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Urcené pouZiti:

Hemkit Candida IHA je nepfimy hemaglutinacni test pro kvalitativni detekci
specifickych lidskych protilatek proti Candida albicans (IgM, IgA a IgG).

Diky své vysoke citlivosti je Hemkit Candida IHA vhodny pro sledovani pacientt
vystavenych mykdéze (1) a pro v€asnou detekci mykotické infekce.

Nespecifické reakce se vyskytuji ziidka a Ize je eliminovat specialni absorpci.

Shrnuti:

Candida albicans je oportunni patogenni kvasinka o velikosti 4 - 8 um. Patii k
"normalni" flote sliznic zevnich pohlavnich organii a dychacich a travicich cest a je
soucasti "normalni" flory a traviciho traktu lidi a zvitat.

U osob se snizenou imunitou (napi. v disledku infekce HIV, imunosuprese, stresu
atd.) nebo pfi 1écbé antibiotiky ¢i chemoterapii se Candida albicans mize stat
patogenni.

Infekce (kandidova mykoza, kandidoza, kandid6za) mlize byt povrchova a mistni
nebo invazivni a systémova.

Princip testu:

Ovc¢i erytrocyty byly senzibilizovany slozkami bunécné stény Candica albicans,
sérotyp A. Séra pacienti obsahujici protilatky proti C. albicans zpusobuji
aglutinaci erytrocytll. Vzhledem k tomu, ze maji podobnou antigenni strukturu,
protilatky proti C. tropicalis, C. parapsilosis

a Turolopsis (C. glabrata). Test reaguje s protilatkami t¥id IgM, 1gG a IgA a v
nékterych piipadech také s komplexy antigen/protilatka.

Skladovani:

Vsechny oteviené i1 neoteviené slozky soupravy jsou stabilni do data expirace pii
teploté +2....8°C.

Testovaci a kontrolni bunky skladujte vzdy ve svislé poloze, aby nemohly
vyschnout.




Reagencie, bezpecnostni pokyny a symboly

Soucdasti a popis MnoZzstvi | Bezpecnost | Symboly
ni pokyny

Testovaci buriky TC
Pted pouzitim dobfe protiepejte -
Kapalny, pfipraveny k pouziti

Stabilizované ov¢i bunky, senzibilizované bunécnou
sténou

ze slozek C. albicans typu A

Koncentrace 0,5 % v fedidle

Cerveny §roubovaci uzavér

3x10ml | AB

Kontrolni buiiky CC
Pted pouzitim dobfte protiepejte
Tekuty, pfipraveny k pouziti 1x10ml | AB
Nesenzibilizované ov¢i buiiky. Koncentrace 0,5 % v ’
fedidle

Modry Sroubovaci uzaveér

Redidlo DI

Pro fedéni pacientskych sér n
Fosfatovy pufrovany roztok s krali¢imi proteiny ehliivinll | LRE -

Bily Sroubovaci uzaveér

Pozitivni kontrola PC
Zviteci kontrolni sérum se specifickymi protilatkami PC
proti C. albicans. 1x0,5ml | A, B, C
Titer: viz etiketa.

Cerveny Sroubovaci uzaveér

Negativni kontrola NC

Tekuty, ptipraveny k pouziti
Lidské sérum zdravého darce krve
Bezbarvy Sroubovaci uzavér

1x0,5ml | A,B,D NC
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Cislo 3arze Jf Skladovani pfi x - x °C

;E.E

Vyrobce g Stabilni do

Cislo vyrobku Obsahuje

Bezpecnostni pokyny

A: Sodiumazid v koncentraci 0,1 % je povazovan za nebezpecny.
H302: Zdravi skodlivy po poziti.
EUHO032: Pti styku s kyselinou vznik toxického plynu.

B: Obsahuje material z Zivo€iSnych zdroji. Ackoli je pouze material ze zdravych zvitat
pouzity, mély by byt tyto materidly obecné povazovany za potencialné infekéni a mélo by
s nimi byt odpovidajicim zptisobem nakladano.



C: Obsahuje BSA. Zvirata, kterd byla pouzita k vyrobé BSA, byla prostd infek¢nich
nakazlivych chorob.
Nicméné materidly ze zvitecich zdrojii by mély byt obecné povazovany za potencidlné
infek¢ni a mélo by s nimi byt odpovidajicim zpiisobem nakladano.

D: Obsahuje material lidského ptivodu.
Ackoli slozky byly testovany na pfitomnost HbsAg a protilatek proti HIV-1, HIV-2 a
HCV a byly shledany negativnimi, mély by byt obecné¢ povazovany za potencidlné
infek¢ni a mélo by s nimi byt odpovidajicim zpiisobem nakladano.

Veskery obsah soupravy by mél byt zlikvidovan v souladu s federalnimi, statnimi a mistnimi
piedpisy pro likvidaci odpadu!

Pozadované materialy, které nejsou soucasti testovaci sady
Mikrotitracni desticky ve tvaru pismene U

Pipety s jednorazovymi Spickami (napt. 10-100 ul)
Jednorazové ochranné rukavice

Vzorek:

Prednostné by mél byt pouzit Cerstvé odebrany vzorek (sérum, plazma nebo mozkomisni mok).
Vzorek lze skladovat pfi teploté 2-8 °C po dobu az 5 dnid. Pro dlouhodobé skladovéani (né¢kolik
mesicll) by mél byt vzorek uchovavan v alikvotech pii -20 °C. Vyvarujte se opakovaného
rozmrazovani a zmrazovani.

Kontaminovany vzorek muze vést k faleSné pozitivnim nebo negativnim vysledklim a nemé¢l by
byt pouzit.

Pracovni postup:

Pred pouzitim vSechny reagencie vytemperujte .

e Pouzivejte pouze Cerstva, nativni séra.
e Oznacte destiCky s U-jamkami.

Titrace séra pacienta a kontrolniho séra ( 10 jamek):

1. Diluent
jamka 1 150 pl
jamka 2 200 pl
jamka 3 50 ul kazda

2. Vzorky a pozitivni kontrola
jamka 1 50 ul dobte promichat

3. Redéni
Pteneste 50 pl z jamky 1 do jamky 2, promichat a pfeneste 50 ul z jamky 2 do
jamky 4. Dobtfe promichejte a udé€lejte timto zplisobem dalsi fedéni az do
jamky 10; z jamky 10 odstrante 50 pl.
Pro kontrolu séra: preneste 50 pl z jamky 2 do jamky 3, dobi'e promichejte
odstrarnte 50 pl z jamky 3.



4. Testovaci buikky (dobre promichejte)
jamky 4-10 50 ul

5. Kontrolni buiiky (dobfe promichejte)
jamka 3 50 ul

Pohybujte destickou 2 minuty, potom pfikryjte a inkubujte alesponi 3 hodiny pri
laboratorni teploté.

Konecné odecitani: po inkubaci pres noc pri pokojové teploté.

Schéma titrace séra pacienta a kontrol (hodnoty v pl)

Jamka ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8. .10
Diluent 150 200 50 50 50 50 50 50 50
Serum/pos.kontr. | 50 - | . — — — — — — —
Redéni 1 4 20 40 40 80 160 320 640 2560
Kontrolni buiiky 50

Testovaci burky 50 50 50 50 50 ...50
Konecné Fedéni 1 80* 80 160 320 640 1280 | 5120

* Kontrola séra

Odecitani a interpretace

Patognomonicky dutlezité jsou titry zvySujici se v krocich po nejméné 2 titrech.
U pacienti s imunosupresi a u vSech pacienti s naruSenou syntézou
imunoglobulini je niz8i hladina imunoglobulind nez u pacientd s imunosupresi.

U téchto pacientldl jsou nizsi titry rovnéz vyznamné. V téchto ptipadech se je
nezbytné provést titraci séra s poc¢atecnim fedénim 1:10.

Normalni hodnota: < 1:160

Vysledky byly ziskany vySettenim pozitivni kontroly a certifikat kontroly kvality.

*Poznamky ke kontrole séra:

Pokud je v jamce 3 pozitivni reakce, musi byt vzorek zpracovan metodou absorpce
kontrolnimi buiikami a znovu otestovan (postup viz strana 5 a 6).

Jsou mozné nasledujici vysledky hemaglutinace:
Jemna vrstva z bun¢k pokryvajici celé dno, 4+
nckdy s ohnutymi okraji.

Jemna vrstva bun¢k pokryvajici ¢ast dna. 3+




Jemna matné vrstva bunék pokryvajici ¢ast dna, 2+
obklopena jemnym krouzkem erytrocytu.

Hladka vrstva z bunék se Sirokym erytrocytarnim prstencem, 1+
pokryvajici méné€ nez polovinu dna.

Ztetelny erytrocytarni prstenec (nékdy s malym otvorem), -
nebo knoflik z bunék.

Interpretace podle Certifikatu kontroly kvality.

Testovaci postup s absorpci

Odeberte 10 pl séra + 90 pl kontrolnich bunék; inkubujte 30 minut pti pokojoveé
teploté.

Odstied’ujte 10 minut pti 3000 otackéach za minutu.

Poznamka: vzorek séra se fedi v supernatantu 1:10. Toto fedéni pouZzijte pro
opakované testovani.

Testujte v 10 krocich Fedéni:

1.

Diluent

jamky 3-10 50 pl do kazdé

Vzorek (po absorpci)

jamka 3 50 ul, dobie promichejte
Redéni

Pteneste 50 ul z jamky 3 do jamky 4, proved’te dalsi fedéni az do jamky 10;
zlikvidujte. 50 pl z jamky 10.

Kontrolni bunky (dobre promichejte)
jamka 3 50 ul

Testovaci buiiky (promichejte jamku)
jamky 4-10 50 pl do kazdé

Desti¢ku 2 minuty michejte, zakryjte a inkubujte nejméné 3 hodiny pri pokojové
teploté.
Konec¢né odecitani: Po inkubaci pres noc pri pokojové teploté.



Schéma titrace séra pacienta a kontrol (hodnoty v pl)

Jamka ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8. .10
Diluent 150 200 50 50 50 50 50 50 50
Serum/pos.kontr. | 50 - | . — — — — — — —
Redéni 1 4 20 40 40 80 160 320 640 2560
Kontrolni bunky 50

Testovaci burky 50 50 50 50 50 ...50
Kone¢né redéni 1 80* 80 160 320 640 1280 | 5120

* Kontrola séra

Omezeni testu:
Vysledky sérologickych testi musi byt vzdy vnimany a hodnoceny v kontextu
klinického stavu, ptiznakl a udaji o daném pacientovi.

e Pozitivni vzorky by mély byt potvrzeny pomoci testovacich systémi
specifickych pro IgM, IgA a IgG (napt. ELISA).

e Ve vzacnych piipadech mohou byt faleSné¢ negativni reakce zpisobeny
prozonalnim fenoménem. Vzorky, které vykazuji prozondlni fenomén,
obvykle vykazuji maly krouzek, Casto v prvnim stupni fedéni, zatimco dalsi
stupné fedéni jsou pozitivni. (Siroké erytrocytdrni krouzky nebo hladké
rohoze). V pfipadé¢ podezieni na prozonovy jev vzorky by mély byt
testovany ve vyssich pocatecnich fedénich (napft. od 1 : 160).

Interferujici latky:

Nebyly pozorovany Zadné interference do 2 mg /ml pro hemoglobin, 0,2 mg/ml
pro bilirubin.

a 32 mg/ml pro triglyceridy. Nicméné iktericke, hemolytické a lipemické vzorky
by se, pokud mozno, nemély pouzivat.

Kontrola kvality:

Pozitivni a negativni kontrola musi dosahovat titri uvedenych na Stitcich rezidui.
Je pripustna odchylka + 1 titracni stupen.

Hodnoceni viz Certifikat kontroly kvality.




Provedeni testu:

1. Specificita
Specificnost je 98,2 % a byla stanovena na zdklad¢ ptfedem proveéiené populace
vzorkl. (n= 56), protoze prevalence Candida albicans je vysoka.

2. Senzitivita
Citlivost je 97,2 % u vzorki (n=71), které¢ byly testovdny a povazovany za
pozitivni v externi rutinni laboratofi.

Odkazy:

1. E. Werle, R. Kappe, W. Fiehn und H.-G. Sonntag. Nachweis von Anti-Candida-
Antikorpern der Klassen IgM, IgG und IgA mittels Enzymimmunoassays in
sequentiellen Serumproben hospitalisierter Patienten. Mycoses 37, 71-78 (1994)
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