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PLATELIA™ CANDIDA Ag 
 
96 TESTOV:  62798  
 
PLATELIA™ CANDIDA Ag JE IMUNO-ENZYMATICKÝ SENDVIČOVÝ 
MIKROPLATNIČKOVÝ TEST NA DETEKCIU MANANOVÉHO ANTIGÉNU 
CANDIDY V SÉRE 
 

 
 
1 POUŽITIE 
Platelia™ Candida Ag je imuno-enzymatický sendvičový mikroplatničkový test na detekciu 
cirkulujúceho mananového antigénu Candidy vo vzorkách séra.  
 
2 INDIKÁCIE 
Platelia™ Candida Ag (kat. č. # 62798) je test, ktorý v kombinácii s testom Platelia™ Candida 
Ab/Ac/Ak (kat. č. # 62799) umožňuje skôr diagnostikovať invazívnu kandidózu a zároveň zvyšuje 
citlivosť diagnostiky a používa sa ako súčasť kompletného diagnostického postupu na získanie 
klinických a mykologických údajov a vyhodnocovanie vrodených a iatrogénnych rizikových faktorov 12. 
Táto kombinácia je taktiež súčasťou systému klinického a laboratórneho monitorovania za účelom 
určenia vhodnej liečby. 
 
3 STRUČNÉ VYSVETLENIE 
Candidové infekcie sú najčastejšou formou nemocničných hubových infekcií 2. Invazívne formy 
predstavujú najzávažnejší druh infekcie s úmrtnosťou od 30 do 70% u imunodeficientnych pacientov 10. 
Kvôli nejednoznačnosti klinických symptómov a nízkej citlivosti kultúr je určovanie diagnózy invazívnej 
candidovej infekcie veľmi ťažké, a to aj napriek značnému pokroku v tejto oblasti v poslednom období. 
Diagnostika invazívnej kandidózy, ktorej účelom je stanovenie vhodnej liečby, býva zvyčajne založená 
na kombinovanej analýze klinických a mykologických údajov a rizikových faktorov 7. Z toho dôvodu 
musí diagnostika systémovej kandidózy vždy zahŕňať sérologické metódy aj priame mykologické 
metódy. Detekcia cirkulujúcich antigénov v sére zvyšuje spoľahlivosť diagnostiky candidovej infekcie, 
najmä u imunodeficientnych pacientov. Manan, jeden z candidových antigénov, je polysacharid 
nekovalentne naviazaný na bunkovej stene kvasinky a predstavuje viac ako 7 % suchej hmotnosti      
C. albicans 3. Tento antigén sa javí ako jeden z hlavných znakov invazívnej kandidózy 6. 
 
4 PRINCÍPY METODIKY 
Platelia™ Candida Ag je je jednofázový imuno-enzymatický sendvičový mikroplatničkový test, ktorý 
slúži na kvantitatívnu alebo kvalitatívnu detekciu cirkulujúceho mananového antigénu v ľudskom sére. 
Pri teste sa využíva potkania monoklonálna protilátka EBCA-1, namierená proti Candida α 1-5 
oligomanozidom, ktorá bola opísaná v starších štúdiách 1, 5, 11. Táto monoklonálna protilátka slúži na: 
• pokrytie jamiek na mikroplatničke a naviazanie mananového antigénu, 
• detekciu antigénu naviazaného na senzitívnu mikroplatničku (konjugačná reagencia: 

monoklonálna protilátka s naviazanou peroxidázou).  
Vzorky séra sa zahrejú za prítomnosti EDTA, za účelom disociácie imunokomplexov a vyzrážania 
sérových proteínov, ktoré by mohli ovplyvňovať test.  
Takto upravené vzorky séra a konjugát sa pridajú do jamiek potiahnutých vrstvou monoklonálnej 
protilátky a inkubujú sa. Za prítomnosti mananového antigénu sa formuje komplex v zložení 
monoklonálna protilátka – manan –  monoklonálna protilátka/peroxidáza. Stripy sa opláchnu, aby sa 
odstránil všetok nenaviazaný materiál. Potom sa pridá substrátový roztok, ktorý zreaguje s komplexmi 
naviazanými na jamku a vytvorí modrú reakciu. Enzymatická reakcia sa zastaví po pridaní kyseliny, 
pričom sa modrá farba zmení na žltú. Absorbancia (optická hustota) vzoriek, kontrolných roztokov a 
kalibračných roztokov sa určuje  pomocou spektrofotometra nastaveného na vlnovú dĺžku 450 
a 620 nm.  
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Test je možné vykonávať vo dvoch režimoch: 
• Kvantitatívny režim: stanovenie kalibračnej krivky podľa 4 kalibračných roztokov: 2,0, 1,0, 0,5 

a 0,25 ng/ml. Výsledky analýzy vzoriek sa vyjadria v ng mananu na ml séra. 
• Kvalitatívny režim: použijú sa iba dva kalibračné roztoky: 0,25 ng/ml a 0,5 ng/ml; porovnaním 

optickej hustoty (OD) testovaných vzoriek a OD dvoch kalibračných roztokov sa získa výsledok testu 
ako negatívne, slabo pozitívne alebo pozitívne sérum. 
 

5 REAGENCIE 
Platelia™ Candida Ag: produkt č. 62798 (96 testov) 
Súpravu skladujte pri teplote +2 až +8°C. Pred použitím nechajte všetky reagencie zohriať na izbovú 
teplotu (+18 až +25°C). Po použití všetky reagencie okamžite vráťte na miesto s teplotou +2 až +8°C. 
Nepoužité stripy/platničky vráťte do vrecúška a uzavrite ho. Neodstraňujte desikant. Stripy použite do 
5 týždňov od prvého otvorenia vrecúška. Po zriedení môže byť pracovný roztok na premývanie 
skladovaný 14 dní pri teplote +2-8°C. Všetky ostatné reagencie sú po otvorení stabilné až do dátumu 
exspirácie. Reagencie sa dodávajú v množstve postačujúcom na 96 testov maximálne v 6 dávkach. 
  

Zložka Obsah Množstvo 
R1 Mikrojamková 

stripová 
platnička 

- 96 jamiek (12 stripov po 8 jamkách) potiahnutých 
antimananovou monoklonálnou protilátkou EBCA-1 

1 platnička/ 
12 x 8 jamiek 

R2 Koncentrovaný 
roztok na 
premývanie (10x) 

- Tris-NaCl (pH 7,4) 
- 1% Tween® 20 
- Konzervačná látka: 0,01% thimerosal 

1 x 100 ml 

R3 Negatívne 
kontrolné 
sérum 
 

- Ľudské kontrolné sérum negatívne na manan, 
používané ako negatívny kontrolný roztok a riedidlo 
pre štandardné sérum pri príprave kalibračných 
bodov 1,0, 0,5 a 0,25 ng/ml pri kvantitatívnom teste 
a na prípravu kalibračného séra pri kvalitatívnom 
teste (pozri časť „10. Postup“). 

- Negatívne na protilátky anti-HIV-1, anti-HIV-2, anti-
HCV a antigén HBs 

- Konzervačná látka: < 0,1% azid sodný 

 
 

R4 Kalibračné 
sérum 

- Ľudské sérum obsahujúce 2,0 ng/ml mananu, 
používané na prípravu kalibračných roztokov 1,0, 0,5 
a 0,25 ng/ml pri kvantitatívnom teste a na prípravu 
kalibračného séra pri kvalitatívnom teste (pozri časť 
„10. Postup“) 

- Negatívne na protilátky anti-HIV-1, anti-HIV-2, anti-
HCV a antigén HBs 

- Konzervačná látka: < 0,1% azid sodný 

2 x 2 ml 
 

R5 Pozitívne 
kontrolné 
sérum 
 

- Ľudské sérum obsahujúce 0,5 až 1,5 ng mananu 
- Negatívne na protilátky anti-HIV-1, anti-HIV-2, anti-

HCV a antigén HBs 
- Konzervačná látka: < 0,1% azid sodný 

1 x 2 ml 
 

R6 Konjugát 
(pripravený na 
použitie) 

- Anti-mananová monoklonálna protilátka značená 
peroxidázou 

- Konzervačná látka: 0,01% thimerosal 

1 x 8 ml 

R7 Roztok 
na spracovanie 
Séra (pripravený 
na použitie) 

- Roztok kyseliny EDTA, bez konzervačných látok 1 x 10,5 ml 

R8 TMB 
Substrátový pufor 
(pripravený na 
použitie) 

- Roztok kyseliny citrónovej a octanu sodného, pH 5,2 
- 0,009% peroxid vodíka 
- 4% dimetylsulfoxid (DMSO) 

1 x 60 ml 
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R9 Chromogén:  

TMB roztok 
(koncentrovaný) 

- 90% roztok dimetylsulfoxidu (DMSO) s obsahom 
0,6% tetrametylbenzidínu (TMB)* 

1 x 1 ml 

R10 Zastavovací 
Roztok 
(pripravený na 
použitie) 

- 1,5 N kyselina sírová (H2SO4) 1 x 12 ml 

 Viečka platničiek - Priľnavé viečka na mikroplatničky 1 x 4 viečka 
 
*Poznámka: TMB (tetrametylbenzidín) je nekarcinogénny a nemutagénny chromogén pre peroxidázu.  
 
6 UPOZORNENIA PRE POUŽÍVATEĽOV 

1. Určené na diagnostiku in vitro.  
2. Len na profesionálne použitie.   
3. Túto súpravu neodporúčame používať na testy iného ako ľudského séra.  
4. Materiál ľudského pôvodu použitý pri príprave reagencií bol testovaný na prítomnosť protilátok 

anti-HIV-1, anti-HIV-2 a anti-HCV aj antigénu HBs, pričom výsledky testov boli negatívne. 
Keďže žiadna metóda nemôže absolútne zaručiť neprítomnosť infekčných zložiek, považujte 
reagencie ľudského pôvodu a vzorky pacientov za potenciálne schopné šíriť infekciu. Počas 
všetkých testov dodržiavajte preventívne opatrenia odporúčané pre krvné patogény.  

5. Pri práci s reagenciami zo súpravy a vzorkami od pacientov používajte ochranné oblečenie 
a jednorazové rukavice. Po vykonaní testu si dôkladne umyte ruky.  

6. Nepipetujte ústami.  
7. Nefajčite, nepite a nejedzte na miestach, kde sa pracuje so vzorkami alebo reagenciami.  
8. Zabráňte vyliatiu vzoriek alebo roztokov obsahujúcich vzorky.  
9. Rozliaty biologický materiál neobsahujúci kyseliny dôkladne odstráňte pomocou účinného 

dezinfekčného prostriedku. Môžete použiť dezinfekčné prostriedky, ako roztok 10% bielidla 
(0,5% roztok chlórnanu sodného), 70% etanolu alebo 0,5% prostriedku Wescodyne™. 
Rozliaty roztok s obsahom kyseliny utrite dosucha, alebo neutralizujte uhličitanom sodným 
a následne odstráňte pomocou niektorého z chemických dezinfekčných prostriedkov. 
Materiály použité pri utieraní zlikvidujte ako nebezpečný biologický odpad.  
UPOZORNENIE: Do autoklávu nevkladajte roztoky obsahujúce bielidlo.  

10. Všetky vzorky a materiály použité pri teste likvidujte tak, ako keby obsahovali infekčné zložky. 
Pri likvidácii dodržiavajte všetky predpisy týkajúce sa likvidácie odpadu.  

11. Niektoré reagencie obsahujú konzervačnú látku azid sodný. Azid sodný môže v laboratórnych 
potrubiach vytvárať azidy olova alebo medi. Tieto azidy sú výbušné. Aby ste zabránili 
hromadeniu azidov, po vyliatí inaktivovaného roztoku obsahujúceho azid do odtoku, potrubia 
dôkladne prepláchnite vodou. 

12. UPOZORNENIE:  
Kyselina sírová (H2SO4) 1,5 N a DMSO (dimetylsulfoxid) 90% 
R36/38: Dráždi oči a pokožku. 
S:2-26-30: Uchovávajte mimo dosahu detí. Pri styku s očami okamžite vypláchnite 
veľkým množstvom vody a vyhľadajte lekársku pomoc. Do tohto výrobku nikdy 
neprilievajte vodu.  

13. Zabráňte styku TMB substrátového pufra, chromogénu, TMB roztoku a zastavovacieho 
roztoku s očami, pokožkou a sliznicami (hrozí otrava, podráždenie a popálenie).  

14. Karta bezpečnostných údajov (MSDS) k dispozícii na požiadanie. 
 

7 PREVENTÍVNE OPATRENIA 
1. ZMRAZENÉ VZORKY SÉRA USKLADNENÉ V NEZNÁMYCH PODMIENKACH MÔŽU 

DÁVAŤ FALOŠNÉ POZITÍVNE VÝSLEDKY KVÔLI KONTAMINÁCII HUBAMI 
A BAKTÉRIAMI.  

2. Súpravu ani žiadne reagencie nepoužívajte po dátume exspirácie.  
3. S výnimkou koncentrovaného roztoku na premývanie (R2) a zastavovacieho roztoku (R10), 

nemiešajte reagencie z iných súprav, ktoré majú rôzne čísla šarže.  
4. Pred použitím ponechajte všetky reagencie minimálne 15 minút pri izbovej teplote.  
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5. Pri príprave roztokov reagencie dôkladne premiešajte, pričom dávajte pozor, aby nedošlo k 
mikrobiologickej kontaminácii.  

6. Nevykonávajte analýzu za prítomnosti reaktívnych výparov (kyslé, alkalické výpary a výpary 
aldehydov) alebo prachu, ktoré by mohli ovplyvniť enzymatickú aktivitu konjugátu.  

7. Pri príprave reakčného roztoku substrát-chromogén používajte jednorazové polypropylénové 
plastové nádoby. Ak je nutné použiť sklenený materiál, umyte ho najprv 1N kyselinou 
chlorovodíkovou, opláchnite destilovanou vodou a vysušte.  

8. Pri ručnom pipetovaní kontrolných roztokov a vzoriek používajte samostatné špičky, aby 
nedošlo k prenášaniu materiálu.  

9. Aby ste zaistili riadne premytie jamiek, vykonajte odporúčaný počet premývacích cyklov, 
pričom dbajte na to, aby sa všetky jamky celkom naplnili a potom úplne vyprázdnili. Čistenie 
nevykonávajte ručne pomocou fľaše.  

10. Zabráňte vyschnutiu mikroplatničky v dobe medzi ukončením premytia a pridaním reagencie.  
11. Nepoužívajte rovnakú nádobu na konjugát aj na substrátový roztok.  
12. Nedovoľte, aby konjugát a reakčný roztok substrát-chromogén prišli do styku s kovom alebo 

kovovými iónmi.  
13. Chromogén: TMB roztok a reakčný roztok substrát-chromogén nevystavujte silnému svetlu 

počas skladovania alebo inkubácie. Nedovoľte, aby chromogénové roztoky prišli do styku s 
oxidačnými činidlami.  

14. Nedovoľte, aby zastavovací roztok prišiel do styku s oxidačnými činidlami. Nedovoľte, aby 
zastavovací roztok prišiel do styku s kovmi alebo kovovými iónmi.  

15. Obmedzte čas vystavenia roztokov (sér, roztoku na spracovanie séra, konjugátu) 
a otvorených nádob (platničiek, skúmaviek, pipiet) pôsobeniu vzduchu.  

16. Nespotrebovaný konjugát nelejte späť do pôvodnej nádoby.  
17. Reakčný roztok substrát-chromogén musí byť bezfarebný. Ak sa po nariedení reagencie 

objaví modré zafarbenie, znamená to, že reagencia je kontaminovaná a nesmie byť použitá. 
Takúto reagenciu zlikvidujte a pripravte si novú.  

 
8 PRÍPRAVA A SKLADOVANIE REAGENCIÍ 
 
Mikrojamková stripová platnička (R1) 
Po otvorení vrecúška s platničkou sú stripy s mikrojamkami stabilné 5 týždňov, ak sú skladované pri 
teplote +2-8°C v dôkladne uzavretom originálnom vrecúšku s vloženým desikantom. 
 
Roztok na premývanie (R2) 
Pracovný roztok na premývanie pripravte zmiešaním jedného dielu koncentrovaného premývacieho 
roztoku  s 9 dielmi sterilnej deionizovanej alebo destilovanej vody. Pripravte si dostatočné množstvo 
pracovného roztoku na premývanie na vykonanie celého testu (80 ml na jeden strip:  8 ml R2 + 72 ml 
destilovanej vody).  
Pracovný roztok na premývanie môžete skladovať 14 dní pri teplote +2-8°C. Po otvorení je 
koncentrovaný roztok na premývanie, skladovaný pri teplote +2-25°C bez prítomnosti kontaminácie, 
stabilný až do dátumu exspirácie vyznačeného na štítku. 
 
Reakčný roztok substrát-chromogén (R8+R9) 
Reakčný roztok substrát-chromogén pripravte zmiešaním jedného dielu koncentrovaného chromogénu 
(TMB roztoku – R9) s 50 dielmi TMB substrátového pufru – R8. Pripravte si 2 ml reakčného roztoku 
substrát-chromogén na jeden strip: 40 µl roztoku R9 + 2 ml roztoku R8.  
Získaný roztok je stabilný 6 hodín pri skladovaní v tme pri izbovej teplote (+18-25°C). Po otvorení sú 
reagencie R8 a R9, skladované pri teplote +2-8°C bez prítomnosti kontaminácie, stabilné až do 
dátumu exspirácie vyznačeného na štítku. 
 
Negatívne kontrolné sérum (R3), kalibračné sérum (R4), pozitívne kontrolné sérum (R5), 
konjugát (R6), roztok na spracovanie séra (R7) a zastavovací roztok (R10) 
Po otvorení sú reagencie R3, R4, R5, R6, R7 a R10, skladované pri teplote +2-8°C bez prítomnosti 
kontaminácie, stabilné až do dátumu exspirácie vyznačeného na štítku. 
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9 ODBER VZORIEK 
Pri odoberaní vzoriek postupujte v súlade so štandardnými laboratórnymi postupmi. Test sa vykonáva 
na sére. Vzorky séra nesmú byť kontaminované hubovými spórami ani baktériami. Vzorky prenášajte 
a skladujte v uzavretých skúmavkách, bez prístupu vzduchu. Pred vykonaním testu sa vzorky môžu 
skladovať 24 hodín pri teplote +2-8°C. V prípade potreby dlhšieho skladovania sérum skladujte pri 
teplote -70°C. 
Vzorky séra môžete vystaviť maximálne 3 cyklom zmrazenia/rozmrazenia. Rozmrazené vzorky pred 
vykonaním testu dôkladne premiešajte. 
Na výsledky testu nemajú vplyv vzorky obsahujúce 90 g/l albumínu, 200 mg/l bilirubínu, lipemické 
vzorky obsahujúce ekvivalent 360 g/l trioleínu (triglycerid) a hemolyzované vzorky obsahujúce 200 g/l 
hemoglobínu.  
Sérum nezbavujte komplementu. 
 
 
10 POSTUP 
 
Materiál, ktorý je súčasťou dodávky 
Pozri časť „REAGENCIE“.  
 
Potrebný materiál, ktorý nie je súčasťou dodávky 

1. Sterilná alebo deionizovaná voda na riedenie koncentrovaného roztoku na premývanie.  
2. Savý papier.  
3. Jednorazové rukavice.  
4. Ochranné okuliare.  
5. Chlórnan sodný (bielidlo) a hydrogén uhličitan sodný.  
6. Nastaviteľné alebo prednastavené pipety alebo multipipety na meranie a nanášanie objemov 

50 µl, 100 µl, 300 µl a 1000 µl.  
7. 1,5 ml polypropylénové mikrocentrifúgové skúmavky so vzduchotesnými uzávermi 

odolávajúce zahriatiu na 120°C (v termostate) alebo 100°C (pri kúpeli vo vriacej vode):  
• Skúmavky so závitovým uzáverom: 1,5 ml kónické skúmavky, Bio-Rad kat. č. # 224-0010 

alebo ekvivalent. 
ALEBO 
• Skúmavky s rýchlouzáverom: Skúmavky EZ Micro Test, 1,5 ml, Bio-Rad kat. č. # 223-9480 

alebo ekvivalent. 
• Poistky uzáverov mikroskúmaviek: VWR kat. č. # 6054001 alebo ekvivalent. Tieto poistky 

bezpečne upevnia rýchlouzávery na skúmavkách, ktoré by sa mohli zmenami teploty a 
tlaku otvoriť, a tiež umožnia jednoducho skúmavky vytiahnuť z termostatu alebo z kúpeľa 
vo vriacej vode. 

8. Laboratórna stolová centrifúga na 1,5 ml polypropylénové skúmavky s odstredivou silou do 
10 000 g. 

9. Ak sa pri spracovávaní séra používa termostat: 
• Termostat. Odporúčame tieto modely: 

- jednokomorový model: Grant kat. č. # QBD1 (VWR kat. č. # 460-0074)  
- dvojkomorový model: Grant kat. č. # QBD2 (VWR kat. č. # 460-0076) 

• Blok do termostatu: v oboch typoch termostatu (QBD1 a QBD2) používajte bloky Grant kat. 
č. # QB-E1 (VWR kat. č. # 460-8517)  

Ak sa pri spracovávaní séra používa vodný kúpeľ: 
• Okrúhly plávajúci mikrocentrifúgový podstavec na 1l kadičku.  
• Vodný kúpeľ s teplotou 100°C. 

10. Trepačka Vortex.  
11. Inkubátor na mikroplatničky s teplotou 37 ± 1°C. 
12. Poloautomatická alebo automatická premývačka mikroplatničiek.  
13. Čítacie zariadenie mikroplatničiek s filtrami pre vlnové dĺžky 450 nm a 620 nm.  
14. Nádoba na kontaminovaný odpad. 
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Poznámky k postupu 
Negatívne a pozitívne kontrolné sérum a kalibračné roztoky testujte pri každej analýze, aby ste mohli 
potvrdiť platnosť výsledkov analýzy.  
 
Príprava kalibračných roztokov 
 
Kvantitatívny režim: 

Pre 1 sériu Pre 6 sérií (*) 
 R3 

Negatívne kontrolné 
sérum 

R4 
2 ng/ml 

kalibračné sérum 

R3 
Negatívne kontrolné 

sérum 

R4 
2 ng/ml 

kalibračné sérum 
Roztok 2 ng/ml - 300 µl - 2000 µl 
Roztok 1 ng/ml 150 µl 150 µl 1000 µl 1000 µl 
Roztok 0,5 ng/ml 225 µl 75 µl 1500 µl 500 µl 
Roztok 0,25 ng/ml 262,5 µl 37,5 µl 1750 µl 250 µl 
(*) môžete si dopredu pripraviť reagenciu v objeme postačujúcom pre 6 sérií: každý kalibračný roztok 
rozdeľte na 300 µl diely a uskladnite pri teplote -20°C. 
Pred použitím nechajte reagencie zohriať na izbovú teplotu (18-25°C). 
 
Kvalitatívny režim: 
Pripravte si kalibračné roztoky 0,5 ng/ml (kalibračné sérum) a 0,25 ng/ml podľa predchádzajúcej 
tabuľky. 
 
Spracovanie séra 
Všetky kontrolné séra: negatívne (R3), pozitívne (R5) a kalibračné roztoky 2,0, 1,0, 0,5 a 0,25 ng/ml 
musia byť spracované súčasne s testovanými vzorkami: 
1. Napipetujte 300 µl z každého testovaného séra, kontrolného a kalibračného roztoku do 

samostatných 1,5 ml polypropylénových skúmaviek. 
2. Do každej skúmavky pridajte 100 μl roztoku na spracovanie séra (R7).  
3. Obsah skúmaviek dôkladne premiešajte Vortexom alebo prudkým trepaním. Skúmavky tesne 

uzavrite, aby sa pri zohrievaní neotvorili. Neprepichujte zátky. 
4. Pri zohrievaní v termostate: 

Skúmavky zohrievajte 6 minút v termostate nastavenom na 120°C. Skúmavky vložte do 
termostatu až po dosiahnutí predpísanej teploty. (*) 

ALEBO 
Pri zohrievaní vo vodnom kúpeli: 
Ak používate kúpeľ vo vriacej vode: skúmavky zohrievajte 3 minúty pri teplote 100°C. Skúmavky 
vložte do vodného kúpeľa až po dosiahnutí predpísanej teploty. (*) 

5. Skúmavky opatrne vyberte z termostatu alebo vodného kúpeľa a vložte ich do centrifúgy. 
Skúmavky centrifugujte 10 minút pri 10 000 x g. Prítomnosť mananového antigénu sa zisťuje v 
supernatante. 

6. Pri testovaní supernatantu postupujte týmto spôsobom: Po spracovaní séra vykonajte test čo 
najrýchlejšie. Ak analýza výsledkov ukáže, že je potrebné test zopakovať, spracujte iný diel séra 
a test zopakujte.  

(*) Základnou podmienkou úspešného testu je striktné dodržanie predpísanej teploty a času 
centrifúgovania, ako aj použitie odporúčaných materiálov. Nespoliehajte sa na teplotu zobrazenú na 
prístroji, ale skontrolujte ju pomocou kalibrovaného teplomera v skúmavke s minerálnym olejom: Pri 
zohrievaní v termostate musí teplota v skúmavke dosiahnuť 120°C a vo vodnom kúpeli 100°C. 
POZNÁMKA: 
- Všetky vzorky séra spracované týmto spôsobom môžete použiť na EIA test Platelia™ Aspergillus, 

nakoľko pri oboch testoch je postup spracovania séra rovnaký. 
- Séra (kontrolné roztoky, kalibračné roztoky a testované vzorky) po spracovaní neskladujte. 
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Postup EIA 
Presne dodržiavajte uvedený protokol. 
Dodržiavajte zásady správnej laboratórnej praxe. 
1. Pred použitím ponechajte reagencie minimálne 15 minút pri izbovej teplote (18-25°C).  
2. Pripravte si pracovný roztok na premývanie, reakčný roztok substrát-chromogén, negatívny 

a pozitívny kontrolný roztok a kalibračné roztoky.  
3. Pripravte si schému na identifikáciu testovaného séra, kontrolných a kalibračných roztokov na 

mikroplatničke.  
Kvantitatívny režim: 

Kontrolné séra a kalibračné roztoky (0,25, 0,50, 1,0 a 2,0 ng/ml) môžete rozmiestniť podľa tohto plánu: 
- A1: Negatívne kontrolné sérum (R3) 
- B1: Kalibračný roztok 0,25 ng/ml 
- C1: Kalibračný roztok 0,50 ng/ml 
- D1: Kalibračný roztok 1,0 ng/ml 
- E1: Kalibračný roztok 2,0 ng/ml (R4) 
- F1: Pozitívne kontrolné sérum (R5) 
- G1: Pozitívne kontrolné sérum (R5) 

Kvalitatívny režim: 
Kontrolné séra a kalibračné roztoky 0,5 ng/ml a 0,25 ng/ml môžete rozmiestniť podľa tohto plánu: 

- A1: Negatívne kontrolné sérum (R3) 
- B1: Kalibračný roztok 0,25 ng/ml 
- C1: Kalibračný roztok 0,5 ng/ml (Kalibračné sérum) 
- D1: Kalibračný roztok 0,5 ng/ml (Kalibračné sérum) 
- E1: Pozitívne kontrolné sérum (R5) 

4. Vyberte z vrecúška platničkový držiak a stripy s mikrojamkami (R1). Stripy, ktoré nepoužijete, 
vráťte do vrecúška s desikantom a vrecúško uzavrite.  

5. Fľašu s konjugátom (R6) pred použitím prevráťte, aby sa obsah premiešal. Do každej jamky vlejte 
50 μl konjugátu. Potom do každej jamky pridajte 50 μl supernatantu, získaného zo séra vyššie 
uvedeným spôsobom. Vzorky séra nelejte do jamiek skôr ako konjugát.  

6. Platničku zakryte viečkom alebo iným krytom zabraňujúcim vyparovaniu a uistite sa, že celý 
povrch je zakrytý a vodotesný.  

7. Mikroplatničku inkubujte v suchom inkubátore na mikroplatničky 90 ± 5 minút pri 37°C (± 1°C).  
8. Odstráňte viečko z mikroplatničky. Vysajte obsah všetkých jamiek do nádoby na odpad 

(obsahujúcej chlórnan sodný). Platničku 5 krát premyte pracovným roztokom na premývanie s 
objemom minimálne 370 μl. Po poslednom premytí mikroplatničku prevráťte a jemným 
vyklepávaním do savého papiera odstráňte zvyšnú kvapalinu.  

9. Do každej jamky rýchlo prilejte 200 μl reakčného roztoku substrát-chromogén (R8 + R9), pričom 
platničku nevystavujte silnému svetlu.  

10. Mikroplatničku inkubujte 30 ± 5 minút v tme pri izbovej teplote (18 až 25°C). Pri tejto inkubácii 
nepoužívajte lepiacu fóliu. 

11. Do každej jamky pridajte 100 μl zastavovacieho roztoku (R10) v rovnakom poradí jamiek, ako pri 
pridávaní reakčného roztoku substrát-chromogén. Riadne premiešajte.  

12. Dôkladne utrite spodok každej platničky.  
13. Zmerajte optickú hustotu každej jamky pri vlnovej dĺžke 450 nm (referenčný filter 620/630 nm). 

Mikroplatničky zmerajte najneskôr do 30 minút od pridania zastavovacieho roztoku.  
 
11 KONTROLA KVALITY (VALIDAČNÉ KRITÉRIÁ) 
 
Kvantitatívny režim 
Pri každom teste používajte na každej mikroplatničke kontrolné séra a kalibračné roztoky. Aby bolo 
možné považovať test za platný, musia byť splnené tieto kritériá: 
• Hodnota optickej hustoty (OD): 

0,300 < OD kalibračného roztoku 0,5 ng/ml < 1,100 
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• Pomery: 

OD (kalibračného roztoku 2,0 ng/ml) / OD (kalibračného roztoku 0,5 ng/ml) > 2,1 
OD (kalibračného roztoku 1,0 ng/ml) / OD (kalibračného roztoku 0,5 ng/ml) > 1,25 
OD (kalibračného roztoku 0,25 ng/ml) / OD (kalibračného roztoku 0,5 ng/ml) < 0,85 
OD (R3) / OD (kalibračného roztoku 0,25 ng/ml) ≤ 0,80 
• Koncentrácia mananu: 

Koncentrácia v roztoku R5 musí byť rovná koncentrácii uvedenej na fľaštičke ± 20%. 
 
Kvalitatívny režim 
 
• Výpočet vyraďovacej hodnoty (Cut-Off; CO) 

Sčítajte hodnoty OD namerané v každej jamke s kalibračným roztokom 0,5 ng/ml a vydeľte 2. 
• Kritériá platnosti 

0,300 < CO < 1,100 
OD R5 > CO 
OD R3 < 0,7 CO 
OD kalibračného roztoku 0,25 ng/ml < 0,85 CO 
 
12 INTERPRETÁCIA VÝSLEDKOV 
  
Kvantitatívny režim 
 
Stanovenie kalibračnej krivky 
Kalibračnú krivku získate vynesením 4 kalibračných bodov získaných meraním roztokov 2,0, 1,0, 0,5 
a 0,25 ng/ml, pripravených z kalibračného séra R4. Hodnoty pozitívneho (R5) a negatívneho (R3) 
kontrolného séra nie sú v krivke zahrnuté. Maximálnu presnosť dosiahnete, keď vynesiete hodnoty 
koncentrácie mananu v ng/ml na osi X (v logaritmickej mierke) a príslušnej optickej hustoty (OD) na 
osi Y (v lineárnej mierke) a vytvoríte extrapolovanú esovitú krivku.  
Ak čítacie zariadenie mikroplatničiek neumožňuje použiť tento typ reprezentácie, krivku vytvorte 
pospájaním všetkých kalibračných bodov. 
 
Stanovenie koncentrácie mananu v testovanom sére 
Pomocou kalibračnej krivky je pre každú testovanú vzorku možné stanoviť koncentráciu mananového 
antigénu vyjadrenú v ng/ml. 
 
Interpretácia výsledkov 
• Séra s koncentráciou mananu striktne pod 0,25 ng/ml (C < 0,25) sa považujú za 

„negatívne“ na prítomnosť mananového antigénu. 
• Séra s koncentráciou mananu od 0,25 do 0,5 ng/ml (0,25 ≤  C < 0,5) sa považujú za „slabo 

pozitívne“ na prítomnosť mananového antigénu. 
• Séra s koncentráciou mananu vyššou alebo rovnou 0,5 ng/ml (C ≥  0,5) sa považujú za 

„pozitívne“ na prítomnosť mananového antigénu. 
• Kalibračné body použité na vykreslenie kalibračnej krivky neumožňujú presné určovanie 

koncentrácií väčších než 2,5 ng/ml. V prípade silne pozitívneho séra test zopakujte so zriedeným 
sérom na 1/5 v negatívnom sére (R3), aby ste mohli presnejšie stanoviť hodnotu koncentrácie. 

Poznámka: Test Platelia™ Candida Ag má slúžiť ako pomôcka pri diagnostikovaní invazívnej 
kandidózy. Pozitívne výsledky testu Platelia™ Candida Ag by ste mali zvažovať spolu s výsledkami 
iných diagnostických postupov, napríklad mikrobiologickej kultivácie, histologického vyšetrenia 
bioptických vzoriek a rádiografického vyšetrenia.  
Odporúčame vykonávať pravidelný skríning vysoko rizikových pacientov, aby sa zvýšila citlivosť testu 
a možnosť včasného stanovenia diagnózy. 
 
Kvalitatívny režim 
 
Interpretácia výsledkov 
• OD vzorky < OD kalibračného roztoku 0,25 ng/ml: séra sa považujú za „negatívne“ na 

prítomnosť mananového antigénu. 
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• OD kalibračného roztoku 0,25 ng/mL ≤  OD vzorky < CO: séra sa považujú za „slabo 
pozitívne“ na prítomnosť mananového antigénu. 

• OD vzorky ≥  CO: séra sa považujú za „pozitívne“ na prítomnosť mananového antigénu. 
Poznámka: Test Platelia™ Candida Ag má slúžiť ako pomôcka pri diagnostikovaní invazívnej 
kandidózy. Pozitívne výsledky testu Platelia™ Candida Ag by ste mali zvažovať spolu s výsledkami 
iných diagnostických postupov, napríklad mikrobiologickej kultivácie, histologického vyšetrenia 
bioptických vzoriek a rádiografického vyšetrenia.  
Odporúčame vykonávať pravidelný skríning vysoko rizikových pacientov, aby sa zvýšila citlivosť testu 
a možnosť včasného stanovenia diagnózy. 
POZNÁMKA: Intenzitu pozitívneho výsledku je možné vyjadriť vypočítaným indexom (I): 
I = OD pozitívneho séra / CO 
Pomocou tohto indexu je možné vyjadriť výsledky v čiastočne kvantitatívnom režime. 
 
13 OBMEDZENIA METODIKY 

1. Na základe negatívneho výsledku testu nie je možné vylúčiť diagnózu invazívnej 
kandidózy kvôli veľmi nízkej koncentrácii a rýchlej eliminácii mananu v priebehu 
infekcie.  

2. Negatívny výsledok testu na mananový antigén je nutné interpretovať spolu s výsledkami 
testov na antimananové protilátky: aj v prípade invazívnej kandidózy sa prítomnosť antigénu 
dá ťažko zistiť u pacientov s pozitívnym výsledkom testu na antimananové protilátky (pozri 
v kapitole 14. „Špecifické vlastnosti testu“). 

3. Účinnosť detekcie mananového antigénu v sére závisí od frekvencie testovania pacienta 4. 
Aby sa zvýšila citlivosť testu a možnosť včasnej diagnostiky, odporúčame vykonávať 
pravidelný monitoring vysoko rizikových pacientov a skríning zameraný na detekciu 
antimananových protilátok. 

4. Pri testovaní vzoriek na prítomnosť mananového antigénu musí byť dodržaný postup 
a interpretácia výsledkov predpísaná pre test Platelia™ Candida Ag. Pred vykonaním testu 
odporúčame dôkladne si prečítať leták priložený k súprave. Najdôležitejšie je dodržať postup 
pri pipetovaní vzoriek a reagencií, premývaní platničiek a časy pri inkubácii.  

5. Ak nedodržíte uvedený postup pridávania vzoriek alebo reagencií, výsledok testu môže byť 
falošne negatívny. Ak existuje klinické podozrenie na invazívnu kandidózu alebo chybu pri 
postupe, zvážte možnosť opakovania testu s druhými vzorkami. 

6. Pri hrubom zaobchádzaní s mikroplatničkami alebo zlej technike pipetovania pri pridávaní 
reagencií môže dôjsť k preliatiu obsahu jednej jamky do druhej a k následnej kontaminácii 
jamiek s negatívnymi vzorkami pacienta pozitívnym kontrolným sérom alebo pozitívnou 
vzorkou pacienta.  

7. Existujú záznamy o skríženej reakcii u pacientov, ktorým bola podaná infúzia určitých dávok 
hydroxyetylškrobových plazmoexpandérov (napríklad Hesteril 6%), používaných pri liečbe 
zlyhania cirkulácie: hypovolémia, hemoragický šok, septický šok. 

 
 

14 ŠPECIFICKÉ VLASTNOSTI TESTU 
 

14.1 Kvantitatívny režim 
 

A  Štúdie o reprodukovateľnosti 
 
• Variabilita v rámci jednej analýzy 

Štyri séra (jedno negatívne, jedno slabo pozitívne s 0,48 ng/ml a dve pozitívne s koncentráciami 0,69 
ng/ml a 1,39 ng/ml) boli testované v tridsiatich opakovaniach. Boli zistené koeficienty variácie 3,1%, 
6,9%, 9,1%, resp. 7,0%. 
• Variabilita medzi analýzami 

Osem negatívnych sér a štyri pozitívne séra boli testované v piatich sériách v priebehu piatich týždňov. 
Boli zistené koeficienty variácie < 20% v prípade koncentrácie pozitívnych sér a < 13% v prípade OD 
negatívnych sér. 
 

B  Klinické testy 
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ŠPECIFICITA 
Výsledky testovania špecificity sú zhrnuté v tejto tabuľke: 
  Koncentrácia (ng/ml) 

Kategória pacienta 
Počet 

pacientov 
(počet sér) 

C < 0,25 0,25 ≤ C < 0,5 C ≥ 0,5 

Nehospitalizovaný 184 (184) 183 (99.5%) 1 (0.5%)  
Hospitalizovaný, 
nekolonizovaný, s diagnózou 151 (200) 140 (92.8%) 7 (4.6%) 4 (2.6%) 

- Crohnova choroba 52 (52) 49 (98.1%) 3 (1.9%)  
- Colitis ulcerosa 43 (43) 41 (95.4%) 1 (2.3%) 1 (2.3%) 
- Aspergilóza 26 (35) 23 (88.5%) 1 (3.8%) 2 (7.7%) 
- Pneumocystóza 4 (4) 4 (100%)   
- Kryptokokóza 13 (13) 12 (92.3%)  1 (7.7%) 
Hospitalizovaný 
kolonizovaný Candidou:  41 (160) 35 (85.3%) 4 (9.8%) 2 (4.9%) 

 
CITLIVOSŤ 
Klinické testy na stanovenie citlivosti testu Platelia™ Candida Ag boli vykonané v troch fakultných 
nemocniciach vo Francúzsku. Štúdia bola vykonaná retrospektívne, na základe testov 366 vzoriek 
séra získaných od 106 pacientov z rôznych nemocničných oddelení: z chirurgického oddelenia, 
hematologického oddelenia, jednotky intenzívnej starostlivosti, popáleninového oddelenia... 
Kvasinky Candidy boli izolované z hemokultúr alebo hĺbkových vzoriek od týchto pacientov 8,9. 
U tejto populácie pacientov bola zistená celková citlivosť testu Platelia™ Candida Ag 51,5% (okrem 
sér s koncentráciou manánového antigénu od 0,25 do 0,5 ng/ml, ktoré sa považujú len za slabo 
pozitívne na prítomnosť manánového antigénu: 6,6% pacientov). 
 
 
 
V nasledujúcej tabuľke uvádzame závislosť citlivosti testu od druhu izolovanej Candidy: 

Citlivosť Druh izolovanej 
Candidy 

Počet 
pacientov 
(počet sér) 

C ≥ 0,5 C ≥ 0,5 a 0,25 ≤ C < 0,5 

C. tropicalis  10 (72) 70.0 % 70.0 % 
C. glabrata  12 (31) 58.3 % 58.3 % 
C. albicans  64 (208) 52.5 % 60.3 % 
C. kefyr  2 (5) 50.0 % 50.0 % 
C. parapsilosis  10 (29) 37.5 % 57.5 % 
C. krusei  8 (21) 20.0 % 20.0 % 
 
Citlivosť závisí od počtu a frekvencie vzoriek 13. 
Tieto klinické štúdie taktiež demonštrovali význam kombinovania detekcie mananového antigénu 
testom Platelia™ Candida Ag a antimananových protilátok testom Platelia™ Candida Ab/Ac/Ak. 
Pacientov môžeme rozdeliť na 2 výrazne odlišné populácie (Chí-kvadrát test, p < 0,0005), ako je vidieť 
na výsledkoch uvedených v nasledujúcej tabuľke: 
• Pacienti negatívni na antimananové protilátky: citlivosť testu Platelia™ Candida Ag je 78,8% pri 

infekcii C. albicans a 66,6% pri kombinovanej infekcii rôznymi druhmi Candidy.  
• Pacienti pozitívni na antimananové protilátky: detekcia mananového antigénu je horšia. 
 
 

Citlivosť testu Platelia™ Candida Ag 
Druh infekcie 
(počet pacientov) 

Pacienti negatívni na 
antimananové protilátky

Pacienti pozitívni na 
antimananové protilátky Všetci pacienti 

Kombinácia druhov 
Candidy 
(106) 

66.6 % 17.5 % 51.5 % 

C. albicans  
(64) 78.8 % 16.1 % 52.5 % 
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Interpretácia výsledku testu Platelia™ Candida Ag preto musí obsahovať aj informáciu o imunite 
pacienta voči Candidovému mananu. 
Kombinovaná sérologická detekcia mananového antigénu a antimananových protilátok vykazuje 
citlivosť 84,8% (okrem 6,6% časti pacientov so slabo pozitívnou koncentráciou mananového antigénu). 
Niektorí pacienti však vykazujú pozitívnu odozvu na oba tieto znaky v rôznych časových obdobiach 
počas jednej infekčnej epizódy. Prognóza infekcie môže byť viazaná na rovnováhu medzi 
mananémiou a prítomnosťou antimananových protilátok. 
 

14.2 Kvalitatívny režim 
 

A Štúdie o reprodukovateľnosti 
• Variabilita v rámci jednej analýzy 

Štyri séra (jedno negatívne, jedno slabo pozitívne indexom = 0,95 a dve pozitívne indexom  = 1,24 
a 2,00 ng/ml) boli testované v tridsiatich opakovaniach. Boli zistené koeficienty variácie (%CV) 3,1%, 
7,2%, 5,9% a 5,9%. 
• Variabilita medzi analýzami 

Desať pozitívnych sér a štyri slabo pozitívne séra boli testované v šiestich sériách. Koeficienty variácie 
(%CV) boli < 15% v prípade koncentrácií pozitívnych aj slabo pozitívnych sér. 
 

B  Klinické testy 
ŠPECIFICITA – CITLIVOSŤ 
Vzhľadom na to, že koncentrácia ≥ 0.5ng/ml alebo < 0.25 ng/ml, zistená v sere v kvantitatívnom 
režime, zodpovedá pozitívnemu, resp. negatívnemu séru v kvalitatívnom režime, vlastnosti testu v 
kvalitatívnom režime sú zhodné s vlastnosťami uvedenými v podkapitole „Kvantitatívny režim“. 
 
 
 
15 KONTROLA KVALITY VYKONÁVANÁ VÝROBCOM 
Všetky vyrobené reagencie sú pripravované v súlade s naším systémom kvality počnúc príjmom 
zdrojového materiálu až po konečnú komercializáciu produktu. 
Každá šarža prechádza kontrolou kvality a na trh je uvedená len po splnení vopred definovaných 
kritérií.  
Záznamy týkajúce sa výroby a kontroly každej šarže sú v majetku spoločnosti Bio-Rad. 
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