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LEGIONELLA PNEUMOPHILA SEROTYP 1
ANTIKORPER-KIT FUR DIREKTE
FLUORESZENZVERFAHREN

(nur far den Gebrauch in der in vitro Diagnostik)

KATALOG-NR.PL.241
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VERWENDUNGSZWECK

Das Antikérperreagenz fur direkte Fluoreszenzverfahren ist fir die prasumptive (serolo-
gische) Identifizierung von Legionella pneumophila Serotyp 1 aus Kulturisolaten bestim-
mt'2,

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG

Legionella pneumophila, Serotyp 1 ist das héufigste atiologische Agens der
Legionédrskrankheit und eines der am h&ufigsten identifizierten Legionella-Isolate in
Umweltproben.3

Zur laborchemischen Absicherung bzw. Identifizierung von Legionella-lsolaten
werden vorwiegend serologische Verfahren eingesetzt, bei denen hyperimmunes
Kaninchen-Antiserum mit Antikérpern gegen die somatischen Lipopolysaccharide bzw.
das ,O0"-Antigen zum Einsatz kommt.# Viele Legionella-Arten und -Serotypen haben
jedoch gleiche Antigene.5 Bei Verwendung polyklonaler Antikérper zur serologischen
Identifizierung treten daher Kreuzreaktionen auf.5 Der Legionella pneumophila, Serotyp
1-DFA-Kit verwendet FITC-markierte, monoklonale Antikérper, die eine hochempfindliche
und spezifische Identifizierung von Legionella pneumophila, Serotyp 1 ermédglichen.

Legionellen kénnen aus einer Vielzahl von klinischen Proben® kultiviert werden; der direk-
te Fluoreszenz-Antikorpertest (DFA-Test) eignet sich zur Identifizierung von Legionellen
in solchen Kulturen. Obgleich der DFA-Test sehr empfindlich und hoch spezifisch ist,
sollte die Diagnose wenn mdoglich stets durch laborchemische Verfahren abgesichert
werden.6.7.8

TESTPRINZIP

Monoklonale Antikorper gegen Antigene von Legionella pneumophila, Serotyp 1 sind
mit dem Fluorochrom Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) konjugiert, wodurch ein FITC-
markiertes Antikérperreagenz entsteht.

Die zu testenden Isolate sind auf einem Objekttrager fixiert und werden mit dem monok-
lonalen Antikérperreagenz tiberschichtet. Der FITC-markierte Antikdrper bindet spezifisch
an alle in dem lIsolat vorhanden Antigene von Legionella pneumophila, Serotyp 1. Ist kein
Antigen von Legionella pneumophila, Serotyp 1 vorhanden, bindet der Antikérper nicht
und wird im Waschschritt entfernt.

Der FITC-markierte Antikérper-Antigen-Komplex wird nachgewiesen, indem der
Objekttrager in ultraviolettem oder blauviolettem Licht betrachtet wird. Durch ultra-
violettes oder blauviolettes Licht wird das FITC zur Fluoreszenz im ldngeren (sichtbaren)
Wellenldngenbereich angeregt, was als blaugriine bzw. gelbgriine Farbe erkennbar wird.
Legionellen erscheinen unter diesen Bedingungen als leuchtend gelbgriine Bazillen.

MITGELIEFERTE REAGENZIEN UND MATERIALIEN

1. PL.310 DFA-Reagenz fur (FITC-markierter monoklonaler Mausantikorper).
Monoklonale Mausantikérper gegen  Die FITC-markierten monoklo-
nalen Antikérper werden gebrauchsfertig geliefert. Als Gegenférbung ist
Rodaminisothiocyanat (ein Fluorochrom, das bei einer anderen Wellenlénge als
FITC fluoresziert), konjugiert an normale Antikérper, in dem Reagenz vorhanden'0;
0,095% Natriumazid ist als Konservierungsmittel enthalten. Jedes Flaschchen
enthalt 0,5 ml DFA-Reagenz.

2. PL.312 Positiv kontrolle - Eine Kultur von Jedes Flidschchen enthélt 1,0 ml
Positivkontrolle.0,095% Natriumazid ist als Konservierungsmittel enthalten
3. PL.311 Negativkontrolle -Legionella nonpneumophila. 0,095% Natriumazid ist

als Konservierungsmittel enthalten. Eine Kultur . Jedes Flaschchen enthélt 1,0 ml
Negativkontrolle.

4, PL.315-Eindeckmittel Das Eindeckmittel hat einen pH-Wert von 8,5. Es enthalt
Glyzerin und ein Mittel zur Verzégerung der Ausbleichung durch ultraviolettes
Licht.Es wird gebrauchsfertig geliefert. Jedes Fldschchen enthélt 5,0 ml.

VORSICHTSHINWEISE

biologischer Gefédhrdung angebrachten VorsichtsmafBnahmen zu befolgen.

5. Die Objekttrager sollten einzeln bearbeitet und eine Kreuzkontamination mit
Farbereagenzien vermieden werden.

6. Das Farbereagenz darf wihrend der Férbung auf keinen Fall auf dem Objekttrager
eintrocknen.

7. Die Auswertung sollte von Personal durchgefiihrt werden, das Erfahrung in der

Fluoreszenzmikroskopie und bei der Durchfihrung von Antikérperverfahren mit
direkter Fluoreszenz hat.

8. Alle in dieser Testanleitung enthaltenen Hinweise zur Testdurchfihrung undaufbe-
wahrung sowie zu VorsichtsmaBBnahmen und Verfahrenseinschrankungen missen
genau befolgt werden, um giiltige Ergebnisse zu erzielen.

9. Das Produkt enthédlt Materialien tierischer Herkunft und sollte wie ein potenzieller
Trager und Ubertrdger von Krankheiten gehandhabt werden.

AUFBEWAHRUNG

. FITC-Antikérperkonjugat:
Bei 2-8°C im Dunkeln aufbewahren. Das Konjugat ist bis zum auf dem Etikett
angegebenen Verfallsdatum stabil. Nicht einfrieren.

. Negativkontrolle:
Bei 2-8°C aufbewahren. Die Negativkontrolle ist bis zum auf dem Etikett angege-
benen Verfallsdatum stabil. Nicht einfrieren.

- Positivkontrolle:
Bei 2-8°C aufbewahren. Das Kontrollantigen ist bis zum auf dem Etikett angege-
benen Verfallsdatum stabil. Nicht einfrieren.

- Eindeckmittel:
Bei 2-8°C aufbewahren. Das Eindeckmittel ist bis zum auf dem Etikett angege-
benen Verfallsdatum stabil.

PROBENGEWINNUNG UND VORBEREITUNG

1. Probengewinnung und Kultivierung
Geeignete klinischen Proben sollten unter Anwendung von medizinischen
Standardverfahren gewonnen werden. Die Proben sollten nach der Gewinnung
so schnell wie méglich angeziichtet werden, wobei Standardanzuchtverfahren
fur Legionellen zur Anwendung kommen (als Beispiel siehe Literaturquelle 6).
Wachstum von Legionellen ist in der Regel erst nach mindestens 48 Stunden
erkennbar und kann bis zu 10 Tage dauern, wenn das Isolat mit anderen
Mikroorganismen kontaminiert ist und der Patienten Antibiotika erhalten hat.6

2. Herstellung von Kulturausstrichen:

+ DURCHFUHRUNG IN BIOLOGISCHER SICHERHEITSKAMMER

+ Eine dinne Suspension (McFarland Grad 1) mit Kolonien der mutmaBlichen
Legionellenkultur in 1% PBS herstellen.

« Auf Doppelfeldobjekttréagern oder auf Objekttragern mit mehreren Feldern
Ausstriche anfertigen.

«  Lufttrocknen und vorsichtig erhitzen.

+  Ausstrich in 10% neutralem Formalin 15 Minuten lang fixieren.

+  Objekttrager abklopfen, mit destilliertem Wasser abspilen und an der Luft
trocknen.

3. Herstellung von Ausstrichen mit Kontrollantigen:
Bei jeder Testreihe von Kultuisolaten sollten Ausstriche der Positivkontrolle
(PL.312) und der Negativkontrolle (PL.311) mitgefiihrt werden. Die Ausstriche wie
in Schritt 2 oben beschrieben herstellen.

IM KIT ENTHALTENES MATERIAL
Wie im Abschnitt Mitgelieferte Reagenzien und Materialien beschrieben.

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT GELIEFERTE MATERIALIEN

10.  Steriles destilliertes Wasser.

11.  Sterile Petrischalen.

12. Neutrales Formalin (10%).

13. Fluoreszenzmikroskop (Transmission oder Auflicht).
Monokulares oder binokulares Fluoreszenzmikroskop mit 40x- und
100x(Olimmersions-) Objektiven und folgender Ausstattung (oder gleichwertiger
Ausstattung):

Transmissionsbeleuchtung
« Kardioid-Dunkelfeldkondensator

200W Ultrahochdruck-Quecksilberlampe, 105W Hochdruck-Xenonlampe oder

100W Tungsten-Halogenlampe.

Warmeabsorptionsfilter KG 1 oder B1/K2. Roter Suppressionsfilter BG38 oder

BG23.KP 490 oder 2 x KP 490 Exciterfilter.K 510 oder K 515 Barrierefilter.

Auflicht

+ 50W, 100W oder 200W Ultrahochdruck-Quecksilberlampe, 75W oder 150W

Hochdruck-Xenonlampe oder 50W oder 100W Tungsten-Halogenlampe.

Warmeabsorptionsfilter KG 1 oder B1/K2. Rotsuppressionsfilter BG38 oder BG23.

KP 490 oder 2 x KP 490 Anregungsfilter. TK 510 diachronischer Strahlteiler-

Spiegel und K510 oder K 515 Barrierefilter.

Tungstenhalogenlampen eignen sich nicht immer fir binokulare Mikroskope

mit Transmissions- oder Auflicht.

14.  Phosphatgepufferte Salzlésung (0.1 M). Erhéltlich von Pro-Lab unter der
Bestellnummer PL.212 Phosphatgepufferte Salzlésung (10x-Konzentrat). Es wird
in einer Menge von 100 ml als 10x-Konzentrat geliefert. Zur Herstellung von
phosphatgepufferter Salzlésung pH 7,5-7,7 wird 1 Volumenteil Konzentrat mit 9
Volumenteilen destilliertem Wasser verdiinnt.

TESTVERFAHREN

1. Tragen Sie das DFA-Reagenz fur L. pneumophila Serotyp 1 (FITC-markierter monok-
lonaler Antikorper als Konjugat) auf den Objekttrédger auf. Es sollte die gesa-
mte Flache des Objekttrégers mit dem Ausstrich des Kulturisolates von dem
Konjugatreagenz bedeckt sein.

2. Legen Sie die Objekttrdger in eine feuchte Kammer und inkubieren Sie sie 20 bis 30
Minuten lang bei 37°C.

3. Spulen Sie die Objekttrédger vorsichtig einzeln mit PBS ab, um das Konjugat zu ent
fernen.

4, Splen Sie die Objekttrager mit destilliertem Wasser ab und trocknen Sie sie an der

Luft. Nach dem Trocknen missen die Objekttréger mit einem Deckglas eingedeck-
elt und sofort ausgewertet werden. Objekttrdger, die nicht sofort ausgewertet
werden kénnen, kdnnen bis zu 24 Stunden lang im Dunkeln aufbewahrt werden.

5. Geben Sie 4 bis 5 Tropfen Eindeckmittel auf den Objekttrager und legen Sie ein
Deckglas auf.

6. Werten Sie die Objekttrager im Fluoreszenzmikroskop mit einem Objektiv mit
schwacher VergréBerung (etwa 40x) aus. Sind fluoreszierende Bazillen vorhanden,
sollte das Praparat zur Absicherung mit einem Immersionsobjektiv mit hoherer
Auflésung (100x) betrachtet werden.

QUALITATSKONTROLLE

Jeder Test muss eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle enthalten. Es mussen alle
im Abschnitt Auswertung der Ergebnisse, 1a, 1b und 1¢, beschriebenen Kriterien erfullt
sein, damit ein Test als gliltig eingestuft werden kann. Wenn diese Kriterien nicht erfullt
sind, sind die Testergebnisse zu verwerfen.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
1. Damit ein Test gliltig ist, missen die folgenden Kriterien erfullt sein.

a. Der Grad der Farbung muss mindestens 3+ sein und es muss die typische
Morphologie vorhanden sein, damit ein Bazillus als positiv eingestuft werden
kann.

4+ = Zellwand ist brilliant gelbgriin geférbt.
3+ = Zellwand ist leuchtend gelbgriin gefarbt.

1. Reagenzien sind AUSSCHLIESSLICH FUR DIE IN VITRO DIAGNOSTIK BES TIMMT. . - - : - e . 2+ = Schwache gelbgriine Farbung. Zellwand nicht ausreichend definiert.
2. Reagenzien nach Ablauf des auf dem Etikett aufgedruckten Verfallsdatums nicht ; Elne Art;eltsbank zur Durchfihrung von Arbeiten mit Biogefdhrdung. 1+ = diffuse, schwach gelbgriine Farbung der Zelle.
mehr einsetzen. . unsenbrenner. b. Das im Test verwendete DFA-Reagenzkonjugat produziert bei der
3. Konjugat und Antigenreagenzien enthalten 0,095% Natriumazid. Natriumazid 3. Sauber? Objekttréger fur die Fluoreszenzmikroskopie. Positivkontrolle eine Farbung der Stufe 3+gbis 4+, yuest e
kann bei Kontakt mit Kupfer oder Blei explosive Verbindungen bilden. Obwohl 4. Deckgldschen. c.Die Negativkontrolle darf mit dem DFA-Reagenz nicht reagieren.
die Natiumazid-Konzentration in den Reagenzien sehr gering ist, sollte beim 5. Immersionsol. i .
Entsorgen gebrauchter Reagenzienreste immer mit ausreichend Wasser nach- g Fiplgfffrtizscbg;iz;’l Yeast Extract Medium (BCYE-Medium). 2. Sind alle in Abschnitt 1 oben erwédhnten Kriterien erfullt, wird das Testergebnis wie
gespllt werden. . nikubator - . folgt evaluiert.?
4. Patientenproben sind als potenziell infektis anzusehen und es sind die bei mikro- g I}:mpfﬁiek a. Hell fluoreszierende Bazillen (3+ oder starker): Gelten als FA-positiv.
. euchte Kammer.
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b. Keine hell fluoreszierenden Bazillen: Gelten als FA-negativ.

VERFAHRENSEINSCHRANKUNGEN

1.

Der DFA-Test ist prasumptiv fur die Identifizierung von Legionella pneu-
mophila, Serotyp 1. Ein positives Testergebnis sollte durch Bestimmung von
Wachstumsbedingungen und laborchemische Verfahren zum Nachweis von
Legionellen bestatigt werden.

Ein negativer DFA-Test schlieBt das Vorhandensein von anderen Legionellenarten
oder Serotypen aul3er Legionella pneumophila, Serotyp 1 nicht aus.

Mischkulturen mit Legionella-Arten oder -Serotypen mit einer sehr kleinen Anzahl
von Legionella pneumophila, Serotyp 1, kénnen ebenfalls ein negatives Ergebnis
produzieren. Die Verwendung von Isolaten, die aus Einzelkolonien hergestellt wur-
den, verringert die Wahrscheinlichkeit eines solchen Ergebnisses.

Die direkte Verwendung dieser Reagenzien mit Patientenproben oder fur
Préparate, bei denen es sich nicht um Isolate klinischer Kulturen handelt, wurde
nicht unter sucht.
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Enthélt genigend (Material) fur (n) Tests
= Medizinprodukt fiir die in vitro Diagnostik.
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= Beachten Sie die Gebrauchsanleitung

Bei diesen Anleitungen handelt es sich um eine Fachlbersetzung der englischen
Originalversion. Bei Unklarheiten oder offensichtlichen Abweichungen wenden Sie sich
bitte an Pro-Lab.
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