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1.

Verwendungszweck

Der Candida albicans ELISA IgM/IgG/IgA dient dem semiquantitativen und qualitativen Nachweis von 1gG-, IgM- und IgA-
Antikdrpern gegen Candida albicans in Humanserum. Einzusetzen ist der Test bei einem klinischen Verdacht auf das Vorliegen
einer invasiven bzw. generalisierten Candida-Mykose. Aufgrund der hohen Durchseuchungsrate der Bevolkerung ist der
Candida albicans ELISA IgG speziell fur das Erkennen von frischen Infektionen eingestellt worden.

Diagnostische Bedeutung

Die Gattung Candida gehért zu den SproRpilzen und ist bei etwa 40% der gesunden Bevdlkerung als harmloser Kommensale
auf Schleimh&duten (Mund und Darmflora) zu finden. Die Ubertragung erfolgt dabei meist tiber Schmierkontaminationen von
Mensch zu Mensch. Ausldser fiir eine Candida Infektion ist haufig eine instabile Immunitétslage, insbesondere ein Defekt der
zelluldren Immunantwort.

Eine Oberflachencandidose entsteht durch zunehmende Vermehrung und Anheftung von Candida Spezies an Epithelzellen.
Gelingt es dem Mikroorganismus die Schleimhautbarrieren zu iberwinden und in Lymphsystem und Blutbahn Gberzutreten,
dann kommt es zur Besiedlung der inneren Organe und zur Ausbildung einer systemischen, invasiven Candidose. (1)

Candida Infektionen

Oberflachlich Invasiv
Lokalisierung Haut, Schleimhaut Generalisiert

Immunstatus + +, +-, -

Risikofaktoren Schwangerschaft, Diabetes, | Chemotherapie, iatrogene Immunsuppression,
AIDS, Stérungen der Hauteigen- | zentrale Venenkatheter, Radiotherapie, Ver-
schaften brennungen, chirurgische Eingriffe

Verlauf meist harmlos oft lebensbedrohlich

Therapiemdglichkeit gut abhangig vom Stadium

Der Krankheitsverlauf einer invasiven Candidose ist sehr uncharakteristisch, was die friihzeitige Erkennung einer Infektion
aufgrund der Symptomatik erheblich erschwert. Der Nachweis von Candida-Antigen und / oder spezifischen Candida-Antikor-
pern in Humanserum gewinnt somit an Bedeutung. Dabei muss beachtet werden, dass auch eine voriibergehende Candida-
besiedlung eine Antikdrperantwort induzieren kann. Im Gegensatz dazu kann es bei systemischen Candidainfektionen bei
immunsupprimierten Patienten oft nur zu geringgradigen Titerbewegungen kommen. (1,2)

Generell muss angemerkt werden, dass den verschiedenen Nachweisverfahren unterschiedliche Testprinzipien zugrunde lie-
gen, was einen direkten Vergleich der Nachweise schwierig macht. Die Spezifitat der detektierten Antikdrper hangt dabei vor
allem von der verwendeten Antigenpréaparation ab (z.B. HAT, ELISA, IFT). Beim HAT werden berwiegend Antikdrper vom
IgM Typ aufgrund ihres starkeren Agglutinationsverhaltens erfasst. Da die Titerverlaufe der Immunglobulinklassen nicht ein-
zeln verfolgt werden kénnen, kann es so zu einer Vortauschung des Stillstands der Titerbewegung bei abfallenden IgM Titern
und gleichzeitig steigenden 1gG Titern kommen. So ist es bei einer Kombination von HAT und ELISA mdglich, dass der ELISA
Titerbewegungen anzeigt, wahrend der HAT-Titer stagniert. (3,4)

Da unbehandelte invasive Infektionen tddlich verlaufen kdnnen, ist es empfehlenswert, Risikopatienten im Abstand von einer
Woche auf Candida-Antikdrper zu Uberpriifen. Bei akutem Verdacht auf eine invasive Candidose sollten zusatzliche Serum-
proben getestet werden. Zur optimalen Uberwachung und Therapiesteuerung sollten jedoch auch weitere Nachweismethoden
kombiniert eingesetzt werden, da derzeit keine Nachweismethode alleine die Méglichkeit einer umfassenden Candida-Diag-
nostik bietet. Haufig zeigen auch immunsupprimierte Patienten und Kinder geringere Antikérperkonzentrationen. Titerbewe-
gungen unterhalb der Grenzwerte kénnen in diesen Fallen bereits als Hinweis auf eine Candidose gewertet werden. Die
Durchfuhrung zusatzlicher Testverfahren ist auch hier zu empfehlen. Aufgrund der hohen Durchseuchungsrate wurde der
VIROTECH ELISA im IgG anhand von spezifischen Seren mit gesicherter Candidainfektion so eingestellt, dass der Test im
IgG vorwiegend frische Infektionen detektiert. (1,3)
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3.

Testprinzip

Der im Humanserum gesuchte Antikorper bildet mit dem auf der Mikrotiterplatte fixierten Antigen einen Immunkomplex. Nicht
gebundene Immunglobuline werden durch Waschprozesse entfernt. Mit diesem Komplex verbindet sich das Enzym-Konjugat.
Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum durch Waschprozesse entfernt. Nach Zugabe der Substratlésung (TMB)
entsteht durch Enzymaktivitét (Peroxidase) ein blauer Farbstoff, der nach Zugabe der Stoppldsung nach Gelb umschlagt.

4. Packungsinhalt
4.1 IgG/IigM Testkit
1. 1 Mikrotiterplatte, bestehend aus 96 mit Antigen beschichteten, abbrechbaren Einzelkavitaten, lyophilisiert
2. PBS-Verdinnungspuffer (blau, gebrauchsfertig) 2x50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20
3.  PBS-Waschldsung, (20x konzentriert) 50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20
4. 1gG negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
5. 1gG cut-off Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
6. 1gG positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
7. 1gM negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
8. IgM cut-off Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
9. IgM positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
10. IgG-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit Proteinstabilisatoren und
Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig
11. IgM-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit FCS und Konservierungs-
mittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig
12.  Tetramethylbenzidin Substratlésung (3,3’,5,5’-TMB), 11ml, gebrauchsfertig
13.  Citrat-Stoppldsung, 6ml, enthélt ein Sauregemisch
4.2 1gA Set
1. IgA negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
2. IgA cut-off Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
3. IgA positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
4. IgA-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit FCS und Konservierungs-
mittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig
5. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der gebrauchsfertigen Reagenzien
Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-Halt-
barkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.
1. Nach Entnahme der benétigten Einzelkavitaten die restlichen Einzelkavitaten/Streifen in verschlossenem Beutel mit Tro-
ckenmittel bei 2-8°C lagern. Reagenzien sofort nach Gebrauch wieder bei 2-8°C lagern.
2.  Das gebrauchsfertige Konjugat und die TMB Substratlésung sind lichtempfindlich und missen im Dunkeln aufbewahrt
werden. Kommt es durch Lichteinfall zu einer Farbentwicklung der Substratldsung, so ist diese zu verwerfen.
3. Nur die fur den Testansatz benétigte Menge vom gebrauchsfertigen Konjugat bzw. TMB entnehmen. Zuviel entnomme-
nes Konjugat bzw. TMB darf nicht zuriickgefuihrt werden sondern ist zu verwerfen.
Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben verdUpnt +2 b?s +8:C max. 6h
unverdunnt +2 bis +8°C 1Woche
Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
MTP nach Offnen " eutel mit Trookenmitelbeueh | 3Monate
unverdiinnt, nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
RF-SorboTech verdiinnt +2 bis +8°C 1Woche
Konjugat nach fonen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
TMB nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
Stopplésung nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
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nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate

Waschlésung

endverdinnt (gebrauchsfertig) +2 bis +25°C 4Wochen
6. VorsichtsmalBnahmen und Warnhinweise

1. Als Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-
surface-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten alle Proben, verdinnte Proben, Kontrollen, Konjugate und die
Mikrotiterstreifen als potentiell infektidses Material betrachtet und entsprechend sorgfaltig gehandhabt werden. Es gelten
die jeweiligen Richtlinien fur Laborarbeiten.

2.  Die Komponenten, die Konservierungsmittel enthalten, Citrat-Stopp-Ldsung und TMB wirken reizend auf die Haut, Augen
und Schleimhé&ute. Bei Beruhrungen die betroffenen Korperstellen sofort unter flieRendem Wasser abwaschen und even-
tuell den Arzt aufsuchen.

3. Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien

7. Zusatzlich bendtigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

1. Aqua dest./demin.

2. Mehrkanalpipette 50pl, 100pl

3. Mikropipetten: 10pl, 100pl, 1000pl

4. Reagenzglaser

5.  Zellstofftlicher

6. Abdeckung fur ELISA-Platten

7.  Abfallbehélter fur infektioses Material

8.  ELISA Handwascher bzw. automatischer Wascher fiir Mikrotiterplatten

9.  Spektralphotometer fiir Mikrotiterplatten mit 450/620nm Filter (Referenzwellenlange 620-690nm)

10.  Brutschrank
8. Testdurchflhrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fiir das Erzielen korrekter Ergebnisse.

8.1 Untersuchungsmaterial
Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt
werden, auch wenn in dieser Gebrauchsanweisung nur Serum erwéhnt ist.
Patienten-Verdinnungen immer frisch ansetzen.
Fir eine langere Aufbewahrung missen die Seren eingefroren werden. Mehrmaliges Auftauen sollte vermieden werden.

1.
2.

Nur frische, nicht inaktivierte Seren benutzen.
Hyperlipdmische, hamolytische, mikrobiell kontaminierte Proben und triibe Seren nicht verwenden (falsch positive/nega-
tive Ergebnisse).

8.2 Vorbereitung der Reagenzien
Die VIROTECH Diagnostics System Diagnostik bietet ein hohes MaR3 an Flexibilitat durch die Méglichkeit, Verdiinnungs- und
Waschpuffer, TMB, Citrat-Stopplésung sowie Konjugat parameter- und chargeniibergreifend einzusetzen. Die gebrauchsferti-
gen Kontrollen (positive Kontrolle, cut-off Kontrolle, negative Kontrolle) sind parameterspezifisch und ausschlie3lich mit der im
Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Plattencharge zu verwenden.

1. Brutschrank auf 37°C einstellen und sich vor Inkubationsbeginn vom Erreichen der Temperatur tiberzeugen.

2. Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen; erst dann die Verpackung mit den Teststreifen 6ffnen.

3. Alle Flissigkomponenten vor Gebrauch gut schiitteln.

4.  Waschlésungs-Konzentrat auf 1Liter mit Aqua dest./demin. auffiillen (bei eventueller Kristallbildung des Konzentrates
dieses bitte vor dem Verdiinnen auf Raumtemperatur bringen und vor Gebrauch gut schiitteln).

5. Hohe IgG-Titer oder Rheumafaktoren kdnnen den spezifischen Nachweis von IgM-Antikérpern stéren und zu falsch posi-
tiven bzw. falsch negativen Ergebnissen fiihren. Fir eine korrekte IgM-Bestimmung ist es daher erforderlich, die
Seren mit RF-SorboTech (VIROTECH-Absorptionsmittel) vorzubehandeln. Bei IgM-Kontrollen entfallt die Voradsorp-
tion.
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8.3 VIROTECH ELISA Testdurchfihrung

1.

w

© ® N oA

10.

Pro Testansatz 100pl des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers (Leerwert), der negativen-, cut-off und der positiven
1gG-, IgM- und IgA- Kontrolle, sowie der verdiinnten Patientenseren pipettieren. Wir empfehlen jeweils einen Doppelan-
satz (Leerwert, Kontrollen und Patientenseren); bei der cut-off Kontrolle ist ein Doppelansatz zwingend notwendig.
Arbeitsverdiinnung der Patientenseren:

Nachweis ) .
on Patientenserum RF-SorboTech PBS-Verdinnungspuffer
von:
5pl - 500l Vorverdiinnung (1:101)
1gG und IgA
30ul der 1:101 Vorverdinnung | - 270ul Endverdinnung (1:1010)
5pl 50pl 450pl Vorverdiinnung (1:101)
IgM Nach der Inkubation: Bei RT fur 15 Minuten inkubieren
30ul der 1:101 Vorverdinnung | - 270ul Endverdinnung (1:1010)

(Fur die IgM-Diagnostik bitte die Vorbehandlung mit RF-SoboTech beachten!)

Nach Pipettierung erfolgt die Inkubation fiir 30 Min. bei 37 °C (mit Abdeckung).

Beenden der Inkubationsperiode durch 4-maliges Waschen mit je 350-400pl Waschlésung pro Vertiefung. Waschlésung
nicht in den Vertiefungen stehen lassen, sondern letzte Flissigkeitsreste durch Ausklopfen auf einer Zellstoffunterlage
entfernen.

100ul des gebrauchsfertigen Konjugats in alle Vertiefungen pipettieren.

Inkubation der Konjugate: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung).

Beenden der Konjugatinkubation durch 4-maliges Waschen (siehe Pkt. 3).

100pl der gebrauchsfertigen TMB-Substratlésung in jede Vertiefung pipettieren.

Inkubation der Substratlésung: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung, dunkel stellen).

Abstoppen der Substratreaktion: in alle Vertiefungen je 50pl Citrat-Stopplésung pipettieren. Die Platte vorsichtig und
sorgféltig schitteln bis sich die Flissigkeiten vollstdndig durchmischt haben und eine einheitliche gelbe Farbe sichtbar
wird.

Extinktionen bei 450/620nm (Referenzwellenldnge 620-690nm) messen. Photometer so einstellen, dass der gemessene
Leerwert von allen anderen Extinktionen abgezogen wird. Die photometrische Messung sollte innerhalb einer Stunde
nach Zugabe der Stopplésung durchgefiihrt werden.

Testablaufschema siehe letzte Seite]

8.4 Einsatz von ELISA-Prozessoren
Alle VIROTECH Diagnostics ELISAs kdnnen mit Hilfe von ELISA-Prozessoren abgearbeitet werden. Der Anwender ist ver-
pflichtet
eine regelmaRige Geratevalidierung durchzufuhren.
VIROTECH Diagnostics empfiehlt die folgende Vorgehensweise:

1.

3.

Bei Geratestellung bzw. grof3eren Reparaturen lhres ELISA Prozessors empfiehlt VIROTECH Diagnostics, die Validie-
rung des Gerates gemaf den Vorgaben des Geréateherstellers vorzunehmen.

Es wird empfohlen, anschlieRend den ELISA Prozessor mit dem Validierungskit (EC250.00) zu Uberprufen. Diese regel-
maRige Uberpriifung mit dem Validierungskit sollte mindestens einmal pro Quartal durchgefiinrt werden.

Bei jedem Testlauf mussen die Freigabekriterien des Qualitatskontrollzertifikates zum Produkt erfillt werden.

Diese Vorgehensweise gewahrleistet die einwandfreie Funktion lhres ELISA Prozessors und dient dartber hinaus der Quali-
tatssicherung des Labors.
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9.

Testauswertung

Die gebrauchsfertigen Kontrollen dienen einer semiquantitativen Bestimmung spezifischer IgG-, IgM- und IgA-Antikdrper, de-
ren Konzentration in VIROTECH Einheiten (=VE) angegeben wird. Durch die Testdurchfiihrung bedingte Schwankungen wer-
den uber die Berechnungsmethode ausgeglichen und es wird damit eine hohe Reproduzierbarkeit erreicht. Fir die Berechnung
der VE werden die Mittelwerte der OD-Werte eingesetzt.

9.1 Testfunktionskontrolle

a) OD-Werte

Der OD-Wert des Leerwertes sollte <0,15 sein.

Die OD-Werte der negativen Kontrollen sollten unterhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-Werte, die OD-
Werte der positiven Kontrollen sowie der cut-off Kontrollen sollten oberhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-
Werte liegen.

b) VIROTECH Einheiten (VE)

Die VIROTECH Einheiten (VE) der cut-off Kontrollen sind mit 10 VE definiert. Die berechneten VE der positiven Kontrollen
sollten innerhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Bereiche liegen.

Werden die Anforderungen (OD-Werte, VE) nicht erflillt, so ist der Test zu wiederholen.

9.2 Berechnung der VIROTECH Einheiten (VE)

Die Extinktion des Leerwertes (450/620nm) muf3 von allen Extinktionen abgezogen werden.

VE (positive Kontrolle) —— DD (Posiive Konralle) -,
OD (cut-off Kontrolle)
VE (Patienten serum) = OD (Patienten serum) x10
OD (cut-off Kontrolle)
9.3 Auswertungsschema lgG, IgM und IgA
Ergebnis (VE) Beurteilung
<9,0 Negativ
9,0-11,0 Graubereich
>11,0 Positiv

1. Liegen die gemessenen VE der Probe oberhalb des grenzwertigen Bereiches, so werden die Proben als positiv betrach-
tet.

2. Befinden sich die gemessenen VE innerhalb des angegebenen grenzwertigen Bereiches, liegt keine signifikant hohe An-
tikdrperkonzentration vor; die Proben werden als grenzwertig betrachtet. Fir den sicheren Nachweis einer Infektion ist es
erforderlich, den Antikdrpergehalt zweier Serumproben zu bestimmen. Eine Serumprobe sollte direkt nach Beginn der
Infektion, eine zweite Probe 5-10 Tage spater (rekonvaleszentes Serum) getestet werden. Die Antikdrperkonzentration
beider Proben muf3 parallel, d.h. in einem Testansatz bestimmt werden. Eine korrekte Diagnose aufgrund der Bewertung
einer einzelnen Serumprobe ist nicht méglich.

3. Liegen die gemessenen Werte unterhalb des definierten grenzwertigen Bereiches, sind keine messbaren antigenspezifi-
schen Antikorper in der Probe vorhanden. Die Proben werden als negativ betrachtet.

4.  Ein positives 1gG Ergebnis spricht entweder fir eine vor langerer Zeit durchgemachte Infektion oder fur eine frische
Infektion.

Ein positives IgM Ergebnis spricht fur eine akute Infektion und ein positives IgA Ergebnis spricht fiir eine relativ akute
Reinfektion, denn IgA kann Monate persistieren.
Ein negatives Ergebnis spricht dafir, dass der Patient nicht infiziert war bzw. ist.
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9.4 Interpretationsschema

19G IgA IgM Interpretation

- - - Kein Hinweis auf eine invasive Candidose
+lgw - - Hinweis auf zurlickliegende Infektion

- + -

- - +

+ + - Hinweis auf akute Infektion

+ - +

+ + +

- + +

9.5 Grenzen des Tests

1. Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und eventuell wei-
tere zur Verfugung stehende Laborbefunde mit einbeziehen.

2. Kreuzreaktivitdten sind insbesondere bei Seren zu erwarten, die positiv sind fir andere Candida Spezies, Mycoplasma
bzw. Penicillium marneffei.

3. Aufgrund der hohen Durchseuchung mit Candida sind h&ufig hohe Antikérperkonzentrationen, insbesondere fir IgG, zu
finden. Isoliert hohe IgG Titer sprechen daher noch nicht fir eine invasive Candidose.
Um eine, unter Umsténden lebensbedrohliche Candidose friihzeitig erkennen und behandeln zu kdnnen, ist bei Risiko-
patienten das Testen von Serumproben im Abstand von einer Woche empfehlenswert. Bei akutem Verdacht auf eine
invasive Candidose sollten zusatzliche Serumproben getestet werden.
Es ist zu beachten, dass signifikante Titerverlaufe unterhalb der Grenzwerte, insbesondere bei immunsupprimierten Pati-
enten und Kindern, ein Hinweis auf eine invasive Infektion sein kdnnen. Die Interpretation der ELISA Ergebnisse sollte aus
diesem Grund immer im Zusammenhang mit zusétzlichen Testverfahren (HAT, Kultur), weiteren labordiagnostischen Pa-
rametern und dem klinischen Bild erfolgen. Eine korrekte Diagnose aufgrund der Bewertung einer einzelnen Serumprobe
ist nicht moglich.

10. Leistungsdaten

10.1 Diagnostische Sensitivitat
Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitat wurden 34 Seren getestet. Bei diesem Patientenmaterial handelt es sich um
Routineseren der Universitatsklinik Heidelberg mit positivem Blutkultur-Befund und ein Serum mit histologischer Bewertung.
Der Abgleich erfolgte gegen das Blutkultur-Ergebnis bzw. die histologische Bewertung.
Das Minimalkriterium fir einen Hinweis auf eine invasive Candidose im VIROTECH ELISA ist ein positives Ergebnis des
entsprechenden Serums im IgA- oder IgM-Candida ELISA.

Serenkollektiv (n=34) IgM/IgA
Negativ 9
Grenzwertig 2
Positiv 23

Fur die diagnostische Sensitivitat ergibt sich ein Wert von 71,9%.
Grenzwertige Seren wurden bei der Berechnung nicht bertcksichtigt
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10.2 Spezifitat
Zur Bestimmung der Spezifitat wurden im IgM und IgA 80 Blutspenderseren getestet.

Serenkollektiv (n=80) IgM IgA

Negativ 75 80
Grenzwertig 2 0
Positiv 3 0

Fir die Spezifitat ergibt sich fur IgA ein Wert von >99,8% und fir IgM ein Wert von 96,6%.
Grenzwertige Seren wurden nicht beriicksichtigt.

10.3 Kreuzreaktivitat

Zur Bestimmung von Kreuzreaktivitadten wurden 82 Routineseren vom Uni-Klinikum Heidelberg untersucht, die positiv fiir An-
tikdrper gegen 12 verschiedene Erreger (u.a. Aspergillus, Penicillium marneffei) getestet waren.
Die Berechnung der Spezifitat ergibt einen Wert von 87,3%.

Kreuzreaktivitdten sind insbesondere bei Seren zu erwarten, die positiv sind fiir andere Candida Spezies, Mycoplasma bzw.
Penicillium marneffei.

10.4 Durchseuchung (erwartete Werte)
Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse von Blutspenderseren fiir IgG (n=80), IgA (n=80) und IgM (n=80)

190G IgA IgM

Negativ 65 80 75
Grenzwertig 8 0
Positiv 7 0

10.5 Intra-Assay-Variationskoeffizient (Wiederholbarkeit)

In einem Assay wurden Streifen verschiedener Platten einer Charge mit einem Serum getestet. Der so ermittelte Variations-
koeffizient betragt < 9% (bei einem mittleren OD - Wert von 0,67).

10.6 Inter-Assay-Variationskoeffizient (Reproduzierbarkeit)
In 10 unabhéngigen Testanséatzen wurden in verschiedenen Labors und von unterschiedlichen Testpersonen 3 Seren getestet.

Candida albicans ELISA IgG

Serum Mittelwert VE Variationskoeffizient

Negativ 4,97 13,87%
grenzwertig 9,47 7,83%

Positiv 18,52 7,08%
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12. Testablaufschema

Vorbereitung der Patientenproben und Waschldsung

1:1010

z.B.

\ 4 IgG-/IgA-Proben — Verdinnung

5 pl Serum/Plasma + 500 pl Verdinnungspuffer (1:101)
30 pl der 1:101 Vorverdinnung + 270 pl Verdinnungspuffer
(Serumverdiinnungspuffer ist gebrauchsfertig)

V¥ Waschlésung: Konzentrat auf 1 Liter mit aqua dest./demin. Auffiillen

\ 4 IgM-Proben - Verdinnung

1:1010

Rheumafaktorabsorption mit RF-SorboTech

5 pl SerumPlasma + 450 pl Verdinnungspuffer +

1 Tropfen RF-SorboTech (ca. 50ul)

Bei RT 15 min inkubieren

30pl der 1:101 Vorverdinnung + 270 pl Verdinnungspuffer

Testdurchflhrung

4 x Waschen

4 x Waschen

Abstoppen

Extinktion messen

Probeninkubation 30 Minuten bei 37°C

Konjugatinkubation 30 Minuten bei 37°C

Substratinkubation 30 Minuten bei 37°C

100 pl Patientenproben

Leerwert (Verdiinnungspuffer) und Kontrollen

400 ul Waschldésung

gut ausklopfen

100 pl Konjugat
IgG, IgM, IgA

400 pl Waschldsung

gut ausklopfen

100 pl Substrat

50 ul Stopplésung

vorsichtig schitteln

Photometer bei 450/620nm
(Referenzwellenlange 620-690nm)
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