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DEUTSCH

1. Verwendungszweck oder Anwendungsbereich

Der NADAL® S. pneumoniae Test ist ein qualitativer
Schnelltest, der fur den Nachweis des Streptococcus
pneumonia-Antigens im Urin ohne Verdinnung und als
Hilfsmittel bei der Diagnose von Pneumonie, Meningitis und
Otitis media bestimmt.

2. Einleitung und Diagnostische Bedeutung

Streptococcus ~ pneumoniae  (S. pneumoniae) ist  ein
grampositives Bakterium (1), das estmals im Jahr 1881 aus
dem Speichel eines Patienten mit Tollwut von Pasteur isoliert
wurde. Die chemische Struktur und Antigenitat des
Pneumokokken-Kapselpolysaccharids sowie seine Verbindung
zu Virulenz und seine Rolle in menschlichen Krankheiten
wurden in der Zeitspanne von 1915 bis 1945 erklart. Die
Bakterien sind lanzettformige anaerobe Organismen, die
durch direkten Kontakt von Mensch zu Mensch uber
respiratorische Tropfchen Ubertragen werden und bei
Menschen schwere Erkrankungen verursachen: die 10
haufigsten Serotypen sind Schatzungen zufolge fiir etwa 62%
invasiver  Erkrankungen  weltweit  verantwortlich  (2).
S. pneumoniae besiedelt das Gewebe der oberen Atemwege
und verursacht eine schwere Lungenentziindung und milde/
akute Ohrenschmerzen/Otitis (3). Pneumokokken verursachen
13% bis 19% aller Félle bakterieller Meningitis in den
Vereinigten Staaten (4). Ein Viertel der Patienten mit
Pneumokokken-Meningitis hat auch eine Lungenentziindung.
Klinische Symptome sind im Allgemeinen denen der
purulenten bakteriellen Meningitis dhnlich und schlieRen
Kopfschmerzen, Lethargie, Erbrechen, Reizbarkeit, Fieber,
Nackensteifigkeit, kraniale Zeichen, Anfalle und Koma ein. Die
Letalitatsrate der Pneumokokkenmeningitis betragt etwa 30%
aber kann bis zu 80% bei &dlteren Menschen sein. Fiir 12-16%
der invasiven Pneumokokken-Erkrankungen bei Kindern im
Alter von 2 Jahren und jinger sind bakterielle Lungen-
entziindungen verantwortlich und S. pneumoniae ist zur
Hauptursache bakterieller Meningitis bei Kindern junger als 5
Jahre in den Vereinigten Staaten geworden. Eine Antibiotika-
Behandlung ist wirksam, auch wenn immer mehr Penicillin-
resistente Stamme identifiziert wurden (5). Mehrere
Impfstoffe mit variabler Effizienz abhangig vom Alter des
Patienten oder davon, ob der Patient eine chronische
Erkrankung oder eine Immundefizienz hat, sind verflgbar.
Nichtsdestotrotz wurde nachgewiesen, dass Impfstoffe vor
einer Pneumokokken-Lungenentziindung schiitzen.

Der NADAL® S. pneumoniae Test ist ein qualitativer Schnelltest
zum Nachweis des Streptococcus pneumonia-Antigens im Urin
ohne Verdinnung. Diese Methode verwendet eine
einzigartige Kombination aus monoklonalem Antikorper-
Farbstoff-Konjugat und monoklonalen Festphase-Antikorpern
gegen  unterschiedliche  Epitope, um  Streptococcus
pneumoniae selektiv mit hoher Empfindlichkeit zu erkennen.
Wenn die Probe aufgetragen wird, bindet das markierte
Antikdrper-Farbstoff-Konjugat an das S. Pneumoniae-Antigen
und bildet einen Antikorper-Antigen-Komplex. Dieser Komplex
bindet dann an immobilisierte S. pneumoniae-Antikérper im
Testlinienbereich (T) und bildet eine rosa-pink-farbige Linie.
Bei Abwesenheit von S. pneumoniae in der Probe, wird im
Testlinienbereich (T) keine Linie vorhanden sein. Das
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Reaktionsgemisch wandert weiter die Membran entlang.
Ungebundenes Konjugat bindet an Reagenzien im
Kontrolllinienbereich (C) und bildet eine rosa-pink-farbige
Linie, die anzeigt, dass die Testreagenzien einwandfrei
funktionieren und die Vorgehensweise korrekt war.

4. Bestandteile der Testpackung

e 10 NADAL® S. pneumoniae Testkassetten (inkl. Einweg-
pipetten)

e 1 Gebrauchsanweisung

5. Zusatzlich benoétigte Materialien
e Urinsammelbehalter

Die Bestandteile des Testkits konnen im verschlossenen
Folienbeutel bei Raumtemperatur (4-30°C) gelagert werden.
Frieren Sie das Testkit nicht ein. Der Test ist stabil bis zum auf
dem Folienbeutel angegebenen Haltbarkeitsdatum.

7. Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

e Der Test ist nur fur den professionellen in-vitro-
diagnostischen Gebrauch bestimmt.

Lesen Sie die Gebrauchsanweisung vor der Testdurch-
fuhrung griindlich durch.

Den Test nicht mehr nach dem auf dem Folienbeutel
angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Den Test nicht verwenden, wenn der Folienbeutel
beschadigt ist.

Essen, trinken oder rauchen Sie nicht in dem Bereich, in
dem mit Proben und Testkits umgegangen wird.

Behandeln Sie alle Proben so, als ob sie infektiose
Reagenzien enthielten.

Beachten Sie bestehende Vorsichtsmanahmen fir
mikrobiologische Risiken wahrend aller Verfahren sowie
Standardrichtlinien fiir die korrekte Probenentsorgung.
Tragen Sie beim Umgang mit Proben Schutzkleidung wie
Laborkittel, Einmalhandschuhe und Schutzbrille.
Feuchtigkeit und hohe Temperaturen koénnen die Test-
ergebnisse beeintrachtigen.

8. Probennahme, -vorbereitung und -lagerung

Sammeln Sie die Urinprobe in einem sauberen Behalter ohne
Reinigungsmittel. Wenn die Testung nicht sofort durchgefiihrt
wird, sollten die Proben bis zu 24 Stunden kuhl (2-8°C)
aufbewahrt werden. In diesem Fall bringen Sie die Probe vor
der Testdurchfihrung auf Raumtemperatur. Wenn die
Testung fur mehr als 24 Stunden verschoben wird, sollten die
Proben eingefroren werden. Eingefrorene Proben sollten vor
der Testung vollstandig aufgetaut, grindlich gemischt und auf
Raumtemperatur  gebracht werden. Vermeiden Sie
wiederholtes Auftauen und Einfrieren.

Im Zweifelsfall: Es ist moglich, die Sensitivitdit und die

Spezifitait des NADAL® S. pneumoniae Tests durch folgende

Behandlung von Urinproben zu erhéhen:

e Erhitzen Sie eine Urinprobe fir 5 Minuten bei 100°C.

e Zentrifugieren Sie sie fur 15 Minuten bei 1000 g.

e Konzentrieren Sie den Uberstand mit AMICON® ultra 4
Zentrifugenfilterrohrchen bis eine 25-fache Konzentration
erreicht ist.
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Alle behandelten/konzentrierten Proben sollten nach dem
gleichen Testverfahren wie fiir unbehandelte Proben getestet
werden.

9. Testdurchfiihrung

Bringen Sie die Proben und Testkassetten vor der Test-
durchfiihrung auf Raumtemperatur.
1. Entnehmen Sie die Testkassette dem Folienbeutel.
2. Kennzeichnen Sie die Testkassette mit dem Namen des
Patienten oder mit einer Kontrollnummer.
. Halten Sie die Pipette senkrecht,
fullen Sie sie mit der Urinprobe
und geben Sie 5 Tropfen (200 pL)
in die Probenvertiefung (S) der
Testkassette.
. Lesen Sie das Testergebnis nach 10
Minuten ab. Bitte bestatigen Sie
negative  Testergebnisse  nach l//‘
genau 15 Minuten. Nach mehr als » )7
15 Minuten sollte keine Test- >
auswertung mehr stattfinden.

w

IS

10 min

10. Testauswertung

Positiv:

Zusétzlich zur farbigen Linie im
Kontrolllinienbereich (C) erscheint
eine klar erkennbare Linie im Test-
linienbereich (T).

Negativ:

Es erscheint eine farbige Linie im
Kontrolllinienbereich (C). Es erscheint
keine Linie im Testlinienbereich (T).

Invalid:

Wenn keine deutliche, farbige Linie
im Kontrolllinienbereich erscheint, ist
der Test ungultig. Es empfielt sich in
diesem Fall, dass der Test erneut
durchgefihrt wird oder eine neue
Urinprobe gesammelt und spater
getestet wird.

11. Qualitatskontrolle

Die Testkassette beinhaltet eine interne Verfahrenskontrolle:

Eine im Kontrolllinienbereich (C) erscheinende farbige Linie
wird als interne Verfahrenskontrolle betrachtet. Sie bestatigt
ausreichendes Probenvolumen, eine korrekte Verfahrens-
technik und dass die Membran ausreichend durchnasst ist.

12. Grenzen des Tests

Der NADAL® S. pneumoniae Test ist ein Screening-Test auf
das Vorhandensein der Streptococcus pneumonia in
Urinproben.

Wie bei allen diagnostischen Verfahren, sollten die mit
diesem Test erhaltenen Daten vom Arzt in Zusammenhang
mit anderen Kklinischen Information einschlieBlich Zell-
kulturen evaluiert werden, wenn die Ergebnisse im
Widerspruch zum klinischen Erscheinungsbild stehen.

Der Test unterscheidet nicht zwischen besiedelten und
infizierten Personen.

C€ o]

NADAL® S. pneumoniae Test (Ref. 572004N-10)

D
von minden

e Der NADAL® S. pneumoniae Test kann nicht verschiedene
Pneumokokken-Infektionen, die potenziell durch Strepto-
coccus pneumoniae verursacht wurden, unterscheiden.

In seltenen Fallen kénnen Urinproben mit einem hohen
spezifischen Gewicht (SG> 1,030) falsch positive Ergebnisse
mit dem NADAL® S. pneumoniae Test zeigen.

13. Leistungsmerkmale des Tests

Sensitivitdt und Spezifitat

Diagnostische Sensitivitdt und Spezifitat

Eine vergleichende Studie zwischen dem BinaxNOW®
Streptococcus Pneumoniae Schnelltest und dem NADAL®
S. pneumoniae Test wurde unter der Verwendung eines
Panels von 16 frischen und 42 gelagerten Urinproben
durchgefuhrt.

Der NADAL® S. pneumoniae Test vs. der BinaxNOW®
Streptococcus Pneumoniae Schnelltest:

BinaxNOW?® Streptococcus
Pneumoniae Schnelltest

(Referenzmethode)

NADAL®
S. pneumoniae
Test

-
33 25 58

Wie aus der oben aufgefiihrten Tabelle zu entnehmen ist,
betragt die diagnostische Sensitivitit des NADAL®
S. pneumoniae Tests 79% (26/33) und seine Spezifitit 84%
(21/25) im Vergleich zur Referenzmethode. Die Gesamt-
Ubereinstimmung betrdgt 81% (47/58) und ist trotz der
Tatsache zufriedenstellend, dass die lange Lagerung von 42
Proben (33 positiven und 9 negativen) eine Zersetzung der
Streptococcus pneumoniae-Antigene maoglicherweise ver-
ursacht haben kann.

Analytische Sensitivitat

Serienverdlinnungen von Streptococcus pneumoniae-Antigen
im Urin wurden in negativem Urin durchgefihrt. Die
Verdinnungen wurden dann sowohl mit dem NADAL®
S. pneumoniae Test als auch mit dem BinaxNOW® Test
getestet. Die in der folgenden Tabelle dargestellten Ergebnisse
zeigen, dass der NADAL® S. pneumoniae Test sensitiver als der
BinaxNOW® Test ist: wahrend der NADAL® S. pneumoniae
Test den Nachweis des Streptococcus pneumoniae Antigens im
Urin in einer Konzentration von 35 pg/mL ermdglicht, weist
der BinaxNOW® Test das Antigen nur ab einer minimalen
Konzentration von 50 pg/mL nach.

Streptococcus
5 NADAL®
pneumoniae ) naxNOW?® Test
Antigen im Urin S PIEUHCHIER nach 15 Minuten)
(nach 10 Minuten)

25 (pg/mL) - -

30 (pg/mL) - -

35 (pg/mL) +W -

40 (pg/mL) + -

45 (pg/mL) + -

50 (pg/mL) + +W

100 (pg/mL) + +

200 (pg/mL) + +

+W = schwach positiv (weak positive)
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Kreuzreaktivitat

Verschiedene Bakterienstdmme wurden unter der Ver-
wendung des NADAL® S. pneumoniae Tests getestet, um zu
bestimmen, ob sie nicht-spezifische Reaktionen (Kreuz-
reaktionen) verursachen.

Die Ergebnise sind in der Tabelle dargestellt.

S. pneumoniae Kapseltypen (8) Positiv

StrepA,B,C,D,E,F,G&H Negativ
S. aureus Negativ
B. subtitilis Negativ

Intra-Assay-Reproduzierbarkeit

Die Intra-Assay-Reproduzierbarkeit wurde anhand von 10
Replikaten von 5 Proben mit verschiedenen Streptococcus
pneumonia-Konzentrationen ermittelt. Alle Serien haben
konvergierende Ergebnisse in Ubereinstimmung mit erwarte-
ten Ergebnissen gezeigt.

Die Intra-Chargen-Reproduzierbarkeit des NADAL®
S. pneumoniae Test betragt 100%.
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1. Intended Use

The NADAL® S. pneumoniae Test is a qualitative rapid assay
which is intended to be used for the detection of
Streptococcus pneumoniae antigen in urine without any
dilution and as an aid in the diagnosis of pneumonia,
meningitis and otitis media.

2. Introduction and Clinical Significance

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) is a gram-positive
bacterium (1) first isolated from the saliva of a patient with
rabies by Pasteur in 1881. The chemical structure and
antigenicity of the pneumococcal capsular polysaccharide and
its association with virulence and its role in human disease
were explained over the period of 1915 to 1945. The bacteria
are lancet-shaped anaerobic organisms spreading by direct
person-to-person contact via respiratory droplets and causing
serious disease in humans: The 10 most common serotypes
are estimated to account for about 62% of invasive disease
worldwide (2). S. pneumoniae colonizes upper respiratory
tract tissues causing severe pneumonia and mild/ acute
earache/ otitis (3). Pneumococci cause 13% to 19% of all cases
of bacterial meningitis in the United States (4). One-fourth of
patients with pneumococcal meningitis also have pneumonia.
Clinical symptoms are generally similar to those of other forms
of purulent bacterial meningitis and include headache,
lethargy, vomiting, irritability, fever, nuchal rigidity, cranial
signs, seizures and coma. The case-fatality of pneumococcal
meningitis is about 30% but can be as high as 80% among the
elderly. Bacterial pneumonia accounts for 12-16% of invasive
pneumococcal disease among children aged 2 years and
younger whereas S. pneumoniae has become the leading
cause of bacterial meningitis among children younger than 5
years of age in the United States. Antibiotic treatment is
efficient even if more penicillin-resistant strains have been
identified (5). Several vaccines are available with variable
efficiency depending on patient age or whether patients are
developing some chronic illness or immunodeficiency.
Nevertheless, vaccines have been demonstrated to provide
protection against pneumococcal pneumonia (6).

3. Test Principle

The NADAL® S. pneumoniae Test is a qualitative rapid assay
for the detection of Streptococcus pneumoniae antigen in
urine without any dilution. The method employs a unique
combination of monoclonal antibody-dye conjugate and
monoclonal solid phase antibodies directed to different
epitopes to selectively identify Streptococcus pneumoniae
with a high degree of sensitivity. As the test sample is added,
the labelled antibody-dye conjugate binds to the
S. pneumoniae antigen forming an antibody-antigen complex.
This complex binds to immobilized S. pneumoniae antibody in
the test line region (T) producing a rose-pink-coloured line. In
absence of S. pneumoniae in the sample, there will be no line
present in the test line region (T). The reaction mixture
continues flowing along the membrane.

Unbound conjugate binds to reagents in the control line
region (C) producing a rose-pink-coloured line, indicating
correct functioning of the test reagents and correct procedural
technique.
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4. Reagents and Materials Supplied

e 10 NADAL® S. pneumoniae test cassettes (incl. disposable
pipettes)
e 1 package insert

5. Additional Materials Required
e Urine collection container

6. Storage & Stability

Test kit components should be stored in the sealed foil pouch
at room temperature (4-30°C). Do not freeze the test kit. The
test is stable up to the expiry date stated on the foil pouch.

7. Warnings and Precautions

e The test is for professional in-vitro diagnostic use only.

e Read the package insert carefully before performing the
test.

e Do not use the test after the expiration date stated on the

foil pouch.

Do not use the test if the foil pouch is damaged.

e Do not eat, drink or smoke in the area where specimens
and test kits are handled.

e Handle all specimens as if they contained infectious agents.

Observe established precautions for microbiological risks

throughout all procedures and standard guidelines for

appropriate disposal of specimens.

e Wear protective clothing such as laboratory coats,
disposable gloves and eye protection when specimens are
being assayed.

e Humidity and temperature can adversely affect test results.

8. Specimen Collection and Preparation

Collect the urine specimen in a clean container free from
detergent. If testing is not performed immediately, the
specimen should be refrigerated (2-8°C) for up to 24 hours. In
such case bring the specimen to room temperature prior to
testing. If testing is delayed for more than 24 hours, the
specimen should be frozen. The frozen specimen must be
completely thawed, thoroughly mixed and brought to room
temperature prior to testing. Avoid repeated freezing and
thawing.

In case of doubt: It is possible to increase the sensitivity and
specificity of the NADAL® S. pneumoniae Test through the
following treatment of urine specimens:

e Heat a urine specimen at 100°C for 5 minutes.

e Centrifuge it at 1000 g for 15 minutes.

e Concentrate the supernatant using AMICON® ultra 4
centrifuge filter tubes until a 25x concentration is achieved.

All  treated/concentrated specimens should be tested

following the same test procedure as for untreated

specimens.

9. Test Procedure

Bring samples and test cassettes to room temperature prior
to testing.
1. Remove the test cassette from the foil pouch.
2. Label the test cassette with a patient's name or control
number.
3. Holding a pipette vertically, fill
it with urine sample and
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dispense 5 drops (200 pL) into
the sample well (S) of the test
cassette.

. Read the test result after 10
minutes. Confirm negative test

»

results  after exactly 15 ‘)}/
minutes. Do not interpret the =
re§ult after more than 15 10 min
minutes.
10. Result Interpretation
Positive:
In addition to the coloured line in I .
the control line region (C) a clearly |
AP . N |
distinguishable  coloured line
appears in the test line region (T).
Negative:
One coloured line appears in the | |
control line region (C). No line
appears in the test line region (T).
Invalid:
If there is no distinct coloured line
in the control line region (C), the
test is invalid. It is recommended
in this case that the test be
|

repeated or a fresh urine
specimen be obtained and tested
later.

11. Quality Control

An internal procedural control is included in the test cassette:

A coloured line appearing in the control line region (C) is
considered an internal procedural control. It confirms
sufficient specimen volume, adequate membrane wicking and
correct procedural technique.

12. Limitations

The NADAL® S. pneumoniae Test is a screening test for the
presence of Steptococcus pneumoniae in urine samples.

As with any diagnostic procedure, the physician should
evaluate the data obtained with the test in the light of other
clinical information, including cell culture, if the results are
inconsistent with the clinical presentation.

The test does not differentiate between colonized and
infected individuals.

The NADAL® S. pneumoniae Test cannot distinguish
different pneumococcal infections potentially induced by
Streptococcus pneumoniae.

Urine specimens with a high specific gravity (SG >1.030)
may show false positive results with the NADAL®
S. pneumoniae Test in rare cases.

Sensitivity and specificity

Diagnostic sensitivity and specificity

A comparative study between the BinaxNOW® Streptococcus
pneumoniae rapid test and the NADAL® S. pneumoniae Test
was performed using a panel of 16 fresh urine samples and 42
stored urine samples.
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The NADAL® S. pneumoniae Test vs. the BinaxNOW®
pneumoniae rapid test:

BinaxNOW?® Streptococcus
pneumoniae rapid test

(reference method)

NADAL®
S. pneumoniae
Test

From the above table, the diagnostic sensitivity of the NADAL®
S. pneumoniae Test is 79% (26/33) and the specificity is 84%
(21/25) when compared to the reference method. The overall
agreement is 81% (47/58) and is satisfactory despite the fact
that long storage of the 42 samples (33 positive and 9
negative) might have caused a degradation of Streptococcus
pneumoniae antigens.

Analytical sensitivity

Serial dilutions of Streptococcus pneumoniae urinary antigen
were performed in negative urine. The dilutions were then
tested using both the NADAL® S.pneumoniae Test and
BinaxNOW® test. The results presented in the table below
show that the NADAL® S. pneumoniae Test is more sensitive
than BinaxNOW® test: while the NADAL® S. pneumoniae Test
enables the detection of the Streptococcus pneumoniae
urinary antigen at a concentration of 35pg/mL, the
BinaxNOW® test only detects the antigen from a minimum
concentration of 50 pg/mL.

| Resuts |
Streptococcus
pneumoniae NADAI‘.“’ BinaxNOW?® test
urinary antigen S pneumon!ae s (after 15 minutes)
(after 10 minutes)

25 (pg/mL) - -

30 (pg/mL) - -

35 (pg/mL) +W -

40 (pg/mL) + -

45 (pg/mL) + -

50 (pg/mL) + +W

100 (pg/mL) + +

200 (pg/mL) + +

+W = weak positive
Cross-reactivity

Different strains of bacteria were tested using the NADAL®
S. pneumoniae Test in order to determine whether they
caused non-specific reactions (cross-reactions). The results are

shown in the table.

S. pneumoniae capsular types (8) Positive

StrepA,B,C,D,E,F,G&H Negative
S. aureus Negative
B. subtitilis Negative

Intra-assay reproducibility

The intra-assay reproducibility was evaluated by running 10
replicates of 5 samples dilution having different Streptococcus
pneumonia concentrations. All the series showed converging

results in conformance with the expected results.
Intra-lot reproducibility performance of the NADAL®

S. pneumoniae Test is 100%.
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1. Domaine d'application

Le test NADAL® S. pneumoniae est un test rapide pour la
détection qualitative de I'antigéne de Streptococcus
pneumonia dans les urines non diluées. Il est congu pour
faciliter le diagnostic de la pneumonie, de la méningite et de
I'otite.

2. Introduction et signification clinique

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) est une bactérie a
Gram positif (1). Elle a été isolée pour la premiére fois en 1881
par Pasteur dans la salive d'un patient atteint de la rage. Entre
1915 et 1945, la structure chimique, I'antigénicité, les facteurs
de virulence et le rdle dans les pathologies humaines du
polysaccharide capsulaire pneumocoque ont été expliqués.
Les bactéries sont des organismes lancéolés de type
aéronobie. La transmission a lieu par contact direct ou par les
gouttelettes respiratoires infectées. Ces bactéries provoquent
de graves maladies : selon les estimations, les 10 sérotypes les
plus fréquents sont responsables de 62% des maladies
invasives mondiales (2). S. pneumoniae colonise les tissus des
voies respiratoires supérieures provoquant des pneumonies
aigués, de légeres/fortes douleurs aux oreilles et des otites (3).
Les pneumocoques provoquent 13 a 19 % de tous les cas de
méningite bactérienne aux Etats-Unis (4). Un quart des
personnes atteint de la méningite a pneumocoque est
également touché par une pneumonie. Les symptomes
cliniques sont généralement semblables a ceux de la
méningite bactérienne purulente : maux de téte, léthargie,
vomissements, irritabilité, fievre, raideur du cou, signes
craniaux, convulsions et coma. Le taux de mortalité de la
méningite a pneumocoque est de 30 % et peut atteindre 80%
chez les personnes agées. Chez les enfants agés de 2 ans et
moins, 12 a 16 % des infections invasives a pneumocoques
sont des pneumonies bactériennes. Aux Etats-Unis, la
S. pneumoniae est devenue la cause principale des méningites
bactériennes chez les enfants agés de 5 ans et moins. Le
traitement antibiotique est efficace méme si de plus en plus
de souches résistent a la pénicilline(5). Plusieurs vaccins sont
disponibles. Leur efficacité varie selon I'age du patient et selon
si le patient est atteint d'une maladie chronique ou d'une
immunodéficience. Il a toutefois été prouvé que les vaccins
protégent de la pneumonie a pneumocoque(6).

3. Principe du test

Le test NADAL® S. pneumoniae est un test rapide pour la
détection qualitative des antigénes Streptococcus pneumonia
dans les urines non diluées. Cette méthode se base sur une
combinaison spécifique d'anticorps monoclonaux marqués a
des particules colorées et des anticorps monoclonaux en
phase solide dirigée contre divers épitopes. Cette méthode
permet de détecter les Streptococcus pneumoniae a une
sensibilité élevée. Une fois le prélevement déposé, le
conjugué d’anticorps marqués aux particules colorées se lient
aux antigénes S. Pneumoniae pour former un complexe
anticorps-antigénes. Ce complexe se lie aux anticorps
S. pneumoniae immobilisés dans la zone de test pour former
une ligne rose. Dans le cas d'absence de S. pneumoniae dans
le préléevement, aucune ligne n'apparait dans la zone de test
(T). Le mélange migre par capillarité le long de la membrane.
Le conjugué non-lié réagit aux réactifs dans la zone de
contréle (C) pour former une ligne rose. Cette ligne indique
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que les réactifs du test fonctionnent et que la manipulation a
été correctement effectuée.

4. Matériel fourni

e 10 cassettes NADAL® S. pneumoniae (incluant pipette a
usage unique)
e 1 notice d'utilisation

5. Matériel supplémentaire nécessaire
e Collecteur d'urine

6. Péremption et conservation des réactifs

Les composants du kit peuvent étre conservés dans leur
emballage d'origine a température ambiante (4-30°C). Ne pas
congeler le kit. Le test reste stable jusqu'a la date de
péremption indiquée sur I'emballage.

7. Précautions et mesures de sécurité

e Test uniquement réservé au diagnostic in-vitro
professionnel.

Lire attentivement la notice d'utilisation avant de réaliser le
test.

Ne pas utiliser le test apres la date de péremption indiquée
sur I'emballage.

Ne pas utiliser le test si I'emballage est endommagé.

Ne pas manger, boire ou fumer a proximité de la zone de
manipulation des tests.

Manipuler les échantillons en les considérant comme de
potentiels réactifs infectieux.

Respecter les précautions relatives aux risques
microbiologiques pendant les manipulations ainsi que les
directives locales en vigueur concernant I'élimination des
déchets.

Utiliser des vétements de protection tels qu'une blouse de
laboratoire, des gants a usage unique et des lunettes de
protection.

L'humidité et les fortes températures peuvent altérer les
résultats du test.

8. Recueil et conservation des échantillons

Recueillir les urines dans un collecteur propre sans détergents.

Si le test n'est pas réalisé immédiatement, il est conseillé de

conserver les échantillons en milieu réfrigéré (2-8°C) jusqu'a

24h. Dans ce cas, amener les prélevements a température

ambiante avant de réaliser le test. Dans le cas ou le test est

réalisé plus de 24h apres le recueil, congeler les prélévements.

Décongeler entierement les prélevements congelés avant de

réaliser le test, puis les mélanger rigoureusement et les

amener a température ambiante. Ne pas soumettre les

prélevements a des cycles répétés de congélation-

décongélation.

En cas de doute : Il est possible d’optimiser la sensibilité et la

spécificité du test NADAL® S. pneumoniae en réalisant les

manipulations suivantes sur les échantillons d’urine :

e Chauffer I'échantillon d’urine pendant 5 minutes a 100°C.

e Centrifuger I'échantillon d’urine a 1 000 x g pendant 15
minutes.

e Concentrer le surnageant en le déposant dans un filtre a
centrifuger AMICON® Ultra 4 jusqu’a atteindre un facteur
de concentration de 25 fois.
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Tous les échantillons traités/concentrés doivent étre analysés
selon le méme procédé que des échantillons ordinaires.

9. Exécution du test

Amener les prélevements a température ambiante avant de

réaliser le test.

1. Retirer la cassette de son emballage.

2. Noter le nom du patient ou le numéro de contrdle sur la
cassette.

. Tenir la pipette a la verticale
puis la remplir du préléevement
d'urine. Déposer 5 gouttes
(200 pL) dans le puits de dépot
(S) de la cassette.

. Interpréter le résultat du test
au bout de 10 minutes.
Confirmer les résultats négatifs
aprés 15 minutes. Ne pas lire
les résultats apres plus de 15
minutes.

w

»

>

(P
o
10 min

10. Interprétation des résultats

Positif :
colorée

En plus de la ligne -
apparaissant dans la zone de contréle

(C), une ligne colorée distincte B
apparait dans la zone de test (T).

Négatif :

Une ligne colorée apparait au niveau -

de la zone de contréle (C). Aucune
ligne n'apparait dans la zone de test
(M.

Invalide :

Si aucune ligne colorée distincte
n'apparait dans la zone de contréle
(C), le test est invalide. Dans ce cas, il
est recommandé de répéter le test ou —
d'effectuer un nouveau recueil de
prélevement et de réaliser le test
ultérieurement.

11. Controle qualité

La cassette contient une procédure de contréle interne :

La ligne colorée apparaissant dans la zone de contréle (C) est
considérée comme une procédure de contrdle interne. Cette
ligne confirme que le volume d'échantillon était suffisant, que
la manipulation a été correctement effectuée et que la
membrane a été suffisamment imbibée.

12. Limites du test

Le test NADAL® S. pneumoniae est un test diagnostique
pour la détection de Streptococcus pneumonia dans les
urines.

Si les résultats des tests sont en contradiction avec les
aspects cliniques, les informations obtenues par ce test
doivent étre confirmées par un médecin a I'aide d'analyses
cliniques incluant des cultures cellulaires.

Le test ne différencie pas les individus colonisés des
individus infectés.
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Le test NADAL® S. pneumoniae ne différencie pas les
multiples infections a pneumocoques causées
potentiellement par Streptococcus pneumoniae.

e Les échantillons d’urine dont la densité est élevée
(S>1,030) peuvent, dans de rares cas, générer des faux-
positifs sur le test NADAL® S. pneumoniae.

13. Performance du test

Sensibilité et spécificité

Sensibilité et spécificité diagnostiques

Une étude comparative a été menée entre le test rapide
BinaxNOW® Streptococcus Pneumoniae et le test NADAL®
S. pneumoniae en utilisant 16 prélevements d'urine fraiche et
42 prélévements d'urine conservée.

Test NADAL® S. pneumoniae comparé au test rapide
BinaxNOW® Streptococcus Pneumoniae.

Test rapide

axNOW?® Streptococci
rence)

Test
NADAL®
S. pneumoniae

Au regard des résultats du tableau précédent, la sensibilité
diagnostique du test NADAL® S. pneumoniae est de 79%
(26/33) et sa spécificité est de 84% (21/25) en comparaison a
la méthode de référence. La concordance générale est de 81%
(47/58). Celle-ci est satisfaisante malgré le fait que la longue
conservation de 42 prélévements (33 positifs et 9 négatifs) ait
pu entrainer la décomposition des antigénes Streptococcus
pneumoniae.

Sensibilité analytique

Une série de dilution d’antigénes Streptococcus pneumoniae
dans les urines a été réalisée sur des urines négatives. Ces
dilutions ont été réalisées sur le test NADAL® S. pneumoniae
ainsi que sur le test BinaxNOW®. Le tableau suivant montre
que le test NADAL® S. pneumoniae est plus sensible que le
test BinaxNOW®. En effet, le test NADAL® S. pneumoniae
détecte les antigénes Sreptococcus pneumoniae dans les
urines a une concentration de 35 pg/mL. Le test BinaxNOW®
détecte les antigénes seulement a partir d’une concentration
de 50 pg/mL.

Antigénes
Streptocaf:cus NADAL® . BinaxNOW® (aprés
pneumoniae S. pneumoniae "
" - 5 15 Minuten)

dans les urines (aprés 10 minutes)

25 (pg/mL) - -

30 (pg/mL) - -

35 (pg/mL) +W -

40 (pg/mL) + -

45 (pg/mL) + -

50 (pg/mL) + +W

100 (pg/mL) + +

200 (pg/mL) + +

+W = faible positif (weak positive)
Réactions croisées

Plusieurs souches de bactéries ont été analysées en utilisant le
test NADAL® S. pneumoniae afin de déterminer si le test ne
cause pas de réactions spécifiques (réactions croisées).
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Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

types de capsules S. pneumoniae (8) Positif

StrepA,B,C,D,E,F,G&H Négatif
S. aureus Négatif
B. subtitilis Négatif

Reproductibilité de I'intra-série

La reproductibilité de l'intra-série a été déterminée en
utilisant 10 répliquas sur 5 prélevements a diverses
concentrations de Streptococcus pneumonia. Toutes les séries
ont indiqué des résultats convergents en conformité avec les
résultats attendus.

La reproductibilité de [l'intra-série du test NADAL®
S. pneumoniae est de 100%.
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1. Uso previsto

El test NADAL® S. pneumoniae es un ensayo cualitativo rapido,
destinado a la deteccion del antigeno Streptococcus
pneumoniae en orina sin dilucién, y sirve de ayuda en el
diagndstico de neumonia, meningitis y otitis media.

2. Introduccion y significado clinico

El Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) es una bacteria
gram-positiva (1) aislada por primera vez por Pasteur de la
saliva de un paciente con rabia en el afio 1881. La estructura
quimica y la antigenicidad del polisacarido capsular
neumocdcico, se explicaron durante el periodo que va desde
1915 a 1945, asi como su asociacion con la virulencia y su
papel en enfermedades humanas. Estas bacterias son
organismos anaerdbicos con forma de lanceta, que se
transmiten por contacto directo de persona a persona a través
de las gotitas respiratorias, provocando serias enfermedades.
Se estima que los 10 serotipos mds comunes representan
alrededor del 62% de las enfermedades invasivas de todo el
mundo. El S. pneumoniae coloniza los tejidos del tracto
respiratorio superior, provocando neumonia severa y dolor de
oido u otitis media/aguda (3). El neumococo es el responsable
del 13% al 19% de los casos de meningitis bacteriana en
Estados Unidos (4). Un cuarto de los pacientes con meningitis
neumocdcica tienen también neumonia. Los sintomas clinicos,
generalmente, son similares a los de otras formas de
meningitis bacteriana purulenta, incluyendo dolor de cabeza,
letargia, vomitos, irritabilidad, fiebre, rigidez de nuca, signos
craneales, convulsiones y coma. La letalidad de la meningitis
neumococica es de alrededor del 30%, pudiendo llegar al 80%
en ancianos. La neumonia bacteriana representa el 12-16% de
las enfermedades neumocdcicas invasivas en nifios de 2 afios
o mas pequefios, mientras que la S. pneumoniae se ha
convertido en la principal causa de meningitis bacteriana
entre nifios menores de 5 afios en Estados Unidos. El
tratamiento antibidtico es eficaz, incluso aunque se hayan
identificado mas cepas resistentes a la penicilina (5). Existen
varias vacunas disponibles con eficacia variable en funcion de
la edad del paciente, o de si desarrollan enfermedades
crdnicas o inmunodeficiencia. Sin embargo, se ha demostrado
que las vacunas ofrecen proteccion contra la neumonia
neumocacica (6).

3. Principio del test

El test NADAL® S. pneumoniae es un ensayo rapido cualitativo,
para la deteccion del antigeno de Streptococcus pneumoniae
en orina sin una dilucién. El método emplea una Unica
combinacién de conjugado de anticuerpos monoclonales
marcados con particulas coloreadas y anticuerpos
monoclonales en fase sélida, dirigidos a epitopos diferentes
para identificar selectivamente Streptococcus pneumoniae con
un alto grado de sensibilidad. Una vez afiadida la muestra al
test, el conjugado de anticuerpos marcado con particulas
coloreadas se une al antigeno S. pneumoniae formando un
complejo anticuerpo-antigeno. Este complejo se une al
anticuerpo S. pneumoniae en la region de la linea de test (T)
generandose una linea de color rosa. Si no hay S. pneumoniae
en la muestra, no aparece linea en el area de test (T). La
mezcla continla desplazandose a lo largo de la membrana
hasta llegar a la regidon de la linea de control (C), donde el
conjugado se une a los reactivos y se forma una linea de
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control de color rosa, indicando que el test ha funcionado
correctamente y que el procedimiento ha sido el adecuado.

4. Reactivos y materiales provistos

e 10 casetes de test NADAL® S. pneumoniae (pipetas
desechables incluidas)

e 1 manual de instrucciones

5. Otros materiales necesarios

e Recipiente para la recoleccion de la orina

6. Almacenamiento y conservacion

Conserve el kit en su envase sellado a temperatura ambiente
(4-30°C). No lo congele. El dispositivo se mantiene estable
hasta la fecha de caducidad indicada en el envase.

7. Advertencias y precauciones

e Solo apto para uso profesional de diagndstico in-vitro.

e Lea detenidamente este manual de instrucciones antes de
la realizacidn del test.

e No utilice el test después de la fecha de caducidad indicada
en el envase.

e No debe utilizar el dispositivo si el envase esta dafiado.

e No coma, beba o fume durante la manipulaciéon de las
muestras y la realizacién del test.

e Manipule las muestras como si contuviesen agentes

infecciosos.

Siga durante todo el procedimiento las precauciones

establecidas para riesgos microbioldgicos y las directrices

estandar para la eliminacion de las muestras.

e Use ropa protectora, como bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccion, durante la manipulacién
de las muestras y la realizacion del test.

e la humedad y la temperatura pueden afectar negativa-
mente a los resultados.

8. Recoleccién de muestras y preparacién

Recolecte la muestra de orina en un recipiente limpio sin
detergente. Si no va a realizar el test inmediatamente,
refrigere la muestra a 2-8°C durante un maximo de 24 horas.
En ese caso, lleve la muestra a temperatura ambiente antes de
realizar la prueba. Si no va a realizar la prueba antes de 24
horas, congele las muestras. En este caso, descongélelas
completamente, mézclelas bien y llévelas a temperatura
ambiente antes de comenzar el test. Evite congelar y
descongelar repetidamente las muestras.

En caso de duda: es posible aumentar la sensibilidad y
especificidad del test NADAL® S. pneumoniae mediante el
siguiente tratamiento de muestras de orina:

e Caliente una muestra de orina a 100°C durante 5 minutos.

e Centrifuguela a 1000 g durante 15 minutos.

e Concentre el sobrenadante utilizando tubos de filtro
centrifugo AMICON® ultra 4 hasta lograr una concentracion
de 25x.

Todas las muestras tratadas/concentradas deben analizarse

siguiendo el mismo procedimiento de test que las muestras no

tratadas.

9. Procedimiento del test

Lleve las muestras y los casetes de test a temperatura
ambiente antes de realizar la prueba.
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. Retire el casete de test de su envase sellado.
2. Etiquete el casete con el nombre del
paciente o numero de control
3. Sostenga una pipeta verticalmente,
llénela con la muestra de orina y
afiada 5 gotas (200 pL) en el pocillo
de la muestra (S) del casete de test.
4. Lea los resultados del test a los 10
minutos. Confirme los resultados l/
negativos después de exactamente
15 minutos. No los debe leer

pasados 15 minutos. 10 min

Positivo:

Ademds de la linea coloreada de la
region de control (C), aparece una
linea coloreada en el area de test (T).

Negativo:

Aparece una linea coloreada en la
region de control (C), pero no
aparece ninguna linea en el area de
test (T).

No valido:

Si no aparece una linea coloreada en
el drea de control (C), el test no se
considera valido. En este caso se
recomienda repetir el test, o
recolectar una nueva muestra de
orina para repetir la prueba después.

11. Control de calidad

El dispositivo contiene un control interno del procedimiento.
Se trata de la linea coloreada que aparece en la region de
control (C). Esta linea confirma que el volumen de muestra ha
sido suficiente, que la membrana ha reaccionado
correctamente y que el procedimiento ha sido el adecuado.

12. Limitaciones

El test NADAL® S. pneumoniae es un test de deteccion de la
presencia de Steptococcus pneumoniae en muestras de
orina.

Al igual que con cualquier proceso de diagnodstico, los
resultados del test deben ser evaluados por el personal
médico, junto con toda la informacidn clinica, incluyendo
cultivo de células si los resultados no concuerdan con la
presentacion clinica.

El test no diferencia entre individuos portadores vy
enfermos.

Tampoco distingue entre las diferentes infecciones
neumocdcicas potencialmente inducidas por Streptococcus
pneumoniae.

En algun caso, aunque raramente, las muestras de orina con
una densidad relativa alta (SG> 1030) pueden mostrar
resultados falsos positivos con el test NADAL®
S. pneumoniae.
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13. Caracteristicas de rendimiento
Sensibilidad y especificidad
Sensibilidad y especificidad diagnéstica
Se realizd un estudio comparativo entre el test rapido
BinaxNOW® Streptococcus Pneumoniae y el test NADAL®
S. pneumoniae, utilizando un panel de 16 muestras de orina
fresca y 42 muestras de orina almacenadas.
El test NADAL® S. pneumoniae vs. el test rapido BinaxNOW®
Streptococcus Pneumoniae:

Test rapido BinaxNOW® pneumoniae
(método de referencia)

[+ ] | Total
Test NADAL® 26 4 30
o - 7 21 28
S. pneumoniae
33 25 58

Como se observa en la tabla anterior, la sensibilidad de
diagnostico del test NADAL® S. pneumoniae es del 79%, y la
especificidad es del 84% (21/25) comparado con el método de
referencia. El acuerdo general es de 81% (47/58), y es
satisfactorio, a pesar de que un almacenamiento prolongado
de 42 muestras (33 positivo y 9 negativo) podria haber
causado la degradaciéon de los antigenos de Streptococcus
pneumoniae.

Sensibilidad analitica

Se realizaron diluciones en serie del antigeno urinario de
Streptococcus pneumoniae en orina negativa. Se analizaron
después las diluciones con el test NADAL® S. pneumoniae y el
test BinaxNOW®. Los resultados presentados en la tabla a
continuacién muestran que el test NADAL® S.pneumoniae es
mas sensible que el test BinaxNOW®: mientras que el test
NADAL® S. pneumoniae permite la deteccién del antigeno
urinario de Streptococcus pneumoniae en una concentracion
de 35 pg/mL, el test BinaxNOW® solo detecta el antigeno a
una concentracion minima de 50 pg/mL.

Test NADAL®

S. pneumoniae

(después de 10

minutos)

Antigeno
urinario de
Streptococcus
pneumoniae

25 (pg/mL)
30 (pg/mL) - -
35 (pg/mL) +W -
40 (pg/mL) +
45 (pg/mL) +
50 (pg/mL) + +W
+
+

Test BinaxNOW®
(después de 15
minutos)

100 (pg/mL)

200 (pg/mL)
+W = positivo débil
Reacciones cruzadas

Se analizaron diferentes cepas de la bacteria utilizando el test
NADAL® S. pneumoniae para determinar si se producen
reacciones no especificas (reacciones cruzadas). En la
siguiente tabla se muestran los resultados:

Resultado

S. pneumoniae tipo capsular (8) Positivo

Strep A, B,C,D,E,F,G,&H Negativo
S. aureus Negativo
B. subtitilis Negativo
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Reproducibilidad intraensayo

Se evalud la reproducibilidad intraensayo mediante 10 réplicas
de 5 diluciones de muestras con diferentes concentraciones
de Streptococcus Pneumoniae. Todas las series mostraron
resultados convergentes, en conformidad con los resultados
esperados.

La reproducibilidad intralote del test NADAL® S. pneumoniae
es del 100%.
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1. Scopo del test

Il test NADAL® S. pneumoniae & un test qualitativo rapido per
la rilevazione degli antigeni della polmonite streptococcica in
urina non diluita e come coadiuvante nella diagnosi di
polmoniti, meningiti e otiti.

2. Introduzione e Significato Clinico

Lo Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) & un batterio
gram-positivo (1) isolato per la prima volta da Pasteur nel
1881. Il batterio fu prelevato dalla saliva di un paziente affetto
da rabbia. La struttura chimica e antigenetica del polisaccaride
capsulare pneumococco, la scoperta della sua virulenza e il
conseguente ruolo di causa di malattie nell'uomo furono resi
noti tra il 1915 ed il 1945. Tali batteri sono organismi
anaerobici carattezizzati da una tipica forma a "fiamma" e si
diffondono attraverso il contatto diretto con secrezioni
respiratorie da persona a persona causando cosi serie malattie
nell'uomo: i 10 serotipi maggiormente conosciuti sono
considerati responsabili di circa il 62% delle malattie invasive
nel mondo (2). L'S. pneumoniae colonizza i tessuti del tratto
respiratorio superiore causando gravi polmoniti e lievi/acute
otalgie/otiti (3). | pneumococchi causano tra il 13% ed il 19%
di tutte le meningiti batteriche negli Stati Uniti (4). Un quarto
dei pazienti affetti da meningiti pneumococciche sono affetti
anche da polmonite. | sintomi clinici sono generalmente simili
a quelli di meningiti batteriche purulente e includono febbre,
mal di testa, indolenza, vomito, irritabilita, febbre, rigidita
nucale, lesioni della cavita cranica, epilessia e coma. La
percentuale di fatalita delle meningiti pneumococciche & di
circa il 30% ma puo raggiungere anche I'80% in base all’eta. La
polmonite batterica conta il 12%-16% delle malattie
pneumococciche invasive tra i bambini di 2 anni o piu piccoli
mentre I'S. pneumoniae € diventato la causa principale di
meningiti batteriche tra i bambini con meno di 5 anni di eta
negli Stati Uniti. | trattamenti antibiotici sono ancora i piu
efficaci anche se sono stati identificati numerosi ceppi
resistenti alla penicillina (5). Sono disponibili diversi vaccini il
cui livello di efficacia varia a seconda dell’eta del paziente o
nel caso in cui i pazienti abbiano sviluppato malattie croniche
o immunodeficienza. In ogni caso & stato dimostrato che i
vaccini forniscono una efficace protezione contro la polmonite
pneumococcica (6).

3. Principio del Test

Il test NADAL® S. pneumoniae & un test qualitativo rapido per
la rilevazione degli antigeni dello Streptococcus pneumoniae in
campioni di urina non diluiti. Questo metodo impiega la
singolare combinazione del coniugato anticorpo monoclonale-
colorante e anticorpi monoclonali in fase solida diretti verso
differenti epitopi al fine di identificare selettivamente lo
Streptococcus pneumoniae garantendo un elevato grado di
sensibilita. Nel momento in cui il campione del test viene
aggiunto, il coniugato anticorpo-colorante si lega agli antigeni
dell’S.pneumoniae formando un complesso anticorpi-antigeni.
Questo complesso si lega agli anticorpi S. pneumoniae
immobilizzati nella regione della linea del test (T) producendo
una linea di colore rosato. In caso di assenza di S. pneumoniae
nel campione la linea del test (T) non compare. Il complesso
continua a migrare lungo la membrana.
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Il coniugato libero si lega ai reagenti sulla regione della linea di
controllo (C) producendo una linea di colore rosa indicando il
corretto funzionamento dei reagenti del test ed il corretto
impiego delle tecniche procedurali.

4. Reagenti e Matreriali Forniti

e 10 test a cassetta NADAL® S. pneumoniae (pipette monouso
incluse)

e 1istruzioni per I'uso

5. Ulteriori materiali richiesti
e Contenitore per la raccolta dell'urina

6. Conservazione e Stabilita

| componenti del kit vanno conservati nella loro confezione a
temperatura ambiente (4-30°C). Non congelare i test. | test
rimangono stabili fino alla data di scadenza indicata sulla
confezione.

7. Avvertenze e Precauz

e |l test & pensato esclusivamente per uso diagnostico
professionale in-vitro.

Leggere attentamente le istruzioni per l'uso prima di
eseguire il test.

Non utilizzare il test oltre la data di scadenza riportata sulla
confezione.

Non utilizzare il test se la confezione dovesse risultare
danneggiata.

Non mangiare, bere o fumare nei luoghi in cui vengono
trattati i campioni ed i test.

Considerare tutti i campioni come potenzialmente infettivi.
Osservare le normali precauzioni contro rischi micro-
biologici e seguire le procedure standard per il corretto
smaltimento dei campioni

Indossare abiti protettivi quali camici da laboratorio, guanti
monouso ed occhiali protettivi quando vengono trattati i
campioni.

Umiditd o temperature elevate possono influenzare in
maniera negativa i risultati del test.

8. Preparazione e Raccolta del Campione

Raccogliere il campione di urina in un contenitore sterile. Se il
campione non viene analizzato immediatamente, si consiglia
di conservarlo al fresco (2-8°C) fino a 24 ore. In tal caso
portare il campione a temperatura ambiente prima di eseguire
il test. Se si prevede di eseguire il test oltre le 24 ore, si
consiglia di congelare il campione. Prima di eseguire il test
scongelare completamente il campione, mescolare energica-
mente e portare a temperatura ambiente prima di eseguire il
test. Evitare il congelamento e scongelamento ripetuto dei
campioni.

In caso di dubbi: & possibile aumentare la sensibilita e

specificita del test NADAL® S. pneumoniae intraprendendo il

seguente trattamento dei campioni di urina:

e Scaldare il campione di urina a 100° per 5 minuti

e Centrifugarlo a 1000g per 15 minuti

e Concentrare il supernatante utilizzando le Unita di
filtrazione per centrifughe AMICON® ultra 4 fino a
raggiungere una concentrazione a 25x.
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Tutti i campioni trattati/concentrati, dovrebbero essere
analizzati seguendo la stessa procedura del test che per i
campioni non trattati.

9. Procedura del Test

Portare i campioni ed i test a cassetta a temperatura

ambiente prima di eseguire il test.

1. Rimuovere il test a cassetta dalla sua confezione.

2. Etichettare i test con il nome del
paziente o con il codice
identificativo.

. Mantenere la pipetta vertical-
mente e riempirla con il campione
di urina. Versare 5 gocce (200 plL)
nel pozzetto di raccolta del
campione (S) del test a cassetta.

. Leggere il risultato del test entro
10 minuti. Confermare i risultati
negativi dopo esattamente 15
minuti. Non interpretare i risultati
dopo 15 minuti. 10 min

10. Interpretazione dei Risultati

Positivo:

Insieme alla linea colorata nella
regione della linea di controllo del
test (C) compare una linea colorata
chiaramente visibile nella regione
della linea del test (T).

Negativo:

Si sviluppa una linea colorata nella
regione della linea di controllo (C).
Non compare alcuna linea nella
regione della linea del test (T).

w

IS

Non valido:

Nel caso in cui non compare alcuna
linea nella regione della linea di
controllo (C), il test & da considerarsi
non valido. In tal caso si consiglia di
ripetere il test o raccogliere un nuovo
campione di urina ed eseguire il test
successivamente.

11. Controllo Qualita

Un controllo procedurale interno & inserito nel test a cassetta:

la linea colorata che compare in corrispondenza della regione
della linea di controllo (C) & da considerarsi un controllo
procedurale interno. Cio conferma che é stato utilizzato un
volume sufficiente di campione, che la migrazione lungo la
membrana € avvenuta in maniera corretta e che sono state
applicate le giuste tecniche procedurali.

12. Limiti del Test

Il test NADAL® S. pneumoniae & un test di screening per la
rilevazione della presenza di Steptococcus pneumoniae in
campioni di urina.

Come per qualsiasi procedura diagnostica, il medico
dovrebbe valutare i risultati ottenuti alla luce di ulteriori
informazioni cliniche incluse colture cellulari, nel caso in cui
i risultati dovessero essere discordanti con il quadro clinico.
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e |l test non € in grado di distinguere tra colonizzazione ed
infezione.

Il test NADAL® S. pneumoniae non & in grado di distinguere
tra differenti tipi di infezioni pneumococciche potenzial-
mente indotte dallo Streptococcus pneumoniae.

| campioni di urina con una gravita specifica alta (SG >1,030)
potrebbero, in rari casi, mostrare dei falsi risultati positivi
con il test NADAL® S. pneumoniae.

13. Caratteristiche Tecniche

Sensibilita e specificita

Sensibilita e specificita diagnostica

E stato condotto uno studio comparativo tra il test rapido
BinaxNOW® Streptococcus pneumoniae e il test NADAL®
S. pneumoniae utilizzando un gruppo di campioni di urina
appena prelevati e 42 campioni di urina conservati.

Test NADAL® S. pneumoniae vs. Test rapido BinaxNOW®
polmonite.

Test rapido polmonite BinaxNOW®

(metodo ferimento)
I R T
26 a4 30

Test NADAL®
S. pneumoniae

_ 7 21 28
33 25 58

In base al totale riportato sopra, la sensibilita diagnostica del
test NADAL® S. pneumoniae & del 79% (26/23) e la specificita &
dell’84% (21/25) se comparato al metodo di riferimento
impiegato. L'andamento complessivo & dell’81% (47/58) e il
risultato pud considerarsi soddisfacente nonostante il fatto
che il lungo periodo di conservazione a cui 42 campioni sono
stati sottoposti (33 positivi e 9 negativi) potrebbe aver causato
la degradazione degli antigeni dello Streptococcus
pneumoniae.

Sensibilita analitica

La diluizione seriale degli antigeni urinary di Streptococcus
pneumoniae & stata svolta in campioni negativi di urina. Le
diluizioni sono state poi analizzate utilizzando sia il test
NADAL® S. pneumoniae che il test BinaxNOW®. | risultati
riportati nella tabella sotto mostrano che il test NADAL®
S. pneumoniae & pil sensibile rispetto al test BinaxNOW®:
mentre il test NADAL® S. pneumoniae permette la rilevazione
dell’antigene urinario Streptococcus pneumoniae ad una
concentrazione di 35 pg/mL, il test BinaxNOW?® lo individua
solo ad una concentrazione minima di 50 pg/mL.

5;;2!::;‘-“;-‘;;;’-;5 Eesy NADAI,'® Test BinaxNOW®
antigene urinario % pneumo.mae‘ (dopo 15 minuti)
(dopo 10 minuti)

25 (pg/mL) - -
30 (pg/mL) - -
35 (pg/mL) +W -
40 (pg/mL) + -
45 (pg/mL) + -
50 (pg/mL) + +W
100 (pg/mL) + +
200 (pg/mL) + +

+W = basso positivo
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Reattivita incrociata

Sono stati analizzati diversi ceppi di batteri utilizzando il test
NADAL® S. pneumoniae al fine di stabilire il verificarsi o meno
di reazioni non specifiche (reazioni incrociate). | risultati sono

riassunti nella seguente tabella.

S. pneumoniae tipo capsulare (8) Positivo

StrepA,B,C,D,E,F,G&H Negativo
S. aureus Negativo
B. subtitilis Negativo

Riproducibilita intra-test

La riproducibilita intra-test & stata valutata eseguendo 10
ripetizioni su 5 diluizioni di campioni con differenti
concentrazioni di  Streptococcus pneumonia. Tutte le
ripetizioni hanno mostrato risultati conformi ai risultati attesi.
La riproducibilita intra-lotto del test NADAL® S. pneumoniae &
del 100%.
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Test NADAL® S. pneumoniae jest jakosciowym szybkim testem
do oznaczania antygenu Streptococcus pneumonia- W moczu
bez rozcienczenia oraz stosowany jest jako srodek pomocniczy
przy diagnozowaniu zapalenia ptuc, zapalenia opon
mdzgowych oraz zapalenia ucha srodkowego.

2. Wprowadzenie i znaczenie diagnostyczne

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) jest gram
dodatnig bakterig (1), ktéra po raz pierwszy wyizolowana
zostata w roku 1881, ze $liny pacjenta ze wscieklizng Pasteura.
Chemiczna struktura i antygenno$¢ polisacharydu otoczki
pneumokokkowej, jak réwniez jego pofgczenie z choro-
botwdrczoscia i jego rola przy ludzkich chorobach, zostaty
wyjasnione w okresie pomiedzy 1915 i 1945. Bakterie to
lancetowate organizmy beztlenowe, ktére przenoszone sg
z cztowieka na cztowieka, poprzez bezposredni kontakt
kropelkowa droga oddechowg i wywotujg u cztowieka ciezkie
choroby: Szacuje sie, ze 10 najczestszych serotypow,
odpowiedzialne jest za 62% inwazyjnych choréb na catym
Swiecie (2). S.pneumoniae osiada kolonie goérnych drég
oddechowych i powoduje ciezkie zapalenie ptuc i stabe/ostre
bdle uszu/ zapalenie ucha (3). Pneumokokki powoduja 13% do
19% wszystkich przypadkéw bakteryjnego zapalenia opon
mozgowych w Stanach Zjednoczonych (4). Jedna czwarta
pacjentéw z pneumokokowym zapaleniem opon mézgowych,
ma réwniez zapalenie ptuc. Objawy kliniczne ogdlnie podobne
s3 do ropnego bakteryjnego zapalenia opon moézgowych
i zalicza sie do nich bodle glowy, letarg, wymioty,
nadpobudliwos¢, gorgczke, sztywnos¢ karku, objawy
czaszkowe oraz $piaczke. Smiertelno$¢ pneumokokowego
zapalenia opon moézgowych wynosi ok. 30%, ale u starszych
0s6b moze siega¢ do 80%. 12-16% inwazyjnych zachorowan na
pneumokokki u dzieci w wieku ponizej 2 roku zycia to
bakteryjne zapalenia ptuc oraz S. pneumoniae i staty sie
gtéwnym powodem bakteryjnego zapalenia opon mézgowych
u dzieci ponizej 5 roku zycia w Stanach Zjednoczonych. Terapia
antybiotykowa jest skuteczna, nawet, gdy zidentyfikowanych
zostato coraz wiecej szczepéw odpornych na penicyline.
Dostepnych jest wiele szczepionek z réing skutecznoscia,
w zaleznosci od wieku pacjenta lub od tego, czy pacjent cierpi
na choroby przewlekte lub niedobdr odpornosci. Pomimo
wszystko  udowodniono, ze  szczepionki przeciwko
pneumokokkowym zapaleniu ptuc, s3 skuteczne.

3. Zasada dziatania testu

Test NADAL® S. pneumoniae jest jakosciowym szybkim testem
do oznaczania antygenu Streptococcus pneumonia- W moczu
bez rozcierczenia. Metoda ta stosuje unikatowg kombinacje
monoklonalnego barwnikowego konjugatu i monoklonalnych
przeciwciat w fazie statej, przeciwko réznym epitopom, aby
selektywnie i z wysoka czutoscig rozpoznaé Streptococcus
pneumoniae . W momencie gdy probka jest nakfadana,
zaznaczony konjugat barwnika przeciwciata wigze antygen
S. Pneumoniae i tworzy kompleks przeciwciato-antygen. Ten
kompleks wigze sie wodwczas z  unieruchumionym
przeciwciatem S. pneumoniae w obszarze linii testowej (T)
i wytwarza r6zowawa linie. W przypadku braku S. pneumoniae
w probce, w obszarze linii testowej (T) nie pojawi sie zadna
linia. Mieszanina reakcyjna wedruje dalej wzdtuz membrany.
Niezwigzany konjugat wigze sie z odczynnikami w obszarze
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linii kontrolnej (C) i tworzy rézowawa linie, ktdra wskazuje, ze
odczynniki testowe funkcjonujg wtasciwie i sposéb wykonania
testu byt prawidtowy.

4. Materiaty zawarte w zestawie

e 10 kaset testowych NADAL® S.
z jednorazowymi pipetami)

e 1instrukcja obstugi

pneumoniae (wraz

5. Dodatkowo potrzebne materiaty
e Pojemnik na mocz

6. Data waznosci i przechowywanie

Elementy zestawu testowego mogg by¢ przechowywane
w zamknietym opakowaniu foliowym, w temperaturze
pokojowej (4-30°C). Zestawdw testowych nie nalezy zamrazac.
Test jest stabilny do daty uzytecznosci podanej na opakowaniu
foliowym.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Test przeznaczony jest
diagnostyki in-vitro.

Przed przeprowadzeniem testu nalezy uwaznie przeczytac
instrukcje obstugi.

Testu nie nalezy uzywac po uptywie daty waznosci podanej
na opakowaniu foliowym.
Nie uzywal testu, jezeli
uszkodzone.

Nie nalezy je$¢, pi¢ lub pali¢ papieroséw w obszarze,
w ktérym pracuje sie z prébkami oraz zestawami testowymi.
Nalezy traktowa¢ wszystkie probki tak, jakby zawieraty
odczynniki zakazne.

Nalezy zwrdci¢ uwage na zaistniate srodki ostroznosci dla
mikrobiologicznego ryzyka, podczas wszystkich proceséw
jak réwniez standardowych dyrektyw dla odpowiedniej
utylizacji prébek.

Podczas kontaktu z prébkami, nalezy stosowac odziez
ochronng, taka jak fartuch, jednorazowe rekawiczki oraz
okulary ochronne.

Wilgo¢ oraz wysokie temperatury moga mie¢ wptyw na
wyniki testu.

8. Pobieranie, przygotowywanie i przechowywanie prébek

Probke moczu nalezy pobra¢ do czystego pojemnika bez
srodkow czyszczgcych.

wytacznie do profesjonalnej

opakowanie foliowe jest

Jezeli przeprowadzenie testu nie zostanie przeprowadzone od
razu, to prébki powinny byé przechowywane do 24 godzin
w chtodnej temperaturze (2-8°C). W tym przypadku nalezy
przed przeprowadzeniem testu doprowadzi¢ prébke do
temperatury pokojowej. Jezeli przeprowadzenie testu zostanie
przesuniete o wiecej niz 24 godziny, to prébki powinny by¢
zamrozone. Zamrozone probki powinny byé przed
przeprowadzeniem testu w zupetnosci rozmrozone, dobrze
wymieszane i przywrécone do temperatury pokojowej. Nalezy
unikaé powtdérnego rozmrazania i zamrazania.

W przypadku watpliwosci: Mozliwe jest zwigekszenie czutosci
i swoistosci NADAL® S. pneumoniae w celu zwiekszenia
skutecznosci poprzez nastepujgce czynnosci z probkami
moczu:

e Podgrzewac probke moczu przez 5 minut w temperaturze
100°C.
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e Wirowac przez 15 minut przy 1000 g.

e Zatezy¢ supernatant za pomocg probéwek AMICON® ultra 4
do wirdwek, az osiaggnie 25-krotne stezenie.

Wszystkie poddane obrébce/skoncentrowane prébki powinny

by¢ badane zgodnie tg sama procedurg badania, jak dla

probek nietraktowanych.

9. Przeprowadzanie testu

Przed przeprowadzeniem testu, nalezy doprowadzi¢ prébki
i kasety testowe do temperatury pokojowej.
. Nalezy wyciaggnac kasete testowg z opakowania foliowego.
. Kasety testowe nalezy opisac
nazwiskiem pacjenta oraz nume-
rem kontrolnym.
. Pipete nalezy trzyma¢ pionowo,
napetnic¢ jg moczem i zaaplikowac
5 kropli (200 pL) probki moczu
w zagtebienie prébki (S) kasety

N -

w

testowe;j.

4. Wynik testu nalezy odczytac¢ po 10 (,{*%\,\
minutach.  Potwierdzi¢  wyniki A il»”/:ﬁ
negatywne po uptywie doktadnie \ J

N Y,
15 minut. Po czasie dtuzszym niz N
15 minut, nie nalezy odczytywac 10 min
wynikéw.

10. Interpretacja wynikéw

Pozytywny:

Dodatkowo do kolorowej linii e

w obszarze linii kontrolnej (C)

pojawia  sie  wyrazna linia N

w obszarze linii testowej (T).

Negatywny:

W obszarze linii kontrolnej (C) -

pojawia  sie  kolorowa linia.

W obszarze linii testowej (T) nie

pojawia sie kolorowa linia.

Niewazny:

Jezeli w obszarze linii kontrolnej, nie

pojawi sie linia, to test jest

niewazny. W tym przypadku, zaleca

sie ponowne przeprowadzenie testu ]
lub  ponowne zebranie prébki

moczu i pozniejsze przetestowanie.

11. Kontrola jakosci

Test kasetowy zawiera wewnetrzng kontrole:

Pojawiajaca sie w obszarze linii kontrolnej (C) kolorowa linia,
traktowana jest, jako kontrola procesowa. Potwierdza ona
dodanie wystarczajacej ilosci probki, prawidtowe przepro-
wadzenie testu oraz wystarczajace nasgczenie membrany.

12. Ograniczenia testu

Test NADAL® S. pneumoniae jest testem skriningowym do
wykrywania Streptococcus pneumonia w prébkach moczu.
Jak przy wszystkich metodach diagnostycznych, dane
otrzymane przy zastosowaniu tego testu, powinny zostac
potwierdzone przez lekarza w pofgczeniu z innymi
informacjami klinicznymi, facznie z kulturami komorek,
jezeli wyniki testu sg sprzeczne z klinicznym obrazem.
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Test nie rozréznia pomigdzy nosicielami i osobami
zainfekowanymi.

Test NADAL® S. pneumoniae nie moze rozrdzni¢ réznych
potencjalnych infekcji pneumokokkdw, ktére potencjalnie
spowodowane zostaty Streptococcus pneumoniae.

W nielicznych przypadkach prébki moczu o wysokiej
gestosci wiasciwej (SG >1,030) mogg powodowac wyniki
fatszywie dodatnie, podczas uzywania testu NADAL®
S. pneumoniae.

13. Charakterystyka testu

Czutos¢ i swoistos¢

Diagnostyczna czuto$¢ i swoistosé

Przy zastosowaniu panelu 16 swiezych i 42 przechowywanych
probek, przeprowadzone zostato badanie poréwnawcze
pomiedzy szybkim testem BinaxNOW®  Streptococcus
Pneumoniae i testem NADAL® S. pneumoniae.

Test NADAL® S. pneumoniae kontra szybki test BinaxNOW®
Streptococcus Pneumoniae.

Szybki test BinaxNOW® Streptococcus
Pneumoniae (metoda referencyjna)

I N T
NADAL® 26 4 30

Test 7 2a 28
S. pneumoniae 33 25 58

Jak mozna wyczytac z wyzej wymienionej tabeli, diagnostyczna
czuto$¢ testu NADAL® S. pneumoniae wynosi 79% (26/33)
a jego swoistos¢ 84% (21/25) w poréwnaniu do metody
referencyjnej. Ogdlna zgodno$¢ wynosi 81% (47/58)
i jest zadowalajgca pomimo faktu, ze poprzez dtugotrwate
przechowywanie 42 prdébek (33 pozytywnych i 9 negatyw-
nych), mozliwe jest wystgpienie rozktadu antygendéw
Streptococcus pneumoniae.

Czutos¢ analityczna

Seryjne rozciericzenia antygenu Streptococcus pneumoniae
w moczu zostato przeprowadzone z ujemnym moczem.
Nastepnie wykonano rozcieficzenia za pomoca testu NADAL®
S. pneumoniae oraz za pomocg testu BinaxNOW®. Wyniki
przedstawione w ponizszej tabeli pokazujg, ze test NADAL®
S. pneumoniae jest bardziej czuty niz test BinaxNOW®:
podczas, gdy test NADAL® S. pneumoniae umozliwia

wykrywania antygenu Streptococcus pneumoniae w moczu
przy stezeniu 35 pg/ml, test BinaxNOW® wykrywa antygen
tylko przy minimalnym stezeniu 50 pg/ml.

Streptococcus

ey NADAI.'® BinaxNOW® Test
Antygen S. pneumoniae Test _
w moczu (po 10 minutach) (170 5 Giffivizri)
25 (pg/mL) - .
30 (pg/mL) - N
35 (pg/mL) +W N
40 (pg/mL) + R
45 (pg/mL) + N
50 (pg/mL) + W
100 (pg/mL) v "
200 (pg/mL) + .

+W = stabo pozytywne (weak positive)
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Reakcje krzyzowe

Rézne szczepy bakterii zostaty przetestowane przy zasto-
sowaniu testu NADAL® S. pneumoniae, w celu sprawdzenia,
czy nie spowoduja pewnych, niespecyficznych reakcji (reakcji
krzyzowych).

Woyniki zostaty przedstawione w tabeli.

Typy kapsutek S. pneumoniae (8) Pozytywny
StrepA,B,C,D,E,F,G&H Negatywny
S. aureus Negatywny
B. subtitilis Negatywny

Powtarzalno$¢ wewnatrzseryjna

Reproduktywnos$¢ wewnatrzseryjna zostata ustalona na
podstawie 10 replikatow z 5 préobek o réznych koncentracjach
Streptococcus pneumonia. Wszystkie serie byly zbiezne
wynikiem, zgodnie z oczekiwanymi rezultatami.

Powtarzalno$¢ wewnatrzseryjna testu NADAL® S. pneumoniae
wynosi 100%.
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PORTUGUES

O teste cassete NADAL® S. pneumoniae é um teste rapido
para a detecgdo qualitativa do antigene de Streptococcus
Pneumoniae em amostras de urina ndo diluidas. Foi concebido
para facilitar o diagndstico da pneumonia, da meningite e da
otite.

O Streptococcus Pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva.
Foi isolada pela primeira vez em 1881 por Pasteur na saliva de
um paciente com raiva. Entre 1915 e 1945, foram explicados a
estrutura quimica, a antigenicidade, os factores de viruléncia e
o papel dentro das patologias humanas do polissacarideo
capsular pneumococo. As bactérias sdo organismos
anaerébicos em forma de lanceta, que se transmitem por
contacto directo de pessoa em pessoa através das gotas
respiratorias, provocando doengas sérias. Estima-se que os 10
serétipos mais comuns representem 62% das doengas
invasivas de todo o mundo. O Streptococcus Pneumoniae
coloniza os tecidos do tracto respiratdrio superior,
provocando pneumonia severa e dores de ouvido ou otite
média/aguda. O pneumococo é responsavel por 13%-19% dos
casos de meningite bacteriana nos Estados Unidos. Um quarto
dos pacientes com meninigite pneumocdcica tém também
pneumonia. Os sintomas clinicos sdo, geralmente,
semelhantes aos de outras formas de meningite bacteriana
purulenta, incluindo dor de cabega, letargia, vomitos,
irritabilidade, febre, rigidez da nuca, manchas craneais,
convulsdes e coma. A letalidade da meningite ronda os 30%,
podendo atingir os 80% em idosos. A pneumonia bacteriana
representa 12%-16% das doengas pneumocdcicas invasivas
em criangas até aos 2 anos, enquanto que a Streptococcus
Pneumoniae se converteu na principal causa de meningite
bacteriana em criangas até aos 5 anos nos Estados Unidos. O
tratamento antibidtico é eficaz, ainda que se tenham
encontrado alguns tipos resistentes a penicilina (5). Existem
vdrias vacinas disponiveis com eficacia varidvel em fungdo da
idade do paciente, ou de se tratar de uma doenga crdnica ou
de uma imunodeficiéncia. Ndo obstante, demonstrou-se que
as vacinas oferecem protecgdo contra a pneumonia
pneumocdcica (6).

3. Principio do teste

O teste NADAL® S. pneumoniae é um imunoensaio qualitativo
de fluxo lateral para a detecgdo do antigene de Streptococcus
Pneumoniae em urina ndo diluida. O método emprega uma
Unica combinagdo de conjugado de anticorpos monoclonais
marcados com particulas coloridas e anticorpos monoclonais
em estado sdlido, dirigidos a epitopos diferentes para
identificar selectivamente Streptococcus Pneumoniae com um
alto nivel de sensibilidade. Uma vez acrescentada a amostra
ao teste, o conjugado de anticorpos marcado com particulas
coloridas une-se ao antigene Streptococcus Pneumoniae
formando um complexo anticorpo-antigene. Este complexo
une-se ao anticorpo Streptococcus Pneumoniae na regido da
linha de teste (T), gerando uma linha de cor rosada. Na
auséncia de S. Pneumoniae na amostra, ndo aparecera
qualquer linha na regido de teste. O complexo continua a
migrar na membrana até atingir a regido da linha de controlo
(C), onde se une aos reagentes e se forma uma linha de cor
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rosada, indicando que o teste foi executado correctamente e
que o procedimento foi o adequado.

4. Reagentes e materiais fornecidos

e 10 testes cassete NADAL® S. pneumoniae (embalados
individualmente, incluindo pipetas descartaveis)

o Instrugdes de utilizagdo

5. Material adicional necessario
e Recipiente para a recolha de urina
e Reldgio ou cronémetro

6. Conservagdo e armazenamento

As cassetes de teste encontram-se prontas para utilizagdo
conforme fornecidas e devem ser armazenadas conforme
embaladas, a temperatura ambiente ou refrigeradas (entre 2-
30°C). Ndo expor os dispositivos a temperaturas superiores a
40°C. N3o congelar. O teste deve manter-se na embalagem
selada até a sua utilizagdo. Ndo utilizar uma vez expirado o
prazo de validade.

7. Adverténcias e precaugdes

e Apenas para uso profissional de diagndstico in-vitro.

e O manual de instrugbes deve ser lido na integra antes da

realizagdo do teste. O ndo cumprimento das instrugdes

levard a resultados erréneos.

Ndo abrir a embalagem do teste antes da realizagdo do

mesmo.

Nao utilizar testes cujo prazo de validade tenha expirado.

e Apenas para uma utilizagdo.

Nao utilizar componentes de outros kits para substituir o kit

em utilizagdo.

e Utilizar vestudrio de protegdo, luvas descartaveis e protegdo
ocular durante todo o procedimento de teste.

e N3o comer, beber ou fumar na drea de manuseamento das
amostras ou dos testes.

e O teste utilizado deve ser descartado de acordo com as
regulamentagdes locais.

e Manusear todas as amostras como se contivessem agentes
infecciosos. O mesmo se aplica para os controlos positivo e
negativo (se aplicavel)

e Respeitar as precaugdes estabelecidas contra riscos
microbiolégicos durante todos os procedimentos até a
eliminagdo das amostras enquanto residuos quimicos.

e Oscilagdes de humidade ou de temperatura poderdo
influenciar o resultado dos testes.

8. Preparacao, recolha e conservagdo da amostra

Recolher a amostra de urina num recipiente limpo sem
detergente. Se ndo for realizado o teste imediatamente,
refrigerar a amostra entre 2-8°C durante um periodo maximo
de 24 horas. Nesse caso, voltar a deixar a amostra atingir a
temperatura ambiente antes de realizar o teste. Se souber que
ndo ira realizar o teste antes de decorridas 24 horas, congelar
as amostras. Nesse caso, descongeld-las correctamente
deixando-as atingir a temperatura ambiente e misturando
bem antes de iniciar o teste. Evitar congelar e descongelar
repetidamente as amostras.
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Em caso de ddvida: E possivel aumentar a sensibilidade e
especificidade do teste NADAL® S. pneumoniae através do
seguinte tratamento de amostras de urina:

Aquega uma amostra de urina a 100°C por 5 minutos.
Centrifugar a 1000g por 15 minutos.

Concentrar o sobrenadante usando os tubos de filtro de
centrifuga AMICON® ultra 4 até atingir uma concentragdo
de 25x.

Todas as amostras tratadas/concentradas devem ser testadas
seguindo o mesmo procedimento de teste que as amostras
ndo tratadas.

9. Procedimento do teste

O teste e a amostra devem encontrar-se a temperatura
ambiente (15-30°C) antes da realiza¢do do teste.
1. Retirar o teste da embalagem protetora.
2. Etiquetar o teste cassete com a
identificagdo do paciente ou o
numero de controlo.
3. Recolher, com uma pipeta, a urina,
colocando 5 gotas (200uL) no
orificio de amostra (S) na cassete de
teste.
4. Interpretar os resultados apds 10
minutos. Confirmar os resultados de
teste negativos apds exactamente
15 minutos. N3o interpretar os
resultados apds decorridos mais de ) )
15 minutos. Jom

10. Interpretacdo dos resultados

Positivo:

Surgem duas linhas coloridas. Uma na
drea da linha de controlo (C), outra na
de teste (T).

Negativo:

Surge uma linha colorida na area de
controlo (C). Na area de teste ndo se
detecta qualquer linha.

Invélido:

Ndo surge linha de controlo. Neste
caso o teste deverd ser considerado
invalido. As principais causas para este
resultado sdo volume de amostra
insuficiente, testes expirados, ou
procedimento erréneo. Verificar o
procedimento e repetir o teste com
uma nova cassete. Caso o problema
persista, ndo continuar a utilizagdo
deste kit e contactar o distribuidor.

11. Controlo de qualidade

O controlo do bom desempenho do teste é garantido através
da existéncia da drea de controlo do teste. Caso surja uma
linha colorida na area de controlo, o bom desempenho do
teste é confirmado.
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12. Limitagdes do teste

e O teste NADAL® S. pneumoniae é entendido apenas para a
utilizagdo de diagndstico in-vitro. O teste serve apenas para
comprovar a presenga de S. pneumoniae em amostras de
urina.

e A quantificagdo ou a concentragdo de antigenes ndo é
possivel realizar com este teste qualitativo.

e Como com qualquer outro procedimento diagndstico, o
médico devera confirmar os resultados apoiando-se noutras
informagBes clinicas, inclusivamente através de culturas
celulares, no caso de os resultados seres discordantes do
quadro clinico.

e O teste ndo diferencia entre individuos portadores e
individuos contaminados, nem as diferentes infecgdes

pneumocdcicas potencialemente induzidas por
S. pneumoniae.
e Amostras de wurina com alta gravidade especifica

(SG> 1,030) podem apresentar, em raros casos, resultados
falso-positivos com o teste NADAL® S. pneumoniae.

13. Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade e especificidade

Sensibilidade diagnosticada e especificidade

Foi realizado um estudo comparativo entre o teste rdpido
BinaxNOW® Streptoccocus Pneumoniae e o teste NADAL®
S. pneumoniae utilizando um painel de 16 amostras de urina
fresca e 42 amostras de urina congelada. O teste NADAL®
S. pneumoniae vs. o teste
Pneumoniae:

BinaxNOW®  Streptoccocus

Teste rapido BinaxNOW®
S. pneumoniae (método de referéncia)

o]

26 4 30
®
Teste NADA‘L 7 21 28
S. pneumoniae
33 25 58

Como se observa na tabela anterior, a sensibilidade de
diagnodstivo do Teste NADAL® S. pneumoniae é de 79% e a
especificidade 84% (21/25) comparando com o método de
referéncia. O acordo geral é de 81% (47/58), e é satisfatério,
apesar de que um armazenamento prolongado de 42
amostras (33 positivas e 9 negativas) poderia ter causado a
degradacdo dos antigenes de S. pneumoniae.

Sensibilidade analitica

Foram realizadas diluigdes em série do antigénio urinario de
Streptococcus pneumoniae em urina negativa. As diluicdes
foram entdo testadas com ambos os testes NADAL®
S. pneumoniae e BinaxNOW®. Os resultados apresentados na
tabela abaixo mostram que o teste NADAL® S. pneumoniae é
mais sensivel que o teste BinaxNOW®: enquanto o teste
NADAL® S. pneumoniae permite a detec¢do do antigénio
urindrio de Streptococcus pneumoniae em uma concentragdo
de 35 pg/mL, o teste BinaxNOW® detecta apenas o antigénio a
partir de uma concentragdo minima de 50 pg/mL.
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Antigénio Resultados

Py 5
urinario Teste NADA.L Teste BinaxNOW®
Streptococcus S. pneumoniae " B
A . " (apds 15 minutos)

pneumoniae (ap6s 10 minutos)

25 (pg/mL) - -

30 (pg/mL) - -

35 (pg/mL) +W -

40 (pg/mL) + -

45 (pg/mL) + -

50 (pg/mL) + +W

100 (pg/mL) + +

200 (pg/mL) + +

+W = positive fraco

Reacgdes cruzadas

Realizaram-se diferentes tipos de bactéria utilizando o teste
NADAL® S. pneumoniae para determinar se se produzem
reacgbes especificas (reacgbes cruzadas).

Na seguinte tabela revelam-se os resultados:

Resultado

S. pneumoniae tipo capsular (8) Positivo

Strep A, B,C,D,E,F,G,&H Negativo
S. aureus Negativo
B. subtitilis Negativo

Reproduzibilidade interensaio

Avaliou-se a reproduzibilidade interensaio perante 10 réplicas
de 5 diluigbes de amostras com diferentes concentragdes de
S. pneumoniae. Todas as séries mostraram resultados
convergentes, em conformidade com os resultados esperados.
A reproduzibilidade intralote do teste NADAL® S. pneumoniae
é de 100%.
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