboratério: cilindros, provetas, efc.

e  Micropipetas capazes de recolher com precisdo volumes
de 50 a 200 pl.

o Luvas descartaveis

e  Solug&o de hipoclorito de sédio a 5%

e Recipientes para a recolha de materiais potencialmente
infectados

6. MODALIDADES DE CONSERVAGAO E ESTABILIDADE
DOS REAGENTES

Os reagentes devem ser conservados entre 2 e 8°C. Em
caso de temperatura de conservagao errada, a calibragao
deve ser repetida e os resultados confirmados com o soro
de controlo (ver o capitulo 9: Validagédo do teste).

A data de validade esta impressa em cada componente e
no rétulo externo da embalagem.

Os reagentes tém uma estabilidade limitada apés a
abertura e/ou preparagao:

DISPOSITIVOS 8 semanas a 2/8°C
CALIBRADOR 8 semanas a 2/8°C
CONTROLO POSITIVO 8 semanas a 2/8°C

7. TIPO DE AMOSTRAS E CONSERVAGAO

A amostra é representada por um soro obtido de sangue
recolhido com uma normal pungdo venosa e manuseado como
exigido pelas normas laboratoriais. O soro fresco pode ser
mantido durante 4 dias a 2/8°C; para periodos de conservagao
mais prolongados, congelar a -20°C. A amostra pode ser
descongelada até um maximo de 3 vezes. Depois do
descongelamento, agitar muito bem antes da dosagem. A
qualidade da amostra podera ser altamente influenciada pela
contaminagdo microbiana, a qual podera levar a resultados
errados.

Nao podem ser utilizadas amostras fortemente lipémicas,
ictéricas ou contaminadas.

8. MODO DE PROCEDER
1. Abrir o pacote (pelo lado com o fecho por press&o),
recolher a quantidade necessaria de dispositivos para
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efectuar os exames e conservar os outros fechando bem
0 pacote depois de esvaziado o ar.

2. Controlar visualmente o estado do dispositivo segundo as
indicacbes do capitulo 4 Adverténcias Analiticas, pontos 1
e 8.

3. Distribuir no pogo n.° 1, de cada dispositivo, 50 ul de soro
néo diluido a analisar, em cada mudanga de lote utilizar
um dispositivo para o calibrador.

4. Introduzir os dispositivos no instrumento Chorus. Executar
a calibragéo (se necessario) e o teste como indicado no
Manual de Instrugbes do instrumento.

9. VALIDAGAO DO TESTE

Utilizar o soro de controlo para verificar a exactiddo do
resultado obtido, processando-o como indicado no manual de
utilizagdo do instrumento. Se o instrumento assinalar que o
soro de controlo tem um valor fora dos limites aceitaveis é
necessario repetir a calibragdo. Os resultados anteriores serao
corrigidos automaticamente.

Se o resultado do soro de controlo continuar fora do intervalo
de aceitagdo, contatar o Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETAGAO DO TESTE

O instrumento Chorus d& um resultado em indice (razdo entre
o0 valor em OD da amostra e o de cut-off memorizado pelo
instrumento).

O teste no soro em exame pode ser interpretado do modo
seguinte:

Positivo: quando o indice é > 1.1
Negativo: quando o indice € < 0.9
Incerto/Equivocado: indice entre 0.9 e 1.1

Repetir o teste em caso de resultado incerto/equivocado. Se o
resultado continuar incerto/equivocado, repetir a colheita
depois de 1 a 2 semanas.

11. LIMITAGOES DO TESTE

Os resultados da dosagem devem ser interpretados com
cautela e validados em conjunto com outros provenientes do
diagndstico clinico e de outros exames de diagnéstico.

Os soros de doentes que se encontram numa fase precoce, ou
tardia, da doenga, poderdo dar um resultado repetidamente
negativo, préximo do valor limite de Cut-Off. Nesses casos
aconselha-se verificar o resultado, doseando outra amostra
recolhida com um intervalo de 7 a 10 dias do primeiro.

12. ESPECIFICIDADE ANALITICA
Foram testadas 47 amostras de soros com potenciais
interferentes:

Factor Reumatoide (n= 6)
Bilirrubina de titulagdo elevada (n= 3)
Triglicéridos (n=12)
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PCR (n=3)

Hemolisados (n=23)

Foram testados 27 soros positivos a outras patologias
respiratdrias ou néo:

Mycoplasma pneumoniae (n= 11)
Clamidia pneumoniae (n=7)
Helicobacter pylori (n=1)
Clostridium Tetani (n=2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n= 2)
Epstein-Barr (n=2)

A presenga no soro em exame de substancias interferentes
acima mencionadas n&o altera o resultado do teste.

13. SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DIAGNOSTICA
Numa experimentacdo de 130 amostras, foram analisadas com
um kit Diesse e com outro kit obtido no mercado (ELISA
Vircell); as amostras divergentes foram confirmadas usando
um teste em imunofluorescéncia obtido no mercado (Focus IFA
test).

De seguida estdo resumidos os resultados da experimentacao:

Referéncia
+ - Total
+ 18 5 23
Diesse - 0 107 107
Total 18 112 130

Sensibilidade do Diagnéstico: 100,00 % Clesw: 82,41 - 100.00
Especificidade do Diagnéstico: 95.54 % Cles%: 92.42 — 99.08

14. PRECISAO
PRECISAO DURANTE O TESTE

Resultados (Index) Média | DS CV%

LGM 1 2.8 3.0 3.1 29 0.14 48

LGM 2 1.1 1.0 0.8 1.0 0.15 15.0

LGM 3 0.5 0.6 0.6 0.6 0.06 10.0

PRECISAQ ENTRE OS TESTES

Resultados (Index)

) - _ Média DS CV%
1° dia 2° dia 3°dia

28 2.7 2.2
LGM 1 3.0 2.7 22 26 0.36 13.8
3.1 2.7 2.0
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2.AK. Malan, T.B. Martins, T.D. Jaskowski, H. R. Hill, C.M.
Litwin. 2003 Comparaison of two Commercial Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay with an immunofluorescence assay for
detection of Legionella pneumophila Types 1 to 6. J. Clin.
Microb. 41: 3060-3063.

3.B. Neumeister, M. Susa, B. Nowak, E. Straube, G.
Ruckdeschel, J. Hacher, R. Marre. 1995 Enzyme immunoassay
for detection of antibodies against isolated flagella of Legionella
pneumophila. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis.14 (9): 764-7.
4N. Barka, J.P. Tomasi, S. Stadtsbaeder 1986 ELISA using
whole Legionella pneumophila cell as antigen J.Immunol.
Methods 93: 77-81

5.M. S. Lever. 1993. Production and characterisation of a
Legionella pneumophila specific monoclonal antibody. FEMS
Microbiol. Lett. 1 : 5-9.

6.L.B. Reller, M.P. Weinstein 2003 Diagnosis of Legionella
Infection Clin.Infect. Dis. 36:64-69

16. EXPLICAGAO DOS SIMBOLOS

Data de fabrico

Data de validade

Nao reutilizar

Atencéo, consultar o folheto de
instrugdes

Fabricante

Embalagem suficiente para <n> testes

Ll AE4IIL e

o
=3
=}

Limites de temperatura

=)

Consultar as instrucdes de utilizagéo

Risco biologico

NUmero de catélogo

Dispositivo médico para diagnéstico in
vitro

z|||=
O||F

v

LOT Numero do lote

1.1 1.1 0.9
LGM 2 1.0 1.3 1.0 1.0 0.14 14.0
0.8 1.1 1.1

05 05 0.4
LGM 3 0.6 0.6 0.5 0.5 0.07 14.0
0.6 05 0.6

15. BIBLIOGRAFIA
1. G.B. Wisdom. 1976. Enzyme-Immunoassay. Clin. Chem. 22:
1243.
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INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

CHORUS
LEGIONELLA PNEUMOPHILA IgM

1. DESTINATIA UTILIZARII

Metoda imuno-enzimatica pentru determinarea calitativa a
anticorpilor de clasa IgM pentru Legionella pneumophila in ser
uman, utilizand un dispozitiv de unica folosinta utilizat pe
instrumentele Chorus si Chorus TRIO.

CHORUS
Legionella pneumophila IgM
Pentru Determinarea Calitativa a Anticorpilor IgM
pentru Legionella pneumophila

Destinat numai pentru Diagnosticarea In Vitro

2. INTRODUCERE

Boala lui Legionnaire este o boala infectioasa grava cu o rata
crescuta a mortalitatii. Legioneloza este definitia data tuturor
formelor acestei boli cauzate de bacteriile gram-negative din specia
Legionella. Rata totala a mortalitatii este de 5-15%, care poate
ajunge la 30-50% in cazul populatiilor din unitatile spitalicesti si la
70-80% in cazul pacientilor aflati intr-o stare clinica grava sau in
cazul unui tratament tardiv. Specia cel mai frecvent intalnita in
patologia umana este Legionella pneumophila, cu toate ca alte
specii au fost izolate. Cea mai severa forma a infectiei cu
Legionella este aceea asa numita boala Iui Legionnaire,
caracterizata printr-o pneumonie acuta, care devine evidenta la 2-
10 zile dupa contactul cu bacteriile. O alta caracteristica clinica este
febra Pontiac, o infectie extra-pulmonara acuta. Exista de
asemenea forme subclinice ale infectiei, fara simptome, care pot fi
detectate numai prin demonstrarea seroconversiei.

Bacteriile Legionellae sunt foarte raspandite in natura, si sunt in
general regasite in locuri unde este prezenta si apa (lacuri, rauri,
izvoare termale, amplasamente ce includ si apa, si, in general, in
zone umede). Incepand cu aceste surse, bacteriile Legionellae pot
coloniza sursele artificiale de apa (sistemele civile de distributie a
apei potabile, sistemele de distributie a apei ale cladirilor
individuale, sistemele de aer conditionat, piscinele, fantanile, etc.),
care actioneaza ca amplificatori si modalitati de raspandire a
microorganismului. Infectia poate afecta intreaga populatie.
Persoanele considerate ca fiind cele mai expuse riscului sunt
barbatii in varsta care sunt fumatori, consumatori de alcool, cei
afectati de boli cronice (infectii bronhopulmonare obstructive,

disfunctii cardiovasculare si renale, diabet, etc.), si cei care au

dobandit imunodeficienta in urma unei terapii (transplant de organe,

tratament cu steroizi si medicamente anti-tumorale, etc.), sau cei ~

afectati de virusul HIV.

80% dintre toate aceste cazuri raportate de legioneloza, pot fi -
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atribuite  speciei  Legionella  pneumophila serotip 1, iar
seroconversia este in general considerata ca fiind foarte eficace in
identificarea infectiei. Diagnosticarea serologica a Legionella
pneumophila dupa prima proba testata, in faza de inceput a bolii,
trebuie confirmata printr-o crestere in raspunsul pozitiv in probele
ulterioare recoltate la un interval de trei saptamani si la 6-8
saptamani, deoarece investigatile clinice au indicat faptul ca
niveluri semnificative ale anticorpilor specifici apar cateodata tarziu,
si exista posibilitatea aparitiei anticorpilor anti-Legionella
pneumophila in absenta legionelozei.

Raspunsul anticorpilor la infectie este in general o combinatie de
IgA, IgM si IgG. Detectia prezentei IgM poate sustine diagnosticul
de infectie acuta chiar daca IgM poate ramane in circulatie pentru o
perioada indelungata dupa infectare.

3. PRINCIPIUL ANALIZEI

Testul se bazeaza pe principiul
ImmunoSorbent Assay).

Antigenul, care este obtinut prin efectuarea unei culturi Legionella
pneumophila serotip 1 si inactivat cu formaldehida, se culpleaza cu
faza solida. Anticorpii specifici de clasa IgM si IgG se cupleaza cu
antigenul prin incubare cu serul uman diluat. Dupa etapele de
spalare desfasurate pentru a elimina proteinele care nu au
reactionat, se efectueaza incubarea cu conjugatul (anticorpi
monoclonali IgM anti-umani conjugati cu peroxidaza de hrean).
Conjugatul care nu s-a cuplat este eliminat, si se adauga substratul
de peroxidaza.

Culoarea albastra care se dezvolta este proportionala cu
concentratia anticorpilor specifici prezenti in serul de testare.
Dispozitivele de unica folosinta contin toti reactivii necesari pentru
efectuarea testului atunci cand acestea sunt utilizate pe
instrumentele Chorus.

ELISA (Enzyme Linked

4. ATENTIONARI SI MASURI DE PRECAUTIE
NUMAI PENTRU UTILIZARE IN DIAGNOSTICAREA IN VITRO

Acest kit contine materiale de origine umana, care au fost
testate si au indicat un rezultat negativ pentru prezenta HBsAg
si pentru anticorpii anti-HIV-1, anti-HIV-2 si anti-HCV, prin
testarea cu ajutorul metodelor aprobate de catre FDA.
Deoarece nici un test de diagnosticare nu poate oferi garantii
complete cu privire la absenta agentilor infectiosi, toate
materialele de origine umana trebuie manevrate ca fiind
potential infectioase. In cazul manevrarii materialelor de
origine umana, trebuie urmate toate masurile de precautie
adoptate in mod normal in practica de laborator.

Indepartarea deseurilor: dispozitivele folosite continand
materiale de origine umana trebuie manevrate ca fiind
materiale infectioase si eliminate conform cerintelor din acest
domeniu.

Informatii cu privire la Sanatate si Siguranta

Nu pipetati cu gura.

In timpul manevrarii specimenelor, purtati manusi de unica
folosinta si ochelari de protectie.

Spalati-va temeinic pe maini dupa pozitionarea dispozitivelor
in instrumentul CHORUS.
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4, Urmatorii reactivi contin concentratii scazute de substante

daunatoare sau iritante:

a)Conjugatul contine fenol

b)Substratul este acid
In cazul in care vreunul dintre reactivi intra in contact cu pielea sau
cu ochii, spalati zona temeinic cu apa.

5. Acizii neutralizati si alte deseuri lichide ar trebui
decontaminate prin adaugarea unui volum suficient de hipoclorit de
sodiu pentru a obtine o concentratie finala de cel putin 1,0%. Un
timp de expunere de 30 de minute la hipoclorit de sodiu in
concentratie de 1%, poate fi necesar pentru a asigura o
decontaminare eficienta.

6. Picaturile de substante potential infectioase trebuie
indepartate imediat cu prosop de hartie absorbanta, si, inainte de a
continua lucrul, zona contaminata trebuie tamponata, de exemplu,
cu 1,0% solutie de hipoclorit de sodiu. Hipocloritul de sodiu nu
trebuie utilizat peste zone in care s-au varsat substante continand
acid, cu exceptia cazului in care acea zona a fost mai intai stearsa
si uscata. Materialele utilizate pentru curatarea picaturilor, inclusiv
manusile, trebuie indepartate ca fiind deseuri potential bio-
periculoase. Nu autoclavati materialele ce contin hipoclorit de
sodiu.

Masuri de Precautie Analitice
Inainte de utilizare, lasati dispozitivele sa ajunga la temperatura
camerei (18-30°C); utilizati-le in decurs de 60 de minute.

Indepartati dispozitivele al caror substrat (godeul 4) este de
coloratie albastra.

La adaugarea probei in godeu, verificati ca aceasta sa fie perfect
distribuita pe fundul godeului.

Verificati ca reactivii sa existe in dispozitiv, si ca dispozitivul sa
nu fie deteriorat; nu utilizati dispozitive carora le lipseste vreun
reactiv.

Dispozitivele sunt destinate folosirii impreuna cu instrumentul
Chorus; instructiunile de utilizare trebuie urmate cu atentie si
trebuie consultat manualul de operare al instrumentului.

Verificati ca instrumentul Chorus sa fie setat in mod corect (vezi
Manualul de Operare al Instrumentului Chorus).

Nu deteriorati codul de bare aflat pe manerul dispozitivului,
pentru a permite instrumentului sa il citeasca in mod corect si nu
utilizati dispozitive avand etichete deteriorate.

Pentru depozitarea probelor, evitati utilizarea congelatoarelor cu
auto-dejivrare.

Codurile de bare deteriorate pot fi introduse manual in
instrument.

In timpul depozitarii si utilizarii, nu expuneti dispozitivele la lumina
puternica sau la vapori de hipoclorit.

Utilizarea probelor puternic hemolizate sau a probelor prezentand
contaminare microbiana, pot constitui surse de indicare a unei erori.

Inainte de a introduce dispozitivele in instrument, verificati ca
godeul de reactie sa nu contina corpuri straine.

Resuspendati in mod omogen calibratorul congelat-uscat si serul
de control, in conformitate cu volumele mentionate pe etichete.

. Pipetati serul de testare (50 pl) in godeul 1 al dispozitivului (vezi
figura).

Nu utilizati dispozitivul dupa data de expirare.

5. COMPONENTA KITULUI SI PREGATIREA REACTIVILOR
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Kitul contine suficiente dispozitive si substante pentru efectuarea a
36 de determinari (REF] 81093).

Kitul contine suficiente dispozitive si substante pentru efectuarea a
12 de determinari ( 81093/12).

DISPOZITIVE

6 pachete, fiecare continand 6 dispozitive (REF] 81093).
2 pachete, fiecare continand 6 dispozitive (REF| 81093/12).

Descrierea dispozitivului:

(OO

Pozitia 8: Spatiu pentru aplicarea etichetei cu cod de bare

Pozitia 7: Goala

Pozitia 6: GODEUL MICROPLACII

Captusit cu antigeni Legionella pneumophila serotip 1

Pozitia 5: GODEUL MICROPLACII

Necaptusit

Pozitia 4: SUBSTRAT TMB

Continut: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL si H202 0.01% stabilizate
in 0.05 mol/L tampon citrat (pH 3.8)

Pozitia 3: DILUANTUL PROBEI

Continut: Solutie proteica continand anticorpi IgG anti-umani, fenol
0.05%, Bronidox 0.02% si un indicator pentru evidentierea
prezentei serului

Pozitia 2: CONJUGAT

Continut:  anticorpi  monoclonali IgM anti-umani marcati cu
peroxidaza in tampon fosfat continand fenol 0.05% si Bronidox
0.02%

Pozitia 1: GODEU GOL

In care operatorul trebuie sa distribuie serul nediluat

Utilizare: lasati un pachet sa ajunga la temperatura camerei,
deschideti pachetul si scoateti dispozitivele necesare; repuneti-le
pe celelalte in punga impreuna cu pliculetul cu silica gel, scoateti
aerul din punga si sigilati prin presarea sistemului de inchidere.
Pastrati la 2-8°C.

CALIBRATOR| CALIBRATOR  1x0.175mL

Continut: Ser uman diluat, cu o concentratie cunoscuta de anticorpi,
continand Proclin si Gentamicina. In forma lichida, gata de utilizare.

CONTROL +|CONTROL POZITIV 1 x 0.425 mL

Continut: Ser uman diluat, cu o concentratie cunoscuta de anticorpi,
continand Proclin si Gentamicina. In forma lichida, gata de utilizare.

MATERIALE NECESARE DAR NEFURNIZATE
WASHING BUFFER [REF| 83606
CLEANING SOLUTION 2 83609
SANITIZING SOLUTION [REF| 83604 - 83608
CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607
Apa distilata sau deionizata
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Sticlarie obisnuita de laborator: cilindrii, tuburi de testare etc.
Micropipete pentru recoltarea exacta a 50-200 pl de solutie
Manusi de unica folosinta

Solutie de Hipoclorit de Sodiu (5%)

Recipiente pentru colectarea materialelor potential infectioase

6. PASTRAREA S| STABILITATEA REACTIVILOR

Reactivii trebuie pastrati la 2/8°C. In cazul pastrarii la o
temperatura necorespunzatoare, calibrarea trebuie repetata,
iar ciclul de rulare trebuie validat utilizand serul de control (a
se vedea sectiunea 9, Validarea testului).

Data de expirare este imprimata pe fiecare componenta si pe
eticheta kitului.

Dupa deschidere, stabilitatea reactivilor este limitata:

DISPOZITIVELE 8 saptamani la 2/8°C
CALIBRATORUL 8 saptamani la 2/8°C
CONTROLUL 8 saptamani la 2/8°C
POZITIV

7. RECOLTAREA SI PASTRAREA SPECIMENELOR

Proba este compusa din serul recoltat prin metoda obisnuita, din
vena, si manevrata respectand toate masurile de precautie dictate
de bunele practici de laborator. Serul proaspat poate fi pastrat timp
de 4 zile la 2/8°C, sau congelat in vederea pastrarii pentru perioade
mai indelungate la —20°C, si poate fi dezghetat de maxim 3 ori.
Probele dezghetate trebuie agitate cu atentie inainte de utilizare.
Calitatea probei poate fi grav afectata in cazul contaminarii
microbiene, care duce la rezultate eronate.

Probele continand o cantitate mare de lipide, puternic icterice,
hemolizate sau contaminate nu pot fi utilizate. Testul nu poate fi
efectuat in cazul plasmei.

8. PROCEDURA ANALIZEI

Deschideti pachetul (pe latura care contine dispozitivul de inchidere
prin presare), extrageti numarul necesar de dispozitive si, dupa ce
ati eliminat aerul din interiorul pungii continand restul dispozitivelor,
sigilati-o.

Verificati starea dispozitivului in conformitate cu indicatiile
mentionate in capitolul 6, Masuri de Precautie Analitice, punctele 1
si 8.

Distribuiti 50 pl din serul de testare nediluat in godeul numarul 1 al
fiecarui dispozitiv; la fiecare schimbare de lot, utilizati un dispozitiv
pentru calibrator.

Pozitionati dispozitivele in instrument. Efectuati calibrarea (in cazul
in care este necesar) si testul conform specificatiilor din Manualul
de Operare al instrumentului Chorus.

9. VALIDAREA TESTULUI

Utilizati serul de control pentru a verifica validitatea rezultatelor
obtinute. Acesta trebuie folosit conform indicatiilor din manualul de
operare. In cazul in care instrumentul semnaleaza faptul ca serul de
control are o valoare care se situeaza in afara intervalului
acceptabil, calibrarea trebuie repetata. Rezultatele anterioare vor fi
corectate in mod automat.

Daca rezultatul serului de control continua sa se situeze in afara
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10. INTERPRETAREA REZULTATELOR
Instrumentul Chorus exprima rezultatul ca fiind un INDICE (raportul
dintre valoarea OD a probei si aceea a Cut-off).

Rezultatul serului de testare poate fi interpretat dupa cum urmeaza:

POZITIV: atunci cand raportul este > 1.1
NEGATIV: atunci cand raportul este < 0.9
INCERT/ECHIVOC: pentru toate valorile cuprinse intre 0.9 si 1.1

In cazul unui rezultat incert/echivoc, repetati testul. Daca rezultatul
testului ramane in continuare incert/echivoc, recoltati o noua proba
dupa 1-2 saptamani.

11. LIMITARI

Rezultatele testului trebuie interpretate cu precautie si utilizate in
relatie cu informatiile disponibile in urma evaluarii clinice si cu cele
provenite prin alte proceduri de diagnosticare. Probele de ser
recoltate de la pacienti aflati intr-un stadiu incipient sau intr-un
stadiu avansat al acestei boli, pot indica rezultate negative in mod
repetat, apropiate de nivelul de baza al cut off. In astfel de cazuri se
recomanda verificarea rezultatului prin efectuarea testului folosind o
a doua proba, obtinuta la un interval de 7-10 zile fata de prima.

12. SPECIFICITATEA ANALITICA
Au fost testate urmatoarele 47 de probe continand substante
potential interferente:

Factor reumatoid (n=6)

Bilirubina cu titru crescut (n=3)

Trigliceride (n =12)

Proteina C Reactiva (n=3)

Seruri Hemolizate (n=23)

Au fost testate urmatoarele 27 de seruri, indicate ca fiind pozitive la
alte boli:

Mycoplasma pneumoniae (n=11)
Chlamydia pneumonia (n=7)
Helicobacter pylori (n=1)
Clostridium Tetani (n=2)

TBC (n=2)

Yersinia enterocolitica (n=2)
Epstein-Barr (n=2)

Prezenta, in serul testat, a substantelor interferente mentionate mai
sus, nu a modificat rezultatele testului.

13. SENSIBILITATEA S| SPECIFICITATEA DIAGNOSTICULUI
Sensibilitatea si specificitatea diagnosticului au fost testate
analizand un numar de 130 de probe cu kitul DIESSE, precum si cu
alt kit ELISA disponibil pe piata (ELISA Vircell). Probele indicand
rezultate discordante au fost testate utilizand testul Focus IFA.

Mai jos sunt expuse pe scurt datele experimentului:
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Data productiei

A se utiliza inainte de

Referinta
+ - Total
+ 18 5 23
Diesse - 0 107 107
Total 18 112 130

Sensibilitatea Diagnosticului: 100.00 % Cles%: 82.41 — 100.00
Specificitatea Diagnosticului: 95.54 % Closy: 92.42 — 99.08

14. PRECIZIA

PRECIZIA IN CADRUL CICLULUI DE RULARE

A nu se reutiliza.

Atentie, consultati documentele
insotitoare.

Producator

Rezultate (Indice) Media SD CV%

Continut suficient pentru <n> teste

LGM 1 28 3.0 3.1 29 0.14 48

LGM 2 1.1 1.0 08 1.0 0.15 15.0

I B> |® |

ra
a2
[

Limitari de temperatura

LGM3 05 0.6 0.6 0.6 0.06 10.0

=)

A se consulta instructiunile de utilizare

PRECIZIA INTRE CICLURILE DE RULARE

32

Riscuri biologice

Numar de catalog

IE

Dispozitiv medical de diagnosticare In

Rezultate (Indice)
Ziva | Ziva| Ziua Media SD CV%
1 2 3
28 2.7 22
L?M 3.0 27 22 26 0.36 13.8
3.1 2.7 20
1.1 1.1 0.9
L(;M 1.0 1.3 1.0 1.0 0.14 14.0
0.8 1.1 1.1
0.5 0.5 04
L§M 0.6 0.6 0.5 0.5 0.07 14.0
0.6 05 0.6
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16. GLOSARUL SIMBOLURILOR DE ETICHETARE

M vitro
LOT Cod lot
Produs de

DIESSE Diagnostica Senese S.p.A.

Strada dei Laghi 39

Ce

53035 Monteriggioni (SIENA)

ltalia
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