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Souprava Candida albicans IgA ELISA
Semi-kvantitativni test pro Candida albicans IgA
Souprava Candida albicans IgM ELISA
Semi-kvantitativni test pro Candida albicans IgM
Souprava Candida albicans IgG ELISA
Semi-kvantitativni test pro Candida albicans IgG

Kédy vyrobkd GD 19, 20 a 22 (96 testu)
Pouze pro diagnostiku in vitro

2001-10-29

1. Pouziti souprav
ELISA soupravy Candida albicans IgA, IgM a IgG jsou uréeny k detekci
protilatek proti Candida albicans v lidském séru, a to ve tfidach IgA, IgM
nebo IgG. Maji pomahat v diagnostice infekci zpGsobenych Candida
albicans. VSechny soucéasti téchto souprav jsou uréeny pouze pro
diagnostiku in vitro.

2. Vyznam testu

Z travici trubice se do vnitfnich orgdnd maze systematicky Sifit znac¢ny pocet
houbovych patogend. Candida albicans a Candida tropicalis jsou u lidi
pficinou 80 % infekci zpUsobenych rodem Candida. Candida
pravdépodobné vstupuje do téla novorozence jiz v prvnich dnech jeho
Zivota, a stdva se normalnim obyvatelem lidského stfeva. Systémova
kandidéza je houbova infekce vnitfnich organt, kterd pochazi
znadmérného rdstu a Sifeni Candidy. Je vyznamnou pfic¢inou Umrti
pacientll s oslabenou imunitou a rovnéz téch pacientl, ktefi prodélali
dlouhodobé 1é¢eni antibiotiky. Darci krve se bézné netestuji na infekci
Candidou, proto mize byt Candida prenesena i pfi transfizi krve. Se
zvySenou Urovni Candida IgG se také setkdvame u pacientt starSich 60 let.

Infekce se systémovou kandid6zou je charakterizovana zvySenym titrem
IgM a IgG. Protilatky Candida IgA jsou spojovany s infekci mukdzni
membrany. Doporuéujeme, aby pacienti s podezfenim na kandidézu byli
otestovani na viechny tfi tfidy protilatek.

3. Princip testu

Prediedéné vzorky séra se inkubuji s antigeny C. albicans ukotvenymi na
sténach jamek mikrotitraéni desti¢ky. Po vymyti nenavazanych komponent
vzorkl séra se do jamek pfida kralici anti-lidsky 1gG konjugovany
s peroxidazou. Ten se pfi druhé inkubaci navaze na protilatky jiz navazané
na povrchu jamky. Nenavazany konjugat se odstrani promytim a do jamek
se pfida 3,3-5,5-tetramethylbenzidin (TMB) a enzymaticky substrat, vznika
barevné reakce, kterd se zastavi pfidanim stop-roztoku, ktery stabilizuje
vzniklé zabarveni. Optické denzity (OD) standardu, pozitivnich kontrolnich
vzorkd a testovanych vzorkd se méfi pomoci ELISA readeru s filtrem 450
nm. OD je pfimo Umérna aktivité protilatek ve vzorku.

4. Materialy obsazené v souprav &

. Mikrotitra €ni desti ¢ka: 96 jamek v lomitelnych stripech 12 X 8,
pokrytych antigeny C. albicans, s drzdkem, zabalend v plastovém
sacku s vysouSedlem.

. Reagent 1: Roztok pro z fedéni vzork G, 100mM, pufrovany solny
koncentrat, pH 7,2, s antimikrobialni ochranou, obsah 15 ml, (barva
modra). Rozfedte ve 100 ml.

. Reagent 2: Promyvaci pufr  15mM pufrovany koncentrat pH 7,2,
obsah 75 ml, 15nasobny koncentrat.

. Reagent 3: Konjugéat krali¢i anti-lidsky IgA (Zluty), nebo IgM (zeleny)
nebo 1gG (Cerveny) konjugovany s peroxiddzou, v roztoku
stabilizujicim proteiny s antimikrobiélni ochranou, obsah 15 ml, (barva
modra). Obsah roziedte ve 100 ml.

. Reagent 4: Substrat TMB , vodny roztok TMB a peroxidu vodiku,
obsah 12 ml, k okamzitému pouZiti.

. Reagent 5: Stop roztok , 0,24M kyselina sirov4, obsah 12 ml,
k okamZzitému pouZziti.

. Standardy: 1ml 10mM pufrovaného solného roztoku obsahujiciho
lidské protilatky proti C. albicans IgA (0, 50 U/ml), nebo IgM (0. 10
U/ml) nebo IgG (0, 12.5, 25, 50 a 100 U/ml), pfipravené k okamzitému
pouZziti.

. Pozitivni kontrolni vzorek , 1ml 10mM pufrovaného solného roztoku
obsahujiciho bud' protilatky IgA, IgM nebo 1gG lidského séra proti C.
albicans. Pfipraveno k okamzitému pouZiti.

. Néavod k pouziti.

5. DalSi pot febnéa vybava

e Zkumavky pro roztoky e« kalibrovany odmérny vélec pro pfipravu
promyvaciho pufru « pfesné pipety a jednorazové Spicky pro davkovani 5 pl,
100 pl a 1 ml » promyvacku mikrotitracnich desti¢ek nebo multiplexni
pipetu, nebo promyvaci naddobu * deionizovana voda ¢ savy papir « ELISA
reader s filtrem 450 nm a pfipadné s referen¢nim filtrem 620 nm

6. Opatfeni
6.1 Bezpe €nostni opat Feni

1. VSechny reagenty v této sadé jsou pouze pro diagnostické pouZiti in
vitro.

2. Tento test muze pouzivat pouze zkuSeny laboratorni persondl. Je
nezbytné presné dodrzet testovaci protokol.

3. Veskery materidl ziskany z lidského téla, ktery byl pouzit pfi pfipravé
standardd a pro pozitivni kontrolni vzorek tohoto vyrobku byl testovan
na pfitomnost protilatek proti HIV, HbsAg a HCV, a byl shledan
negativnim. AvSak Zadna testovaci metoda nem(ze nabidnout
naprostou jistotu, Ze v materialu nejsou pfitomny infekéni latky. Proto
se se vSemi reagenty obsahujicimi material ziskany z lidského téla
musi zachazet jako s materidlem potencialné infekénim. Pfi préaci se
sérem pacienta nebo s produkty vyrobenymi ze séra by laboranti méli
mit rukavice a ochranny odév.

4. Reagenty v této soupravé obsahuji antimikrobialni pfisady a roztok
substratu obsahuje 3,3-5,5-tetramethylbenzidin. Zabrarite potfisnéni
pokozky a vniknuti do o¢i. Pokud dojde k jakémukoli kontaktu,
postizend mista okamzité dikladné oplachnéte velkym mnozstvim
vody

5.  Stop-roztok obsahuje 0,25M kyselinu sirovou. Zabrarite potiisnéni
pokozky a vniknuti do o¢i. Pokud dojde k jakémukoli kontaktu,
postizend mista okamzité dikladné oplachnéte velkym mnozstvim
vody

6. Kazda kapalina, ktera pfisla do kontaktu s potencialné infekénim
materidlem musi byt vyhozena do kontejneru s dezinfekénim
prostfedkem. Likvidace musi byt provadéna v souladu s mistni
legislativou.

6.2 Technicka opat Feni

1.  Stripy a roztoky se nesmi pouzivat, pokud je jejich obal porusen, nebo
pokud roztoky prosakuiji.

2. Pred pouzitim ponechejte vSechny reagenty i mikrotitracni desti¢ku
dosahnout pokojové teploty. Postarejte se o to, aby saek z plastové
félie s nepouzitymi stripy byl dobfe a tésné uzavren, a aby v ném bylo
vysousedlo. Po pouziti jej skladuijte pfi teploté 2 — 8<C.

3. Pfi kazdém testu provedte i pozitivni kontrolu, abyste mohli
monitorovat stabilitu reagentu a spravny prubéh analyzy..

4.  Dusledné dodrzujte pfedepsanou dobu a teplotu inkubace.

5.  Zajistéte, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci mezi jamkami. VSechny
pipety a dalSi zafizeni pouZité pro enzymaticky konjugat ukladejte
zcela mimo reagent substratu.

6.  Pfi davkovani konjugatu nebo substratu pipetou, by se mély nabirat
alikvotni mnozZstvi potfebné pro dany pocet jamek, aby se zabranilo
opakovanému styku Spi¢ek pipet s obsahem ampuli s reagenty.
Nepouzité reagenty nikdy nevracejte zpét do ptvodnich ampuli..

7. Mezi inkuba¢nimi kroky nedovolte jamkam vyschnout.

8.  Presné dodrZujte predepsany postup. Nedostate¢né promyti mize
zpusobit silny faleSny signal.

9.  Béhem vSech inkubacnich krokd zabrarite vystaveni vzorkd pfimému
slune¢nimu zéfeni a zdrojum tepla.

10. Na ampule nasadte spravné barevné uzavéry, abyste zabranili
kfizové kontaminaci.

11. Je dulezité, aby vSechny testované vzorky i pozitivni kontrolni vzorek
byly rozdéleny do jamek bez ¢asové prodlevy. Proto se postarejte o
to, aby byly vSechny vzorky nalezité pfipraveny k davkovani.

7. Skladovatelnost a skladovaci podminky

Soupravu skladujte pfi teploté 2 — 8C. Otev fena souprava zlstava stabilni
po dobu 3 mésicu (nebo, pokud je tato doba kratSi, do vyprSeni Ihaty
exspirace). Zadnou &ast sady nezmrazujte. Skladovatelnost rozfedéného
promyvaciho pufru a fedici kapaliny je 3 mésice, pokud je uloZen v
uzavfené nadobé pfi teploté 2 — 8T.

8. Odbér a ulozeni vzork G

Vzorky sera by se mély pro pouziti dlouhodobé skladovat pfi teploté —20<C.
Zmrazené vzorky se musi po rozmrazeni pfed pouzitim dobfe promichat.
Opakované zmrazovani a rozmrazovani muze ovlivnit vysledky testu. Nesmi
se pouzivat vzorky, které jsou kontaminované mikroby, zahfaté nebo
vzorky, které obsahuji astice pevné hmoty. Pro testy by se nemély pouzivat
silné hemolizované nebo lipemické vzorky.

9. PFiprava reagent
1. Smichejte roztok pro fedéni vzorki (Reagent 1) se 100 ml
destilované vody. Tento zfedény pufr je stabilni po dobu 3 mésicu.
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2. Smichejte promyvaci pufr (Reagent 2) s destilovanou vodou
v poméru 1 : 14, abyste méli dostate¢né mnozstvi pufru pro provedeni
testu.

10. Postup analyzy

1. Redicim roztokem nafedte vzorky v poméru 1 : 200 (napf. 5 ul sera s 1
ml roztoku).

2. Nechejte zfedéné vzorky stat po dobu 30 minut. Roztok pro fedéni
vzorkd obsahuje imunoadsorbent, ktery odstrani protilatky, které
nevznikly reakci na Candida albigans.

3. Pripravte si potfebny pocet stript pro test.

4. Do pfislusnych jamek pipetujte 100 pl standardd, pozitivni kontroly a
zfedény vzorkd od pacient(.

5. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

6. Po 30 minutdch odsajte obsah jamek a tfikrat jamky promyjte
automatickou promyvackou mikrotitracnich destic¢ek nebo pouZijte
manualni promyvaci postup (viz nize). Peclivé promyti je klicem
k dobrym vysledkim. Pfed pokradovanim nechte jamky odkapat na
savy papir. Nenechte jamky vyschnout.

Postup pro ru_€ni promyvani:
Vyprazdnéte jamky obracenim mikrotitraéni desticky. Pomoci
multikanalové pipety nebo promyvaciho hfebinku napliite jamky
promyvacim pufrem. Jamky vyprazdnéte obracenim desticky a
nechejte odkapat na savém papife. Tyto kroky opakuijte jesté tfikrat.

7. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl konjugatu (Reagent 3) . Inkubujte jamky
po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.

8  Po 30 minutach odstrarite obsah jamek a peclivé jamky 4krat promyjte
promyvacim pufrem. Nechejte mikrotitracni desti¢ku odkapat na savém
papiru, abyste odstranili posledni kapky promyvaci kapaliny.

9  Multikanalovou pipetou pfidejte do vSech jamek 100 pl TMB substratu
(Reagent 4). Inkubujte desti¢ku po dobu 10 minut.

10. Do jamek pridejte 100 pl stop-roztoku. Aby byla doby reakce pro
vSechny jamky stejnd, je potfeba do jamek stop-roztok pfidavat ve
stejném poradi v jakém byl do nich pfidavan TMB substrat.

11. Méfte OD kazdé jamky ELISA readerem s filtrem 450 nm. Jako
referenéni filtr je mozno pouzit filtr 620 nm.

11. Kontrola jakosti
Udaje pro kontrolu jakosti jsou uvedena na certifikdtu vydaného pro
pfislusnou Sarzi, ktery je pfilozen k sadé.

Pozitivni kontrolni vzorek ma slouzit pro monitorovani pfipadného selhani
reagentu.

Kazda jamka, ktera je podle spektrometru pozitivni, ale nema viditelné
zabarveni, by méla byt ociSténa ze spodni strany a znovu zméfena
readerem. Pokud jsou zaznamenany hodnoty OD nizsi nez nula, mély by
byt verifikovany pouzité vinové délky, reader by mél byt opét vynulovan a
méreni je tfeba zopakovat.

12. Interpretace vysledk @

1gA

Sestrojte kalibra¢ni kfivku OD pro standardy 0 a 50 U/ml. Z této kfivky
odectéte hodnoty meéfenych vzork(. V naSi laboratofi jsme stanovili
prozatimni hodnoty nizsi nez 10 U/ml. Pacienti s hodnotami IgA nad 10
U/ml pravdépodobné prodélali nebo pravé prodélavaji infekci Candidou.

aM

Sestrojte kalibra¢ni kfivku OD pro standardy 0 a 50 U/ml. Z této kfivky
odectéte hodnoty testovanych sér. Vzorky s hodnotou optické hustoty nad
10 U/ml jsou pozitivni na C. albigans IgM. Pfitomnost protilatek je
indikatorem reakce hostitele na nedavnou infekci Candidou, ale vysledky
musi byt vzdy vyhodnoceny s ohledem na klinické informace o pacientovi.

aG

Sestrojte kalibra¢ni kfivku OD pro standardy. Z této kfivky odecététe hodnoty
testovanych sér. Pro Candida IgG jsme ur€ili normalni hodnoty nizsi nez 30
U/ml. PFitomnost protilatek Candida IgG je indikatorem reakce hostitele na
infekci Candidou, ale vysledky musi byt vzdy vyhodnoceny s ohledem na
klinické informace o pacientovi.

13. Omezeni a limity tohoto postupu

1. Pozitivni test nemusi nezbytné indikovat infekci protoze protilatky proti
druhdm rodu Candida mohou byt detekovany i u neinfikovanych
jedinc, ktefi byli vystaveni kvasinkam.

2. Testy nejsou schopny rozlisit protilatky vytvofené béhem mukdzni
kolonizace od téch, které se vytvorily produktd béhem silné infekce.
V disledku toho se protilatky nachazeji u mnoha hospitalizovanych
pacientm, ktefi zjevné nebyli infikovani Candidou.

3. Negativni vysledky testu podobné nezbytné nevylou¢i moznost pevné
usazenou kandidézu u pacientd s oslabenym imunitnim systémem,
ktefi nejsou schopni si pfisludné protilatky vytvorit.

4. Testy na pFitomnost protilatek maji diagnostickou hodnotu, za toho
predpokladu, Ze vysledky jsou interpretovany opatrné a s souvislosti
s dalSimi klinickymi a laboratornimi nalezy. Nejuzite¢né&jsi jsou tehdy,
kdy se po urcitou dobu provadi série testu v pravidelnych intervalech.

Velké mnozstvi protilatek nebo jejich nahly nardst ukazuje na infekci
a naopak jejich snizeni indikuje uzdravovani.

14. Charakteristiky testu

Efektivnost testu Candida 1gG ELISA byla testovana s pouzitim vzorkd
dodanych firmou UK NEQAS. Obdrzené vysledky byly porovnany s danymi
reakcemi (DR), které byly ziskany spole¢né se vzorky. Viz tabulka.

DR + DR-
Candida IgGELISA + 5 1
Candida IgG ELISA - 1 12

15. Opakovatelnost

Candida IgA ELISA

Koeficient odchylky v ramci analyzy: 4 - 8%
Koeficient odchylky v mezi analyzami: 5 - 12%

Candida IgM ELISA
Koeficient odchylky v rdmci analyzy: 4 - 6%
Koeficient odchylky v mezi analyzami < 12% %

Candida 1gG ELISA
Koeficient odchylky v rdmci analyzy: 4 - 7%
Koeficient odchylky v mezi analyzami < 12%

Shrnuti Metody

e Sérum zfedte v poméru 1 : 200 fedicim roztokem (Reagent 1).

*  Inkubujte vzorky v  Fedicim roztoku po dobu 30 minut.

»  Pridejte standardy (podle pozadavku), pozitivni vzorek a zfedéné
vzorky do jamek mikrotitracni desticky.

¢ Inkubujte po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.

e Jamky trkrat promyjte.

* Do kazdé jamky pfidejte 100 pl konjugéatu (Reagent 3).

* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

e Jamky ctyrikrat promyjte.

e Do kazdé jamky pridejte 100 pl substratu TMB (Reagent 4).

e Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut.

e Do kazdé jamky pridejte 100 pl stop-roztoku (Reagent 5) .

e Méfte na ELISA readeru s filtrem 450 nm (jednoducha vinovéa délka)
nebo s filtry 450 a 620 nm (dvojita vinova délka).
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