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Verwendungszweck

Der PreventID® Leptospira ist ein immunchromatographischer Schnelltest fur
den qualitativen Nachweis von Antikérpern (IgM und IgG) gegen Leptospira
interrogans in humanen Vollblut-, Serum- oder Plasmaproben.

Einleitung

Die Leptospirose tritt weltweit auf und ist ein haufiges leichtes bis schweres
Gesundheitsproblem fiir Mensch und Tier, insbesondere in Gebieten mit einem
heiBen und feuchten Klima. Die natirlichen Reservoirs fiir die Leptospirose
sind Nagetiere sowie eine Vielzahl von domestizierten Saugetieren. Die Infek-
tion des Menschen wird durch Leptospira interrogans, das pathogene Mitglied
der Gattung Leprospira[l, 2], verursacht. Die Infektion wird Gber den Urin des
Wirtstieres Gibertragen. Nach der Infektion sind Leptospiren im Blut vorhanden,
bis sie nach 4 bis 7 Tagen nach der Produktion von anti-Leptospira-interrogans-
Antikérpern, zunachst der IgM-Klasse, entfernt werden. Die Kultur von Blut, Urin
und Liquor ist ein wirksames Mittel, um die Diagnose in der ersten bis zweiten
Woche nach der Exposition zu bestatigen. Der serologische Nachweis von Anti-
Leptospira-interrogans-Antikorpern ist ebenfalls eine gangige Diagnoseme-
thode. Tests sind unter dieser Kategorie verflighar: 1) Der mikroskopische
Agglutinationstest (MAT); 2) ELISA; 3) Indirekte fluoreszierende Antikorpertests
(IFATSs) [6]. Alle oben genannten Methoden erfordern jedoch eine ausgekligelte
Laborausstattung und gut ausgebildetes medizinisches Fachpersonal.

Testprinzip

Der PreventID® Leptospira ist ein qualitativer, membranbasierter Immuno-
assay zum Nachweis von IgG- und IgM-Antikérpern gegen Leptospira in
Vollblut, Serum oder Plasma. Die Membran ist mit rekombinantem Maus-
Anti-Human-lgG und Maus-Anti-Human-IgM im Testbereich der Kassette
vorbeschichtet. Wahrend des Tests reagiert die Vollblut-, Serum- oder Plasma-
probe mit rekombinantem Leptospira-interrogans-Antigen-konjugiertem
Kolloidgold. Die Mischung wandert chromatographisch durch Kapillarwirkung
auf der Membran nach oben, um mit Maus Anti-Human-IgG oder/und Maus Anti-
Human-IgM auf der Membran zu reagieren und eine Farbbande zu erzeugen. Das
Vorhandensein dieser farbigen Bande zeigt ein positives Ergebnis an, wahrend das
Fehlen dieser Bande ein negatives Ergebnis anzeigt. Um als Verfahrenskontrolle
zu dienen, erscheint immer eine farbige Bande im Kontrollbereich (C), die an-
zeigt, dass das richtige Probenvolumen hinzugefiigt wurde und eine ausreichen-
de Membrandurchfeuchtung erfolgt ist. Die Testkassette enthalt rekombinantes
Leptospira-interrogans-Antigen-konjugiertes Kolloidgold, Maus-Anti-Human-IgG
und Maus-Anti-Human-IgM, das auf der Membran aufgebracht ist.

Materialien

Mitgelieferte Materialien

- Testkassetten (mit Pipetten), einzeln verpackt

« Puffer [BUF]

« Testanleitung

Zusatzlich benétigte Materialien: Stoppuhr, Einmalhandschuhe, Blutproben-
sammelréhrchen, Lanzette und heparinisierte Kapillarrohrchen mit Bulbus
fur Kapillarblut; Zentrifuge fir Serum oder Plasma

Lagerung und Stabilitat

Der Test sollte bei Raumtemperatur oder im Kuhlschrank gelagert wer-
den (2-30°C). Die Testkassetten nicht einfrieren. Nach Ablauf des Verfalls-
datums den Test nicht verwenden. Die Testkassette ist empfindlich gegen-
Uber Luftfeuchtigkeit und hohen Temperaturen. Daher soll der Test vor Hitze
geschuitzt und unmittelbar nach dem Offnen der Verpackung benutzt werden.

VorsichtsmaBnahmen

1. Nur zur In-vitro-Diagnostik verwenden.

2. Wahrend der Arbeit mit den Proben nicht essen, rauchen oder trinken.

3. Wahrend der Arbeit mit den Proben Einmalhandschuhe tragen; danach die
Hande grindlich waschen.

4. Spritzer und Aerosolbildung wahrend Probennahme und Testdurchfiihrung
vermeiden.

5. Alle verwendeten Materialien und Proben als potentiell infektiés behan-
deln und den Vorschriften entsprechend entsorgen. Kontaminierte Gegen-
stande und Oberflachen grindlich reinigen.

6. Den Test nicht verwenden, wenn die Verpackung beschadigt ist, die Ver-
siegelung geoffnet ist oder die Testkassette erkennbare Schaden aufweist.
Verfallsdatum beachten.

7. Vor Verwendung des Tests die Testanleitung sorgfaltig lesen.

8. Reagenzien mit verschiedenen Chargennummern nicht mischen.

9. Bei Fragen wenden Sie sich bitte an die Preventis GmbH.

Wichtig: die Lanzette nur fir eine Person verwenden, weil sonst ein Infektions-

risiko besteht.

Probennahme und Probenvorbereitung

Der PreventID® Leptospira kann mit Vollblut (aus Venenpunktion oder aus

der Fingerkuppe), Serum oder Plasma durchgefiihrt werden.

Vollblutproben aus der Fingerkuppe:

» Waschen Sie die Hand des Patienten mit Seife und warmem Wasser und
reinigen Sie sie mit einem Alkoholtupfer. Trocknen lassen.

» Massieren Sie die Hand, ohne die Einstichstelle zu berithren, indem Sie die
Hand in Richtung der Fingerspitze des Mittel- oder Ringfingers reiben.

+ Punktieren Sie die Haut mit einer sterilen Lanzette. Das erste Blut wegwischen.
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« Reiben Sie die Hand sanft vom Handgelenk tber die Handflache bis zum
Finger, um einen runden Blutstropfen tber der Einstichstelle zu bilden.

— Auftragen der Vollblutprobe aus der Fingerkuppe mit einem Kapillarrohr-
chen in die Testkassette:

- Berlihren Sie mit dem Ende des Kapillarréhrchens das Blut, bis das Réhr-
chen auf ca. 40 pl gefillt ist. Vermeiden Sie Luftblasen.

- Halten Sie das Kapillarréhrchen am Bulbus und positionieren es iber dem
Probenauftragsfenster. Driicken Sie den Bulbus sanft zusammen, um das
Vollblut in das Probenauftragsfenster der Testkassette aufzutragen.

— Auftragen der Vollblutprobe aus der Fingerkuppe als hangende Tropfen:

- Positionieren Sie den Finger des Patienten so, dass der Blutstropfen di-
rekt in das Probenauftragsfenster fallt.

- Ein hangender Tropfen Blut fallt in die Mitte des Probenauftragsfensters
der Testkassette oder er berthrt das Probenauftragsfenster. Vermeiden
Sie, dass der Finger selber das Probenauftragsfenster berihrt.

Serum- und Plasmaproben:

« Gewinnen Sie Serum oder Plasma so schnell wie méglich aus Blut, um eine
Hamolyse zu vermeiden. Es dirfen nur klare, nicht-hamolysierte Proben
verwendet werden.

Den Test unmittelbar nach der Probennahme durchfihren. Bewahren Sie die

Proben nicht Giber einen langeren Zeitraum bei Raumtemperatur auf. Serum-

und Plasmaproben kénnen bis zu 3 Tage bei 2-8°C gelagert werden, flr die

Langzeitlagerung sollten sie unter -20°C gelagert werden. Vollblut, das durch

Venenpunktion entnommen wird, sollte bei 2-8°C gelagert werden, wenn der

Test innerhalb von 2 Tagen nach der Entnahme durchgefiihrt werden soll.

Vollblutproben nicht einfrieren. Vollblut aus der Fingerkuppe sofort testen.

Bringen Sie die Proben vor dem Testen auf Raumtemperatur. Gefrorene Pro-

ben mussen vor dem Test vollstandig aufgetaut und gut vermischt sein. Die

Proben nicht wiederholt einfrieren und auftauen.

Werden die Proben versendet, mlssen sie gemaB den lokalen Verordnungen

fur den Transport von atiologischem Material verpackt sein.

Testdurchfiihrung

Die Testkassette, die Proben, den Puffer und/oder Kontrollen vor dem Testen

auf Raumtemperatur bringen (15-30°C).

1. Entnehmen Sie die Testkassette der Verpackung, legen Sie die Testkas-
sette auf eine glatte trockene Unterlage und verwenden Sie diese sobald
wie moglich. Beste Ergebnisse erzielt man, wenn der Test innerhalb einer
Stunde durchgefihrt wird. Das Probenauftragsfenster befindet sich auf der
rechten Seite.

2. Serum- oder Plasmaproben:

Die Pipette senkrecht halten und einen Tropfen Serum oder Plasma (ent-
sprechend ca. 40 pl) in das Probenauftragsfenster tropfen lassen, dann
zwei Tropfen Puffer hinzugeben (ca. 80 pl) und den Timer starten (Abb. 1a).
Vollblutproben aus der Vene:

Die Pipette senkrecht halten und einen Tropfen Vollblut (entsprechend ca
40 pl) in das Probenauftragsfenster tropfen lassen, dann zwei Tropfen Puf-
fer hinzugeben (ca. 80 pl) und den Timer starten (Abb. 1b).

Vollblut aus der Fingerkuppe:

Mit dem Kapillarréhrchen: das Kapillarréhrchen befillen und ca. 40 pl des
Vollbluts aus der Fingerkuppe in das Probenauftragsfenster der Testkas-
sette Ubertragen, dann zwei Tropfen Puffer (ca. 80 ul) hinzugeben und den
Timer starten (Abb. 1c).

Hangende Tropfen: einen hangenden Tropfen Vollblut direkt aus der Finger-
kuppe (ca. 40 pl) in das Probenauftragsfenster tropfen lassen, dann zwei
Tropfen Puffer hinzugeben (ca. 80 pl) und den Timer starten (Abb. 1d).

3. Warten bis (eine) farbige Bande(n) erscheint(en). Das Ergebnis nach
15 Minuten ablesen. Den Test nach 20 Minuten nicht mehr auswerten.
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Abb. 1: Auftragen der Probe
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Testinterpretation
1gG Positiv: Es bilden sich zwei Banden. Eine Bande befindet sich in der
Kontrollregion (C), eine weitere im IgG-Testbereich.

1gM Positiv: Es bilden sich zwei Banden. Eine Bande befindet sich in der
Kontrollregion (C), eine weitere im IgM-Testbereich.

1gG und IgM Positiv: Es bilden sich drei Banden. Eine Bande befindet sich
in der Kontrollregion (C), zwei weitere im 1gG Testbereich und im IgM-
Testbereich.

Achtung: Die Farbintensitat der Test- | ¢ c c
bande variiert je nach Konzentration | 1g6 186 186
der Leptospira-Antikorper in der Probe. | 1gM 1gM 1gM
Auch eine schwache Farbentwicklung

im Bereich der Testbande sollte als positiv bewertet werden.

fenster, so zeigt dies ein negatives Ergebnis an. Keine Ban- | g6
IgM

Negativ: Erscheint nur die Kontrollbande (C) im Ergebnis- | ¢ ﬁ

den im Testbereich von IgG und IgM.

Ungiiltig: Es bildet sich keine Kontrollbande. Wahrscheinliche Grinde
daftr sind ein zu geringes Probenvolumen oder Fehler wahrend des
Testlaufs. Uberpriifen Sie Ihr Vorgehen und wiederholen Sie den Test mit
einer neuen Testkassette. Sollte
das Problem weiterhin bestehen, | € 9 c c
stellen Sie die Verwendung des IIggl\Gll Ilggl\G/I Ilgglsl |Igg|3|
Tests ein und kontaktieren Sie

Preventis.

Achtung: Nach mehr als 20 Minuten den Test nicht mehr auswerten, um
nicht-korrekte Ergebnisse zu vermeiden .

Testcharakteristika

Erwartete Werte

Der PreventID® Leptospira wurde mit einem fihrenden kommerziellen
Leptospira ELISA-1gG-Test und Leptospira-IgM-Test verglichen. Die Korrelation
zwischen diesen beiden Systemen liegt bei tiber 98 % .

Sensitivitat und Spezifitat

Insgesamt 230 Proben wurden mit dem PreventID® Leptospira und mit einem
fuhrendenkommerziellen Leptospira-IgM-ELISAverglichen.Der Vergleichaller
Proben ist in folgender Tabelle aufgefihrt.

1gM Ergebnisse: ELISA
Ergebnisse Postiv Negativ Gesamtergebnis
®
PreventD® 15 ity 9 3 12
Leptospira
Negativ 1 217 218
Gesamtergebnis 10 220 230

Relative Sensitivitat: 90,0 % (95 % KI*: 55,5% — 99,7 %)
Relative Spezifitat: 98,6 % (95% KI*: 96,1 % — 99,7 %)

Genauigkeit: 98,3% (95 % KI*: 94,7 % — 98,9 %) *Konfidenzintervalle

Insgesamt 239 Proben wurden mit dem PreventID® Leptospira und mit einem
fuhrenden kommerziellen Leptospira-lgG-ELISAverglichen. Der Vergleich aller
Proben ist in folgender Tabelle aufgefihrt.

1gG Ergebnisse: ELISA
Ergebnisse Postiv Negativ Gesamtergebnis
®
PreventD® 15 ity 15 3 18
Leptospira
Negativ 1 220 221
Total Result 16 223 239

Relative Sensitivitat: 93,8 % (95% KI*: 69,8 % — 99,8 %)
Relative Spezifitat: 98,7 % (95% KI*: 96,1% — 99,7 %)
Genauigkeit: 98,3 % (95 % KI*: 95,8 % — 99,5 %)
Reproduzierbarkeit

Intra-Assay:

Die Genauigkeit innerhalb des Testlaufs wurde unter Verwendung von 20 Replika-
ten von 5 Proben bestimmt: eine negative, eine Leptospira IgM schwach-positive,
eine Leptospira IgM stark-positive, eine Leptospira IgG schwach-positive und eine
Leptospira IgG stark-positive. Ne-gative, Leptospira IgM schwach-positive, Leptos-
pira IgM stark-positive, Leptospira IgG schwach-positive und Leptospira IgG stark-
positive Werte wurden zu 100 % korrekt identifiziert.

Inter-Assay:

Die Genauigkeit von verschiedenen Testlaufen wurde durch 20 unabhangige
Tests mit den identischen Proben durchgefihrt: negativ, IgG schwach-positiv,
1gG stark-positiv, IgM schwach-positiv, IgM stark-positiv.

Dreiverschiedene Chargen des PreventID® Leptospira wurden (iber einen Zeit-
raum von 3 Tagen mit negativen, schwach-1gG- und schwach-IgM-positiven
und stark-1gG- und stark-lgM-positiven Proben getestet. Die Proben wurden
zu 100 % korrekt identifiziert.

*Konfidenzintervalle
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Kreuzreaktivitat

Der PreventID® Leptospira wurde getestet mit HAMA, RF, HBsAg, HBsAb,
HBeAg, HBeAb, HBcAb, Syphilis, HIV, H. pylori, MONO, CMV, Rubella und
TOXO positiven Proben. Die Ergebnisse wiesen keine Kreuzreaktivitaten auf.

Interferierende Substanzen

Folgende, potentiell interferierende Substanzen wurden bei der Verwendung
des PreventID® Leptospira mit positiven und negativen Proben getestet.
Paracetamol: 20 mg/dl Koffein: 20 mg/dl

Aspirin: 20 mg/dl Gentisinsaure: 20 mg/dl
Ascorbinsaure: 2 g/dl Albumin: 2 g/dl

Kreatin: 200 mg/dl Hamoglobin: 1000 mg/dl
Bilirubin: 1 g/dl Oxalsaure: 60 mg/dl

Keine dieser Substanzen interferiert in den getesteten Konzentrationen mit
dem Test .

Qualitatskontrolle

Der Test enthalt eine Methodenkontrolle. Die Kontrollbande bei (C) ist die
interne Kontrolle fur das Verfahren. Sie bestatigt das ausreichende Proben-
volumen, die richtige Membranfeuchte und den korrekten Testlauf. Kontroll-
standards werden in diesem Test nicht mitgeliefert. Im Sinne der guten Labor-
praxis empfiehlt es sich, positive und negative Kontrollen zu testen, um das
Testverfahren und die korrekte Testdurchfiihrung zu bestatigen.

Grenzen des Tests

1. Das Testdurchfihrung und die Testinterpretation sind sorgfaltig einzu-
halten beim Testen auf Vorhandensein von Antikdrpern gegen pathogene
Leptospira interrogans in Serum, Plasma oder Vollblut von einzelnen Pro-
banden. Nichteinhaltung der Vorgaben zur Testdurchfihrung kénnen zu
falschen Ergebnissen fuhren.

2. Der PreventID® Leptospira ist ausschlieBlich fur den qualitativen Nachweis
von Antikérpern gegen Leptospira interrogans in menschlichem Serum,
Plasma oder Vollblut konzipiert. Die Intensitat der Testbande korreliert
nicht linear mit der Antikérperkonzentration in der Probe.

3. Ein negatives Ergebnis zeigt an, dass es keine nachweisbaren Antikorper
gegen Leptospira interrogans gibt. Ein negatives Testergebnis schlieBt je-
doch die Moglichkeit einer Exposition gegenlber Leptospira interrogans
nicht aus.

4. Ein negatives Ergebnis kann auftreten, wenn die Menge an Leptospira-
Antikérpern in der Probe sehr gering ist, also unter der Nachweisgrenze
des Tests liegt oder die nachgewiesenen Antikorper waren in dem Krank-
heitsstadium, als die Probe genommen wurde, nicht vorhanden.

5. Ungewodhnlich hohe Titer an heterogenen Antikérpern oder Rheumafakto-
ren in den Proben kénnen die erwarteten Ergebnisse beeinflussen.

6. Die mit diesem Test erzielten Ergebnisse sollten nur in Verbindung mit
anderen Diagnoseverfahren und klinischen Befunden interpretiert werden.
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