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Ugelom rieSenia je vyber kmefiov hemor-
hagickej horadky s rendlnym syndromom
imunoenzymatickow metédou.

Uvedeného tfelu sa dosiahne tak, Ze na
film imtGnneho gamaglobulinu obsahujtceho
protilatky k virusu hemorhagickej horacky
s rendlnym syndrémom sa nanesie iry tes-
tovany materidl, po premyti a vysuSeni sa
nanesie anti-imunoglobulin oznafeny enzy-
mom peroxiddzou, alebo fosfatdzou po opé-
tovnom premyti sa pridd 1,4-diaminobenzén
alebo 4-nitrofenylfosfdt, reakcia sa zastavi
po 30 aZ 45 min a 1 aZ 1,01 mo6l.1"! rozto-
kom kyseliny sirovej a sfarbenie sa vyhod-
noti vizualne alebo fotometricky.

Sposob vyberu kmeiiov hemorhagickej ho-
ri¢ky s rendlnym syndrémom mé pouZitie
v zdravotnictve.
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Vynédlez sa tfka spdsobu vyberu kmeiiov
virusov hemorhagickej horatky s rendlnym
syndromom (HFRS) zdpadného typu imuno-
enzymatickou (EIA) metodou.

Hemorhagickd horttka s renalnym syn-
dromom predstavuje vo svete, najmé v Azii
a Eurépe vainy verejno-zdravotnicky pro-
blém [C. GajduSek: WHO Report (1982)].
Doteraz vo svete sa robili pokusy na zachy-
tenie virusu, respektive virusového antigé-
nu hemorhagickej hordgky s rendlnym syn-
drémom z plidc drobnych hlodavcov nepria-
mou imunofluorescenciou [H. W. Lee, P. W.
Lee, I. ]. Back, K. Tsuchiya, R. S. Foulke:
Am. ]. Trop. Med. Hyg. 30, 477 (1981); M.
Brummer-Korvenkontio, A. Vaheri, T. Hovi,
C. H. von Bonsdorf, J. Vuorimies, T. Manni,
K. Penitinen, N. Oker-Blom, ]J. Lahdevirta:
J. Infect, Dis. 141, 131 (1980); I. N. Gavrilov-
skaya, N. S. Apekina. Yu. A. Myasnikov, A.
D. Bernshtein, E. V. Ryltseva, E. A. Gorbach-
kova, A. D. Chumakov: Arch. Virol. 75, 313
(1983); M. Gre3ikov4, ]J. Rajiani, M. Sekeyo-
vd, M. Brummer-Korvenkontio, O. KoZuch,
M. Labuda, R. Turek, P. Weismann, ]. Nosek,
J. Lysy: Acta virol. 28, 416 (1984}], alebo
na buneénej linii z Iudskych karcinomatoz-
nych plic (A549) ako i na stabilizovanej
bunefnej linii z obli¢iek zelenych opic
(VERO kldon F6 bunkdch) [G. R. French:
Abstract V. Int. Symp. Virology (1981); T.
Kitamura, M. Chiharu, K. Toshihiko, S. Ka-
zuyoshi, A. Jiro, S. Sadashi, T. Hisao, A.
Yoriyuki, I. Kiyoshi: JPN J. Med. Sci. Biol.
36, 17 (1983)].

Nevyhodou doteraz pouZivanych metodik
je velka prdcnost. Metodika pripravy ultra-
tenk§ch rezov z pldc hlodavcov a nésleday
dokaz antigénu nepriamou imunofluorescen-
ciou je zdlhava. Podobne metodika kulti-
vécie suspenzii z plic drobnych hlodavcov
na bukdch je prdcna, pretoZe aZ po niekol-
kych slepych pasdZach sa da dokdzat anti-
gén hemorhagickej horidky s rendlnym
syndrémom v cytoplazme buniek pomocou
nepriamej imunofluorescencie.

Podstata vyndlezu spofiva v tom, Ze sa
na film imtinneho gama globulinu, obsahu-
juceho protilatky k virusu hemorhagickej
hortcky s rendlnym syndrémom po vymyti
a vysu8eni nanesa Cire testované materia-
ly, a potom sa po premyti a vysu$eni nane-
sie anti-imunoglobulin, znafeny enzymom
peroxiddzou, alebo fosfatdzou po opétovnom
premyti sa pridd 1,4-diaminobenzén, alebo
4-nitrofenylfosfat, reakcia sa zastavi po 30
aZ 45 min s 1 aZ 1,01 mo6l.1-! roztokom Ky-
seliny sirovej a sfarbenie sa vyhodnoti vi-
zudlne alebo fotometricky.

Imunochemické reakcie, t. j. reakcie an-
tigénov s protildtkami sa vyuZivaja velmi
casto k dokazu biologicky aktivnych latok
pre svoju vysokl Specificitu a citlivost. Vy-
znamnym markerom antigénov a protilatok
st enzymy. Tieto boli pouZité na oznadenie
protilatok k detekcii antigénov v histolo-
gickych prepardtoch a ku zviditelneniu sla-
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bych precipitaénych 1inii pri imunodifdznych
technikédch v agarovom géle.

Ako sa ukdzalo, enzymové konjugéty sa
velmi hodia k histologickym a cytologickym
vySetreniam, pretoZe oproti klasickej imu-
nofluorescencii maji velkd vyhodu nielen
vo vysSej citlivosti, stdlosti prepardtov a
pouZiteInosti i pri elektrénovej mikroskopii,
ale predovSetkym v moZnosti pozorovat si-
tasne i tkaninové bunené 3truktiry a
zistit tak presnd lokalizdciu hladaného an-
tigénu.

Po priprave prvych enzymovych konjugé-
tov sa zrodila tzv. metéda ,enzymeimmu-
noassay" EIA, u ktorej sa hodnoti enzymova
aktivita, a to spravidla pomocou rozkladu
vhodného substrdtu, ktory poskytuje fareb-
né reakdéné produkty.

Vzhladom k tomu, Ze asociatné konStan-
ty komplexu antigén-protilatka su v opti-
mélnych pripadoch radu 10-12 mél.17! je
citlivost imunoenzymatickej metédy EIA ra-
du aZ 1071 mol. 171, Imunoenzymatické me-
tédy vyhovuji modernym poZiadavkdm na
vyhodnocovanie, na presnost a reproduko-
vatelnost,

Vyhoda spdsobu vyberu kmeiiov virusov
hemorhagickej horttky s rendlnym syndré-
mom imunoenzymatickou metédou spodiva
v uspore materidlu: médii, sér a buniek.

Dal3ou vyhodou je, Ze navrhované riese-
nie je gasovo tsporné, zniZuje sa pracnost
a rizikovost z hladiska bezpetnosti pri prd-
cl.

Priklad 1

Na polystyrénové mikroplatnitky sa na-
nesie po 0,05 ml 3pecificky ludsky gama-
globulin, obsahujdci protilatky k hemorha-
gickej hortfke s rendlnym syndrémom. Po
adsorpcii gamaglobulinu na tvrdd podloZku
pofas 18 hodin (cez noc) pri teplote 22 °C
sa jamky 3krat premyji s 0,01 ml.1-! fos-
fatovym pufrom o pH 7,2 s primesou 0,5 %
hmot. polyoxyetylén 20 sorbitant monolau-
ratu (Tweenu 20) o molekulovej hmotnosti
1200

Zlozenie tostdtového pufru:

Pripravi sa fosfdtmi tlmeny fyziologicky
roztok o pH 7,2. Roztok A : 8 g chloridu sod-
ného, 0,20 g chloridu draselného, 2,89 hyd-
rogénfosforetnanu sodného, 0,20 g dihydro-
génfosforeCnanu draselného sa rozpusti v
redestilovanej vode a roztok sa doplni re-
destilovanou vodou na wobjem 800 ml. Roz-
tok B:0,1 g chloridu védpenatého sa roz-
pustl v 100 ml redestilovanej vode. Roztok
C:0,1 g hexahydrat chloridu hore¢natého
sa rozpusti v 100 ml redestilovanej vody.

Roztoky A, B a C sa zmieSaji a potom sa
pridd 0,5 % hmot. polyoxyetylén 20 sorbi-
tant monolaurdtu. Po premyti a vysu$eni
platniciek sa pridaji vy&irené suspenzie z
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plic drobnych hlodavcov po 0,05 ml. Po ad-
sorpcii antigénu pri teplote 4 °C pocas 18 h
sa jamky opédtovne premyjid s fosfatovym
pufrom s primesou 0,5 % hmot. polyoxy-
etylén 20 sorbitant monolauratu. Po vysu-
Seni sa priddva antiglobulin, oznafeny en-
zgmom peroxid4ciou. Po trojnasobnom pre-
myti sa pridd 1,4-diaminobenzén. Reakcia
sa zastavi po 30 mindtach 1 mél. 1! rozto-
kom kyseliny sirovej. Vysledky sa cd€itajd
na fotometri (Microelisa MR 590) pri vino-
vej diZzke 210 nm alebo vizudlne.

Pogzitivie reagujice vzorky sa vyberd na
kultivdciu na stabilizovanej bunetnej linii
z oblitiek =zelenych opic (VERO klén EB&
bunkdch]. Tieto stabilizované bunefné linie
si uloZené vo Virologickom Tustave SAV,
Mlynska dolina 1, 817 03 Bratislava.

Priklaid 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym roz-
dielom, Ze sa jpouZije krv chorého €loveka,
alebo vyfirené organy (plica, oblitky]) post
mortem. Na film imanneho gamaglobulinu,
obsahujticeho protildtky k virusu hemorha-
gickej horacky s rendlnym syndréomom sa
nanesie &iry testovany material a potom sa
po premyti a vysuSeni nanesie antiimuno-
globulin, znafeny enzymom peroxydazou;
po opédtovnom premyti sa pridd 1,4-diamino-
benzén; reakcia sa zastavi po 30 min s
1 mol. 17! roztokom Kkyseliny sirovej a sfar-
benie sa vyhodnoti vizudlne alebo fotome-
tricky pri vinovej diZzke 210 nm.

Priklad 3
Postupuje sa ako v priklade 1 s tym roz-

dielom, Ze sa pouZije mo& chorého floveka,
upraveny na neutrdlne jpH. Na film imtnne-

ho gamaglobulinu s protilatkami k hemor-
hagickej horidke s rendlnym syndrémom sa
nanesie mol pacienta. Po adsorpcii pri tep-
lote 4 °C potas 18 hodin sa jamky opétovne
3krat premyji s fosfatovym pufrom s pri-
mesou 0,5 % hmot. polyoxyetylén 20 sorbi-
tant monolauratu. Po vysuSeni sa pridd an-
tilmunoglobulin, znafeny enzymom percxy-
ddzou. Po trojndsocbnom premyti s fosfato-
vym pufrom sa pridd 1,4-diamincbenzén
(ortofenyléndiamin). Reakcia sa zastavi \po
30 mindtach s 1 ml.1"! roztokom kyseliny
sirovej. Vysledky sa odfitaji na fotometri
pri vinovej dlzke 210 nm alebo vizualne.
Pozitivne reagujtce vzorky sa vyberd na
kultivdciu na stabilizovanej bunecnej linii
7z oblitiek zelenych opic (VERO Kklon E6
bunkéch]).

Priklad 4

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym roz-
dielom, Ze sa pouZije antiglobulin, oznace-
ny enzymom alkalickou fosfatazou. Po troj-
ndsobnom premyti sa pridd dvojscdnd sol
4-nitrofenylfosfatu. Reakcia sa nechid pre-
biehat v tme a potom sa zastavi po 45 mind-
tach 1,01 mé6l.1"! roztokom kyseliny siro-
vej. Vysledky sa od€itaji na fotometri pri
vinovej dizke svetla 490 alebo vizuédlne. Po-
zitivne reagujice vzorky sa vyberu na kul-
tivdciu na stabilizovanej bunetnej linii z ob-
litiek zelenych opic (VERO klén E6 bun-
kach).

Sposob vyberu kmeiiov hemorhagickej ho-
ragky s rendlnym syndromom mdZe ndjst
§iroké uplatnenie v zdravotnictve na izolé-
ciu kmeiiov hemorhagickej horacky s re-
ndlnym syndromom, titrdciun i identifikdciu
uvedenych kmefiov virusov.

PREDMET VYNALEZU

Spdsob vyberu kmefiov virusov hemorha-
gickej horaéky s rendlnym syndrémom imu-
noenzymatickou metédou, vyznaCujuci sa
tym, Ze na film imdnneho gamaglobulinu,
obsahujticeho jprotildtky k hemorhagicke]
horaéke s rendlnym syndromom po premyti
a vysuSeni sa nanesi &ire testované mate-
ridly a potom sa po premyti a vysuSeni na-

nesie antiimunoglobulin, znateny enzymom
peroxydazou, alebo fosfatdzou po opétov-
nom premyti sa pridd 1,4-diaminobenzén,
alebo 4-nitrofenylfosfat, reakcia sa zastavi
po 30 aZ% 40 min s 1 aZ 1,01 mol.17! rozto-
kom kyseliny sirovej a sfarbenie sa vyhod-
noti vizudlne alebo fotometricky.
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