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Poréwnano przydatno$¢ testu firmy Biotest i Binax do poszukiwania antyge-
nu Legionella pneumophila w wybranych 67 probkach moczu 0séb z legione-
loza przystanych w ramach zewnatrzlaboratoryjnej kontroli organizowanej
przez The European Working Group for Legionella Infections (EWGLI).
W przypadku badania 28 préobek moczu, okreslonych przez organizatora
jako probki z wynikiem ujemnym, w obydwu uzytych testach wykazano
100% zgodno$¢ wynikow w stosunku do wynikow referencyjnych. Wsrod
39 prébek moczu, okreslonych przez EWGLI jako prébki z wynikiem do-
datnim, testem firmy Binax wykryto antygen L. pneumophila we wszystkich
prébkach natomiast testem firmy Biotest w 33 (84,6%) prébkach moczu.

Legioneloza jest zakazna choroba wywotywang przez Gram-ujemne pateczki z rodzaju
Legionella. Mimo, ze do rodzaju Legionella zalicza si¢ obecnie ponad 48 gatunkow drob-
noustrojow, w obrebie ktorych wyrdzniono 70 réznych grup serologicznych, wigkszos¢
obecnie dostepnych metod diagnostycznych ukierunkowana jest na wykrywanie zakazen
wywotywanych przez pateczki L. pneumophila serotypu 1 (4,5,9,12).

W 1979 roku Tilton (13) po raz pierwszy opisal przydatno$¢ poszukiwania odczynami
serologicznymi obecnosci antygenu pateczek L. pneumophila w prébee moczu pobranej od
osoby z legionelozg. Poniewaz wysoka czuto$¢ i swoisto$¢ tych metod zostata potwierdzona
licznymi badaniami sg one obecnie najczesciej stosowane w rutynowe;j, laboratoryjnej diag-
nostyce legionelozy (1,2,6,7,10,12). Przyjmuje si¢, ze okoto 80-90% chorych z objawami
zapalenia ptuc juz od pierwszego dnia wystapienia objawow klinicznych wydala z moczem
antygen L. pneumophila (12).

Aktualnie w diagnostyce legionelozy wykorzystywanych jest wiele testéw immunoenzy-
matycznych oraz szybkich testoéw opartych na technice immunochromatografii (1,6,8,10,14).
Celem prezentowanej pracy jest ocena przydatnosci dwoch komercyjnych testow immuno-
enzymatycznych, jednego firmy Biotest i drugiego firmy Binax, do wykrywania antygenu
Legionella pneumophila w probkach moczu 0séb z legioneloza.
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MATERIAL I METODY

Prébki moczu. Gléwnym przedmiotem analizy byty wyniki badania odczynem firmy
Biotest 260 probek moczu przystanych w ramach zewnetrznej kontroli jakosci (External
Quality Assessment Scheme) do Zakladu Bakteriologii NIZP-PZH z Instytutu Health
Protection Agency (Colindale, Londyn) wspotpracujacym z The European Working Group
for Legionella Infections (EWGLI). Dodatkowo, sposrdod przystanych 260 probek moczu,
wybrano 67 probek, ktore poddano badaniom w odczynie immunoenzymatycznym firmy
Binax. Probki moczu do czasu badania byly przetrzymywane w temp. — 70°C. Wynik bada-
nia referencyjnego dla kazdej probki moczu wraz z wynikami kolejnych serii sprawdzianu
ze wszystkich laboratoriow bioracych udziat w zewnetrznej kontroli jako$ci podawany byt
przez EWGLI po zakonczeniu kazdej serii badan.

Odczyn immunoenzymatyczny firmy Biotest (Legionella Urin Antygen EIA, nr
kat. 807600; obecnie sprzedawany jako produkt firmy Bio-Rad). Badania wykonano zgod-
nie z instrukcja podang przez producenta testu. Warto$¢ cut-off zostala wyznaczana, przy
kazdorazowo wykonywanej serii badania, jako srednia warto$¢ OD,, uzyskana z badania
dwoch kontrolnych surowic ujemnych, powigkszona o wartos¢ 0,2.

Odczyn immunoenzymatyczny firmy Binax (Legionella Urinary Antygen
EIA, nr kat. 851-000). W odczynie producent zastosowat ptytki polistyrenowe, w ktdrej
dotki optaszczono oczyszczonymi kroliczymi przeciwcialami dla pateczek L. pneumophila
serotyp 1. Odczyn przeprowadzono wedtug procedury podanej przez producenta.

WYNIKI

W tabeli I przedstawiono czestos¢ wykrywania antygenu L. pneumophila serotypu 1
w 260 prébkach moczu, przysytanych w seriach po 10 sztuk w ramach migdzylaboratoryj-
nych badan poréwnawczych. Badania te wykonywano odczynem immunoenzymatycznym
firmy Biotest w Zaktadzie Bakteriologii NIZP-PZH sukcesywnie w miar¢ przysytania
probek. Wsrdd przystanych probek moczu znalazto si¢ ogdtem 151 probek, ktére organi-
zator sprawdzianu okreslit jako dodatnie, oraz 109 probek okre§lonych w referencyjnych
badaniach jako ujemne. Probki dodatnie pochodzity od 0séb z zakazeniem wywolanym
pateczkami L. pneumophila serotypu 1 potwierdzonym izolacjg zarazka i/lub badaniami
genetycznymi. Analiza wynikow przeprowadzonych badan wykazala, ze w przypadku 253
(97,3%) probek moczu uzyskano odczynem firmy Biotest wynik zgodny z referencyjnym
wynikiem podanym przez EWGLI. Badajac 7 probek moczu uzyskano wyniki rozbiezne,

Tabela I.  Czgsto§¢ wykrywania antygenu L. pneumophila serotypu 1 odczynem immunoenzymatycz-
nym firmy Biotest w 260 probkach moczu przystanych do Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH
w ramach External Quality Assessment Scheme w poréwnaniu do referencyjnych wynikow
podanych przez The European Working Group for Legionella Infections (EWGLI).

Liczba Liczba (odsetek) probek z wynikiem: Liczba (odsetek)

probek Biotest + Biotest - Biotest + Biotest - z wynikiem

moczu EWGLI + EWGLI + EWGLI - EWGLI - zgodnym
260 145 (55,8) 6(2,3) 1(0,4) 108 (41,5) 253 (97,3%)
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przy czym w 6 probkach, okreslonych przez organizatora jako dodatnie, nie wykryto anty-
genu L. pneumophila na diagnostycznie znamiennym poziomie. W stosunku do wynikow
podanych przez EWGLI, odczyn firmy Biotest charakteryzowat si¢ w naszych badaniach
96,1% czutoscia i 99,1% swoistoscia.

Analizujac przydatno$¢ odczynu firmy Binax do wykrywania w moczu swoistych
antygenow paleczek L. pneumophila, zbadano 67 probek wybranych sposrod 260 przysta-
nych probek moczu. Wérdd wybranych probek znalazly si¢ przede wszystkim takie, ktore
sprawiaty najwiecej problemoéw diagnostycznych w réznych laboratoriach biorgcych udziat
w badaniach poréwnawczych organizowanych przez EWGLI. Wyniki uzyskane w odczy-
nie firmy Binax poréwnano z wynikami uzyskanymi uprzednio w naszym laboratorium
odczynem firmy Biotest (Tabela II). W przypadku badania probek moczu, okre§lonych

Tabela II. Poréwnanie czestosci wykrywania antygenu L. pneumophila serotypu 1 odczynem im-
munoenzymatycznym firmy Biotest oraz odczynem immunoenzymatycznym firmy Binax
w wybranych 67 probkach moczu przystanych do Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH w ra-
mach External Quality Assessment Scheme.

Referencyjny | Liczba Liczba (odsetek) wynikow Liczba (odsetek) wynikow
wynik wg probek w odczynie firmy Biotest: w odczynie firmy Binax:
EWGLI moczu Dodatni Ujemny Dodatni Ujemny
Dodatni 39 33 (84,6) 6(15,4) 39 (100,0) -
Ujemny 28 28 (100,0) - - 28 (100,0)

przez organizatora jako ujemne, w obydwu uzytych testach wykazano 100% zgodnos¢
wynikdw w stosunku do wynikéw referencyjnych. Wérdéd wybranych 39 probek moczu,
okres$lonych przez organizatora jako dodatnie, odczynem firmy Binax wykryto antygen
L. pneumophila we wszystkich probkach, natomiast odczynem firmy Biotest tylko w 33
(84,6%) probkach moczu.

Tabela III. Porownanie wynikéw badania poziomu antygenu L. pneumophila serotypu 1 odczynem
immunoenzymatycznym firmy Biotest oraz odczynem immunoenzymatycznym firmy
Binax w wybranych 6 probkach moczu przystanych do Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH
w ramach External Quality Assessment Scheme.

Nr Referencyijny Test firmy Biotest Test firmy Binax
probki | wynik EWGLI | Cut off OD probki Cut off OD probki
1 Dodatni 0,235 (wyni(iéls'zmny) 0,312 (wynioléscfosdatni)
2 Dodatni 0,235 (Wyn?k’?;imny) 0,312 (wynizlisdzoSdatni)
3 Dodatni 0,220 (Wyngé(igimny) 0,312 (wynizk’gdoo7datni)
4 Dodatni 0.237 (wyngéouﬂ zmny) 0,312 (wyn?légcfogdatni)
5 Dodatni 0,256 (wyni?(a(ilz imny) 0312 (wynilk’4dgo6datni)
6 Dodatni 0,257 (wyni(tlua;Zmny) 0,312 (wynilk’odooodami)
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Rozbieznos¢ wynikdéw uzyskana w przypadku badania 6 probek moczu sklonita nas
do zaprezentowania w oddzielnej tabeli wartosci OD uzyskanych w badaniach tych probek
w obydwu testach wraz z warto$ciami przyjetymi za diagnostycznie znamienne — wartosci
cut- off (Tabela III). Analiza wynikow wykazata we wszystkich prébkach moczu, ujemnych
w odczynie firmy Biotest, bardzo niski poziom tych antygendw (niska wartos¢ OD). Nato-
miast, w probkach tych wykazano wysoki, badz bardzo wysoki, poziom antygenu odczynem
firmy Binax, znacznie przekraczajacy poziom cut-off okreslony przez producenta.

OMOWIENIE WYNIKOW

W zewnatrzlaboratoryjnym sprawdzianie jakosci (External Quality Assessment Sche-
me) organizowanym od wielu lat przez EWGLI bierze udziat kilkadziesiat laboratoriow
z r6znych krajow europejskich. W laboratoriach tych poszukuje si¢ antygenu pateczek L.
pneumophila ré6znymi testami immunoenzymatycznymi i immunochromatograficznymi,
takimi jak: Bartels, Biotest, BinaxEIA, BinaxNow, X/pect Legionella, Diagnostic Auto-
mation, Automaten Instruments, DRG Legionella, Alere EIA, Ridascreen, SAS Legionella
test, Istatest Cortem. Jednymi z najczesciej uzywanych odczyndéw przez te laboratoria sg
komercyjne testy immunoenzymatyczne firmy Biotest i Binax.

Wyniki przeprowadzonych przez nas badan potwierdzity generalnie przydatno$¢ obydwu
testow w serodiagnostyce legionelozy. Obydwa odczyny charakteryzuja si¢ bardzo wysoka
swoisto$cig w wykrywaniu antygenu paleczek L. pneumophila serotypu 1. Zaobserwowano
jednakze do$¢ istotne réznice w poziomie czutos$ci wykazywanej w tych odczynach. W ba-
daniach wlasnych, nie stwierdzono odczynem firmy Binax zadnych nieswoistych wynikow
podczas badania wybranych 67 probek moczu. Analiza wynikéw wszystkich 26 serii badan
mig¢dzylaboratoryjnych wykazata jedynie sporadyczne niezgodnosci pomiedzy wynikami
referencyjnymi a uzyskanymi w niektdrych laboratoriach przy wykonywaniu tego testu. Nie
majac wgladu w rzetelnos¢ przeprowadzania badan w tych laboratoriach trudno jednak wy-
ciggac z tych danych ogolne wnioski. W badaniach wlasnych, przeprowadzonych odczynem
immunoenzymatycznym firmy Biotest, nie wykryto antygenu L. pneumophila w 6 probkach
moczu, sposrdd 260 przystanych do naszego laboratorium. Przeprowadzona analiza wynikow
uzyskanych w pozostatych laboratoriach bioragcych udziat w sprawdzianie, a wykonujacych
badania testem firmy Biotest, wykazata podobne problemy z prawidlowym oznaczeniem po-
ziomu antygenu w tych probkach. W przypadku jednej probki btedne wyniki zostaly uzyskane
w 2 na 4 laboratoria bioracych udziat w badaniach w danej serii sprawdzianu, w przypadku
drugiej probki w 9 na 10 laboratoriéw, a w przypadku czterech pozostatych prébek moczu
we wszystkich laboratoriach (odpowiednio w 7, 10 i 11). Co wigcej, uzyskane przez nas
wyniki odczynem firmy Binax wykazaly w tych probkach moczu wysoki poziom antygenu
dla pateczek L. pneumophila. Tak wigc, uzyskanie ujemnego wyniku badania w odczynie
firmy Biotest w tak znaczacej liczbie laboratoriéw nie byto przypadkowe i nie wynikato
z ewentualnych bledow technicznych, ktére moglyby by¢ popetione przy wykonywaniu
badania. Z drugiej strony, przeprowadzona analiza wynikow badania wszystkich probek
wykazata, ze uzyskiwano wyniki dodatnie odczynem firmy Biotest badajac probki moczu
o duzo nizszym poziomie antygenu wykrytego odczynem firmy Binax niz w opisywanych
powyzej 6 probkach. Tak wigc, uzyskiwanie fatlszywie ujemnych wynikoéw w odczynie
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Biotest nie wynika ze zle dobranego (zbyt wysokiego) przez producenta poziomu cut-off
lecz raczej roznic w poziomie reaktywnos$ci pomigdzy poszukiwanym antygenem L. pneu-
mophila a uzytymi w tych testach krdliczymi surowicami odporno$ciowymi.

Przydatno$¢ testow immunoenzymatycznych firmy Biotest i Binax do diagnostyki le-
gionelozy badana byta réwniez przez innych autoréw. Olsen i wsp. (11) w swoich badaniach
wykazali znacznie wyzsza czulo$¢ diagnostyczna testu firmy Binax (69,4 %) w pordwnaniu
do testu Biotest (38,7%) podczas badania probek moczu pozyskanego od 0sob z zakazeniem
wywotanym pateczkami L. pneumophila serotypu 1. Co wigcej, test firmy Binax znacznie
cze$ciej niz odczyn Biotest umozliwiat réwniez wykrycie antygenu pateczek L. pneumophila
nalezacych do innych serotypow odpowiedzialnych za wywotywanie legionelozy (odpo-
wiednio 51,4%128,6%). Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Yzerman i wsp. (14)
wykazano podobna czuto$¢ obydwu testow komercyjnych (odpowiednio 71% w przypadku
uzycia testu Biotest i 69% w przypadku testu Binax). Dodatkowo, autorzy stwierdzili, ze
w przypadku oznaczania obecno$ci antygenu w moczu pacjentdw z tagodnym przebiegiem
legionelozy czulo$¢ obydwu testow wahala si¢ migdzy 40-53% natomiast w przypadku
badania probek moczu pacjentdw z ostrym przebiegiem choroby czuto§¢ wynosita od 88-
100%. Nieco odmienne wyniki uzyskali w swoich badaniach Dirven i wsp. (3), w ktorych
test ELISA firmy Biotest charakteryzowat si¢ 66% czuloscia, a test firmy Binax nieco nizsza,
bo 50% czutoscia. W przypadku uzyskania od tych samych pacjentow kolejnych probek
moczu czuto$¢ obydwu testow wzrosta, odpowiednio do 71,9% i do 59,4%. Wyzsza czutos¢
testu firmy Biotest, w poréwnaniu do testu firmy Binax, przy badaniu prébek moczu os6b
zakazonych pateczkami L. pneumophila nalezacymi do serotypdéw 1-14 wykazali rowniez
Horn i wsp (8).

Przeprowadzone przez nas badania wykazaly przydatnos¢ zarowno testu firmy Biotest
jak i testu Binax w poszukiwaniu antygenu pateczek L. pneumophila w probkach moczu
0sob z legionelozg. Aczkolwiek uzyskanie w tescie firmy Biotest wynikow ujemnych
w przypadku badania 6 probek moczu oséb z legioneloza nie dyskwalifikuje przydatnosci
tego testu w laboratoryjnej diagnostyce legionelozy, to nieco wyzsza czulos¢ testu Binax
czyni go bardziej uzytecznym w rutynowo przeprowadzanej serodiagnostyce zakazen wy-
wotywanych przez pateczki L. pneumophila serotypu 1.

W. Rastawicki, N. Rokosz, M. Jagielski

Comparison and evaluation of the Binax EIA and Biotest EIA urinary antigen kits for
detection of Legionella pneumophila antigen in urine samples

SUMMARY

The Binax and the Biotest urinary antigen kits for detection of L. pneumophila antigen were com-
pared by testing of selected 67 urine samples obtained from EWGLI as reference samples in External
Quality Assessment Scheme. Thirty nine were positive with the Binax kit (100% of sensitivity), and
33 were positive with the Biotest (84,6% of sensitivity). The test specificities were 100% for the both
kits. It was concluded that the Binax kit was more suitable for the routine diagnosis of Legionella
infections than the Biotest kit.
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