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1. UvOD

Druhy Candida jsou kvasinky, které nevyiejéci podhoubi ani askopory a které vypadaji jakadénf4 — 6 pum), ovalné, tenkeshé
grampozitivni pdici buiky. NejdilezitgjSi reprezentant rodu Candida albicans je fakwuhétpatogertlovéka. Candida albicans je
vSudygitomny organismus, ktery smsto naléza jakorpchodna flora na normalnich slizniciche$toze pro zdravé jedince neni
patogenni, rize pedstavovat nebezpiepro pacienty trpicfadou fiznych onemoctni, a také pro pacienty, Ktebyli intenzivrg
Iéceni Sirokospektralnimi antibiotiky, nebo kterymlypypodavany preparaty na paténi imunity. Kandidéza je v 90 %ipadi
zpisobena Candidou albicans. Kandidoéza je akutni sebakutni infekce, ipniz se vytvéi 1éze v Ustech (oralni kandidéza), ve
vagirt (vulvo-vaginalni kandidéza), na pokozce a nehteemniduSkach nebo v plicich (broncho-pulmonélni kandidoz
Piilezitostre mize zpisobovat otravu krve, zé&hendokardia nebo z&nhmozkovych blan. U pacieits oslabenym imunitnim
systémem s celularni imunodeficienci (haflDS), mize Candida albicans &pobovat vazné nekrézy infikovanych tkani. Rychla

metoda identifikace tohoto organismu jéeZita hlavi z divodu jeho patogenity

Druh Onemocgni Symptomy Mechanismus infekce

Candida albicans | Kandidéza Léze se liSi v zavislosti na infikovaném | Endogenni: Obvykle je kandid6za
mis€. Napiklad oralni infekce vykazuje | zpisobena zvySenou citlivosti naktery
typické krémo¥ bilé skvrny, zatimco u prvek normalni lidské flory.
bronchiélni kandidozy je nejtyjSim Exogenni: Fenos mezi jedinci: Infekce
ptiznakem kasel. novorozend Candidou albicans cestou
plodu @i porodu. Penos nesterilnimi
nemocnénimi nastroji.

P¥itomnost tohoto patogenu resp. infekci Ize zjiséisledujicimi metodami:
. Mikroskopicky: barveni Gramovou metodou, izolacgamismu v kulturach
. Sérologicky: detekci tvorby protilatek metodou EAIS

2. POUZITI

Souprava firmy NovaTec Imundiagnostica Candidacalts IgM-ELISA je utena pro kvalitativni stanoveni IgM protilatek proti
bakterii Candida albicans v lidském krevnim séroaglasng (citrat).

3. PRINCIP TESTU

Stanoveni IgM protilatek proti Candida albicanszg@ozeno na principu ELISA. 8ty jamek strig mikrotitrani desttky jsou
potazeny antigeny Candida albicans, které na sab&znji odpovidajici protilatky ze vzorku pacieria. promyti jamek, kterym se
odstrani nenavazany material vziprise do jamek ifida konjugat anti-lidského IgM ziany kKenovou peroxidazou (HRP). Tento
konjugét se vaze na zachycené specifické protilathyi Candida albicans. Takto vytemy imunokomplex je zviditetm piidanim
substratu tetrametylbenzidinu (TMB)za vzniku modréabarveni. Intenzita zabarveni jénpo Gn&rnd mnozstvi IgM protilatek proti
Candida albicansifiomnych ve vzorku pacientova séra. Reakce seviamt@nou pH, pidanim kyseliny sirové. Tim se dojde ke
kon&nému Zlutému zabarveni. Intenzita zabarveni & pomoci ELISA readeruipvinové délce 450 nm.

4. MATERIALY

4.1. Reagenty dodavané v soupraév

. Mikrotitra &ni destitka, 12 lomivych stripi po 8 jamkach potazenych antigeny Candida albiczaiajow zabaleno v uzaviraci
aluminiové fdlii.

L] IgM fedici roztok vzorki ***: 1 lahvicka, 100 ml pufru n@edini vzorki, pripraveno k okamzitému pouziti, pH #2,2,
barvazeleng bily uzavr.

L] Stop roztok: 1 lahvicka, 15 ml kyseliny sirové ifpraveno k okamzitému pouziti, 0,2 mob&rveny uzagr.

L] Promyvaci roztok (20x konc.)*: 1 lahvitka, 50 ml 20x koncentrovaného pufru (pH %,2,2) uteného k promyvani jamek
mikrotitracni destéky, bily uzawr.

L] Konjugéat Anti-IgM **: 1 lahvicka, 20 ml, krali anti-lidské IgM zn&ené HRP, barvéervena, fipraveno k okamzitému
pouZziti,cerny uzavr.

L] Substrat TMB: 1 lahvitka, 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidinu (TMBjigraveno k okamzitému pouZiti, Zluty uzév

L] Pozitivni kontrola Candida albicans IgM***: 1 lahvi ¢ka, 2 ml pozitivniho kontrolniho séra, barva Zlyt#praveno
k okamzitému pouzitéerveny uzawr.

L] Cut-off kontrola Candida albicans IgM***: 1 lahvi ¢ka, 3 ml cut-off, barva Zlutafipraveno k pimému pouzitizeleny
UZAWT.
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L] Negativni kontrola Candida albicans IgM***: 1 lahvitka, 2 ml negativniho kontrolniho séra, barva Zlptgraveno
k okamzitému pouzitimodry uzawr.

* obsahuje 0,01 % Kathonu — ptedsni
ki obsahuje 0,2 % Bronidoxu L
Fokk obsahuje 0,1 % Kathonu

4.2. Materiél dodavany v soupra¥

1 rdmeek mikrotitratni destéky

2 kryci félie

1 protokol testu

1 schéma rozloZeni a identifikace vzbria destice

.
w

. DalSi potebné materialy a z#&izeni

ELISA reader, vybaveny prodfeni absorbanceipd50 nm s refergmim filtrem 620 nm
Inkubator pro 37° C

Rwni nebo automatick& promytkea mikrotitratnich destiek

Pipety pro davkovani objeirod 10 - 1000 pl

Vortex

Deionizovana voda

Jednorazové zkumavky

Stopky

5. STABILITA A SKLADOVANI

Reagenty v soupr&ysou i teplo€ 2 - 8 °C stabilni az do doby exspirace uvedengéétepce.

6. PRIPRAVA REAGENT U

Pred zah4jenim testu je velmileiZité nechat vSechny reagenty, vzorky a kontxaoiky dosahnout pokojové teploty 29 °C)!

6.1. Stripy mikrotitra éni destitky

Steny jamek mikrotitrénich strigh jsou potaZzeny antigeny Candida albicans. Jéipugveny k okamzitému pouziti. Skladujté p
teplog 2 °C — 8 °C. Stripy jsou vakudzabalenylhned po otekeni s@&ku musi byt nepouZzité stripyéwzduchaisré uzaveny do
aluminiového obalu s vysousecim pfedkem dodavanym v soup#aa musi byt skladovanyigeplot 2 — 8 °C. Jsou stabilni az do
exspirace.

6.2. Konjugat anti-lgM Candida albicans

Lahvicka obsahuje 20 ml kréii protilatky proti lidskému IgM zn#ené kenovou peroxidazou, pufru, stabilizatpkonzervant
a inertnihazerveného barviva. Tento roztok jépraven k okamzitému pouziti. Skladujt# geplot 2 - 8 °C.Po prvnim otekeni je
obsah stabilni az do exspirace pokud je ulozéteplot 2 — 8 °C.

6.3. Kontrolni vzorky

Lahvicky oznaené jako Pozitivni kontrolni vzorek a Negativni &omi vzorek obsahuji kontroIni séréigravené k okamzitému
pouziti. Roztoky obsahuji 0,1% Kathon a musi byadévany pi teplo& 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do
exspirace pokud je uloZeri peplo& 2 — 8 °C.

6.4.Redici roztok vzorkii

Lahvicka obsahuje 100 ml roztoku fosfatového pufru, $itgitoni, konzervant, inertniho zeleného barviva a protilatky proti
lidskému IgG pro vylogeni inhibice zpsobené specifickymi protilatkami IgG a odstaninterferenci RF. Pouziva se geakni
vzorki odebranych pacientovi. Tento roztok jgppaven k okamzitému pouziti a musi se skladoviaeplot: 2 - 8 °C.Po prvnim
oteveni je obsah stabilni az do exspirace pokud jeauq# teplot 2 — 8 °C.

6.5. Promyvaci roztok

Lahvicka obsahuje 50 ml 20x koncentrovaného roztoku pufmiergent a konzervarit RozZedte v pon¢ru 1:20; nap 10 ml
koncentratu promyvaciho roztoku + 190 ml deioniz@vaody. N#éediny roztok je stabilni 5 dniiplaboratorni teplat Krystaly
v roztoku zmizi po zafiti na teplotu 37°C ve vodni lazni.

6.6. TMB Substrat

Lahvicka obsahuje 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidifiMB) a peroxidu vodiku. #fpraveno k okamzitému pouziti. Skladujt& p
teplot 2 -8 °C. Chrte pred swétlem. Tento roztok by gh byt bezbarvy nebo lehce namodraly. Pokud je mddsjo k jeho
kontaminaci a @ by byt zlikvidovan. Po prvnim of@ni je obsah stabilni az do exspirace pokud jéangsi teplot 2 — 8 °C.
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6.7. Stop roztok

Lahvicka obsahuje 15 ml 0,2 molarni kyseliny sirové (RB86S 26). Hpraveno k okamzitému pouziti. Skladujtié {eplot 2 — 8°C.
Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do exspirace.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORK U

Jako vzorek mize byt pro vySéeni pouzito lidské krevni sérum nebo plazma (gitFabkud test provadite do 5 dni po &dbvzork,
mohou byt vzorky skladovanyiipteplot 2—-8 °C, jinak museji byt zamrazeny (=70 az -209%kud jsou vzorky skladovany
v hluboce zmrazeném stavded pouzitim je nutno je rozmrazit a delpromichatNezmrazujete a nerozmrazujte vzorky opakévan

7.1.Redéni vzorki

Pro provedeni testu musi byt vSechny vzorkgdfediny v pongru 1:101fedicim roztokem vzork Pipetujte 10 pl vzorku a 1 mi
fediciho roztoku a zkumavky @& protepejte na VortexuPozitivni a negativni kontrolni vzorky dodavanéowpsaw jsou
pripraveny k okamzitému pouZziti a nesmi se dZdé.

8. POSTUP PROVEDENI TESTU

8.1. Riprava testu

Drive nez zéneterozbor provadt, prectéte si pélive pracovni protokol. Spolehlivost vysleilkavisi na pesném dodrzeni
popsaného postupu tesNize uvedeny postup plati pro manuélini provedestit@udete-li jej provad na automatu, dopatujeme
zvysit pa@et promyvacich krok ze ti na gt a promyvat 300-350 pl promyvaciho roztoku. Staeev plan rozlozeni a identifikace
vSech vzorli a kontrol na mikrotitréni destéce na pislusSném formuld dodavaném v souprévVyberte pozadovany petjamek

a vloZte je do ranigu.

Je velmi dlezité, aby ped za@atkem testu byly vSechny reagenty i vzorky vytesupay na pokojovou teplotou!

Dodrzte nasledujici minimalni pet jamek:

1 jamka (nap Al) proslepy test se substratem BLANK
1 jamka (nap B1) pronegativni kontrolni vzorek

2 jamky (nap. C1+D1) procut-off kontrolu

1 jamka (nap E1) propozitivni kontrolni vzorek

Doporuwiujeme v pipad? poteby provadt test vzork pacienta i test kontrolnich vzarkluplicitre.
Provadjte vSechny kroky v uvedeném ijadi abez zbytmych pgestavek mezi jednotlivymi kroky. Pro davkovani kéfzd
jednotlivého vzorku je nutno pouziv&sté jednorazove Sgiy. Inkubator nastavte na teplotu 37°C + 1°C.
1. Pipetujte 100 pl negativniho kontrolniho vzorgazitivniho kontrolniho vzorku afpdredénych vzorki do jamek, které
jste vybrali. Jamku Al ponechejte @aANK

2. Jamky pikryjte félii dodavanou jako s@ast soupravy
Inkubujte 1 hodinu + 5 minut p¥i teploté 37 + 1°C

4.  Po skoteni inkubace odstiige kryci folii, odsajte obsah jamek a promyjte je 300 pl promyvaciho roztoku. Zalite
preplnéni a geteteni roztoku z jamek. Proplachovaci doba mezi kazdykiem by ngla byt delSi nez 5 sekund. Nakonec
opatrré odstrdite zbyvajici kapalinu v jamkach oklepnutim miknaiini destéky na savy papir!

Poznamka: Promyvani je velmildzité! Nedostaté promyti nize vést k negsnostem testu nebo k faleSnym hodnotam.

5.  Pipetujte 100 pl konjugatu Candida albicans-ii do vSech jamek s vyjimkou Al tané praBLANK.Pxikryjte kryci
folif.

Inkubujte 30 minut p¥i pokojové teplot. Chraite ped pimym slunénim s¥tlem.

Opakujte krok 4.

Pipetujte 100 pl substratu TMB do vSech jamek.

Inkubujte 15 minut p Fesrg p¥i pokojové teplo®, v temnu.

10. Pipetujte 100 pl Stop roztoku do vSech jamek vméte pdadi a stejnou rychlosti, jakou jste aplikovali sudits
Modré zabarveni, které se objevilghem inkubace, se zZmi na Zluté. Barva je stabilni po 30 minut
Poznamka: Vzorky od velmi pozitivnich paaiembhou vytvit tmavé srazeniny chromogenu! Tyto srazeniny wiigjina
snimani optické hustoty. bchto vzork doporwujeme provést prvotriedeni fyziologickym roztokem chloridu sodného,
nap-. 1:1. Dale postupuijte stefjako u ostatnich vzoikpredednim 1: 101/edicim roztokem vzaike soupravy.
Dosazené hodnoty vyjéhé v jednotkach NTU v tomtdpadé musite nasobit 2x.

11. Zmeite absorbanci vzotkpri 450/620 nm do 30ti minut pdigani stogginidla.

© 0N

8.2. Méfeni

Vynulujte ELISA reader pomodBLANKu (jamka Al). Pokud reader nelze z technickydivodii vynulovat, odététe hodnotu
BLANKuod vSech hodnot natfenych na ostatnich jamkach. Obdrzitesmé hodnoty!

Zméite absorbanci vSech jamek ip 450 nm a zaznamenejte nahené hodnoty absorbance vzbrklo identifikaniho planu
rozlozeni jamek.
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Doporuwiujeme provést dudlnidieni pi husto# 620 nm.
Tam, kde je to nutné, vypitejte priamérné hodnoty absorbance

9. VYSLEDKY

9.1. Kritéria platnosti testu
Aby bylo mozno test povazovat za platny, musi pjt&a nasleduijici kritéria:

L] Slepy test substratBLANK ~ Al: Hodnota absorbanec&Si nez0,100.

L] Negativni kontrolni vzorek  B1: Hodnota absorbano&si nez 0,200.

. Cut-off kontrola C1+D1: Hodnota absorbanogezi 0,250 a 0,900

. Pozitivni kontrolni vzorek E1l: Hodnota absorbance rovna nebo vy$si neickermt

9.2. Vypcéet vysledki

Cut-off je pfimérem nandfenych hodnot absorbanci Cut-off kontrol.

Priklad: Hodnota absorbance Cut-off kontroly 0,4&i@dnota absorbance Cut-off kontroly 0,47=0,96/248),
Cut-off = 0,48

9.3. Interpretace vysledk
Vzorky Ize povazovat ZROZITIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% vy$$hoehotaCut-off

Vzorky, jejichz hodnota absorbance je v pasmu lis#nebo pod hodnotdiut-off, nelze povazovat za jednoznd pozitivni nebo
negativni tzvSeda zéna.

U techto vzorki doporgujeme opakovat test za 2 aZ 4 tydnesste odebranymi vzorky. Pokud i vysledky druhéeho testdou
opet v Sedé zb# je tyto vzorky mozno povazovat BEGATIVNI .

Vzorky Ize povazovat ZNEGATIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% nizsheehotaCut-oft

9.3.1. Vysledky v jednotkach firmy NovaTec (NTU)

hodnota (pimérnd) absorbance vzorku pacienta x 10= [NovaTec-Units = NTU]
Cut-off koeficient

Priklad: 1,786 x 10 = 47 NTU (NovaTec Units) Cut-pff 10 NTU
0,38 Seda zona: 9-11 NTU

Negativni: <9 NTU

Pozitivni: >11 NTU

10. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY TESTU

10.1. Rresnost

Interassay pocet primér CV (%)
Poz. sérum 38 20,8 51
Intraassay pocet pramér CV (%)
Poz. sérum 6 1,2 45

10.2. Diagnosticka pesnost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze negativni vysledkybsenci specifického analytuieBnost tohoto testu je > 95 %.

10.3. Diagnosticka citlivost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze pozitivni vysledky fitomnosti specifického analytu. Citlivost tohotstteje > 95 %.

10.4. Interference

Nebyly pozorovany zadné interference hemolytickjpgmickym nebo ikterickym sérem aZz do nasledufidioncentraci:
hemoglobin 10 mg/ml, triglyceridy 5 mg/ml a bilirak0,2 mg/ml.

Poznamka: Tyto vysledky se vztahuji ke konkrétnim testovanggorkim. Stejné vysledky nelze v praxi zaitu |
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11. LIMITY POSTUPU

Namsiené hodnoty absorbance mohou byt owiwn opakovanym zmrazovanim arozmrazovanim weorlebo bakterialni
kontaminaci. Diagnéza inféki choroby by nefa byt zaloZzena na vysledku jediného testiesRa diagndza by da brat v ivahu
klinickou minulost pacienta, symptomatologii a taé¥ologicka data. U paciéns oslabenym imunitnim systémem a u novorozenc
maji sérologicka data pouze omezenou platnost.

12. BEZPECNOSTNI OPATREN| A UPOZORNENI

L] V souladu glankem 1 paragrafu 2b Evropské direktivy 98/79/E®@yjrobce povinen zajistit vhodnost, funkst a bezpaost
produktu. Proto postup testu, informace, upo@oiia varovani v navodu pro pouZziti musi byt stékdndrzovany. Pouziti
testovaci soupravy na analyzatoru a podobnytizeraich musi byt validovano. Jakakolivé&m ve vzhledu, sloZzeni a postupu
testu, a také pouziti v kombinaci s jinymi produkigschvéalené vyrobcem neni autorizované; uzigdtel je zodpaidny za
takovéto zminy. Vyrobce neni zodpeudny za faleSné vysledky a nehody timtésgbené. Vyrobce neni zodgowmy za zadné
vysledky ziskané vizualni analyzou pacientova vaork

L] Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

. VSechny komponenty lidskéhdyodu pouzité pro vyrobu reagértohoto testu byly otestovany n&tpmnosti_protilatek proti

HIV, HCV a HbsAg a byly shledany nereaktiviNicmérg, vSechny materialy by &y byt povazovany za potencig&limfekeni,

a s jako takovymi by s nimi &o byt nakladano.

Nezangiujte reagenty a desky z riznych vyrobnich Sarzi.

S reagenty této testovaci sady se nesmi pouzZidaéz@agenty od jinych vyrobc

Nepouzivejte reagenty po uplynuti doby jejich esepe uvedené na Stitku.

Pouzivejte pouz&isté Spéky, vicekanalové pipety a laboratornfizeni.

Nezangtiujte Sroubovaci vka z lahvéek mezi sebou, zabranite tifiZové kontaminaci.

Lahvicky s reagenty ddle a tsns zavirejte okamzitpo pouziti, abyste zabranili odpaani a mikrobialni kontaminaci.

Po prvnim otekeni a po nasledném skladovani zkontrolujeglplalSim pouzitim konjugét i lak¥ky s kontrolnimi vzorky, zda

u nich nedoslo k mikrobialni kontaminaci.

. Abyste zabranili kizové kontaminaci a fale§rzvySenym hodnotam vysletlkpipetujte reagencie vzdy na dno jamek bez
pokapani okoli.

POZOR Bronidox L v pouZité koncentraci fiegstavuje p kontaktu s pokozkou a sliznici téirzadné toxikologické riziko!

POZOR: Kyselina sirova drazddi@ pokozku. Rechovavejte z dosahutdl FYi vniknuti do @i, dikladrg promyjte vodou
a vyhledejte l1éki.

12.1. Likvidace odpadu

Zbytky chemikalii a prepardtse obecé povazuji za nebezpey odpad. Likvidace tohoto typu odpadu je regul@vds@rodnimi
a mistnimi zakony a ti@enimi. Spojte se s mistnimfagly nebo se firmami zabyvajicimi se likvidaci ned@rého a toxického
odpadu, které vam poradi jak mate s timto neliegjpe odpadem naloZit.
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14. INFORMACE PRO OBJEDNAVKU

Katalogovéislo vyrobku: CANMO060 Candida albicans IgM-ELIS@6(test)

15. KONTAKTY

Vyrobce: NovaTec Immundiagnostica GmbH
Technologie & Waldpark
Waldstr. 23 A6D-63128 Dietzenbach, Germany
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Distributor:

16. SCHEMA TESTU

SCHEMA TESTU

Candida albicans IgM-ELISA

Priprava testu

Pripravte reagenty a vzorky tak, jak je popsano.
Stanovte plan rozteni a identifikace vSech vzatrka kontrol.
Umistte potebny pdet jamek do ramiu mikrotitratni destéky.

Postup testu

Slepy test | Negativni | Pozitivni Cut-off Vzorek
Substratu kontrola kontrola kontrola | (fectny 1+100)
(nap. Al)
Negativni
kontrolni vzorek ) 100 i } i
Pozitivni
kontrolni vzorek i i 100 i i
Cut-off kontrola - - - 100 ul -
Vzorek
(fedkny 1+100) i ) - - 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 1 hodinu i teploté 37°C
Promyti 3 x 300 pl promyvaciho roztoku
Konjugat | - | 100 ul | 100 pl | 100 pl | 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 30 min p¥i pokojové teploté
Promyti 3 x 300 pl promyvaciho roztoku
Substrat TMB | 100 ul | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl
Inkubace 15 min i pokojové teplot€ v temnu
Stop roztok | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl
Méreni @i 450 nm (referegni vinova délka: 620 nm)
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