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(57) Anotace :

Indikaéni prostfedek pro prikaz protildtek
proti Fasciola hepatica u skotu

Reseni se.__ tyka prostrfedku sestdvajiciho

z indikaéniho materiaiu ve tvaru pasku na
bazi nitrocelulozové membrany nanesené na

plastovém podkladu, pficemZ na indikaénim
pasku jsou naneseny tfi oddélené kapky roz-
toku antigenu o objemu 2 pg/ml redidla ve
trech koncentracich 150, 100 a 50 ug
antigenu/ml fedidla a zbyvajici plocha mem-
brany je pokryta blokovaci vrstvou nereak-
tivniho proteinu napf. Zelatinou. Prostred-
ku je pouiito v testu, pri kterém dochazi
k reakci antigenu s protildtkou ve vzorku
a vznikly imunokomplex je poté zviditelnén
reakci s antidruhové specifickym imunoglo-
bulinem znadéenym peroxidazou, pricemz pozi-
tivni reakce prokazujici pfitomnost proti-
latek ve vzorku je indikovana zménou zabar-
veni podlozniho materidlu z bilé barvy do
modré.

CS 277024 Be



1 CS 277024 B6

Vynadlez se tykd indikaéniho prostredku pro prikaz protilatek pro-
ti Fasciola hepatica u skotu.

Sérologické zjisténi vétsiny parazitdrnich onemocnéni je ne-
- zastupitelné tam, kde je diagnéza primym prukazem nemoZnd nebo
mdlo pravdépodobna, tj. u helmintoz tkanovych a téch, kde prepa-
tentni perioda je dlouhd, nebo hrozi nebezpec¢i zdvazZného poskoze-
ni hostitele jiZ béhem tohoto obdobi. :

Ve veterindrni i humdnni mediciné je moZno mezi takové hel-~
mintdrni onemocnéni poé¢itat i fasciolozu, protoZe, jak ukazuji
zkusenosti, koproskopie neni viZdy spolehlivd a samo obdobi do
objeveni prvnich vajicéek v trusu hostitele je pomérné dlouhé cca
42 az 56 dnt /Sinclair, K. B. Helmint. Abstr. 36: 115 aZ 134,
1967; de Leon, D. et al. J. Parasitol. 67: 734 aZ 735, 1981/. Va-
jicka ve vétsSiné pripadld je moZno pravidelné prokazovat azZ po 3
az 4 mésiéni invazi oproti protildtkdm, které je moZno v experi-
‘mentu prokdzat jiZ po 3 aZ 5 tydnech. Terapeutlcky zdsah je veden
jiZz v obdobi rozvinuté patogeneze a &asto jiZ neni hostitel scho-
pen vzniklé skody regenerovat.

Fascioloza skotu a ovci predstavuje trvale potencidlni zdroj
nebezpec¢i pro chov skotu a ovci, jak potvrzuji zkusenosti z fady
vyspélych i rozvojovych zemi. /Malone: Vet. Clin. N. Amer., 2:
262 aZz 275, 1986; Bundy et al: Paho Bull. 17: 243 aZ 258, 1983/.
V CSFR vV nékterych chovech skotu je stdle zamoreno cca 0,7 a2
1,0 ¥ stavu a 8,5 aZ 12,1 % farem; je nutno 1é&it 60 500 kusu
skotu roc¢né, coz predstavuje ztratu na ndkladech na anthelmintika
750 az 1 300 tisic Kés roc¢né. Ztraty na pr¥irustcich, mléce, kon-
fiskaci apod. se vyéisluji cca na 1 300 K&s na jedno nakaZené
zvire. Stav rozsir¥eni u oveci je podobny jako u skotu co do expen-
sity a hlavnich lokalit. . , .

Vzhledem k zoonotickému charakteru onemocnéni u &lovéka ma
diagnostika i v humdnni mediciné velky prakticky vyznam /Hil-
leyer, G. V.: Fasciolosis, In.: Immunology of Parasitic Diseases,
vol. 1. Walls, Schantz eds., s. 39 az 68, 1986/. Klasické sérolo-
gické testy Jjsou nadro¢né na pripravu a provedeni, obtiZné stan-
dardizovatelné a mdlo pohotové. V posledni dobé je rozpracovavan

témér vylucné imunienzymaticky test "ELISA". /Boulard et el. Ann. -

Rech. Vet., 16: 363 aZ 368, 1985/. Zasadni prekdZkou v aplikaci
tohoto vysoce citlivého a efektivniho sérologického testu je vys-
_kyt castych nespecifickych nebo 2zkriZenych reakci, které v mnoha
pripadech zcela znemoZni interpretaci vysledka testu pro klinic-
kou praxi.

V praci o experimentdlni fascioloze u ovei byla pouZita nit-
roceluloza jako transportni medium pro vndseni antigenu do jamek
desti¢ky pro jinak klasicky postup "ELISA" metodiky. /Zimmerman
et al.: J. Vet. Res. 46: 1513 aZ 1515, 1985/. Stejnad technika by-
la pouZita napf. i toxocariozu u psu /Matsumura et al.: Zbl.
Bakt. Hyg. A., 266: 580 azZ 585, 1987/. Dals$i nevyhodou téchto
testd je nutnost pouZiti destidek s jamkami zav1slych na promyva-
¢ich, vicekandlovych pipetdch a na vyhodnocovacim zarizeni.

Predmétem vyndlezu je indikacéni prostfedek pro prukaz proti-
latek Fasciola hepatica u skotu, jehoZ podstatou je, Ze sestava
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z indikac¢niho pésku vytvofeného 2z nitrocelulozové membrany fixo-
vané na plastovém podkladu, na kterou jsou naneseny tr¥i kapky
roztoku antigenu o objemu 2 pl, ve tfech koncentracich 150, 100
a 50 pg antigenu/ml fedidla, pricemZ zbyvajici plocha membréany je
pokryta blokovaci vrstvou nereaktivniho proteinu vybraného ze
skupiny zahrnujici Zelatinu, koniské sérum a bovinni sérovy albu-
min.

Zpusob pouZiti tohoto prostfedku je zaloZen na principu, p¥i
kterém se prostfedek s nanesenym antigenem uvede do styku s tes-
tovanym vzorkem, ktery se poté nechd inkubovat, naceZ se vznikly
imunokomplex 2zviditelni reakci s antibovinnim imunoglobulinem
znaCenym peroxiddzou, pricemZz pozitivni reakce prokazujici p¥i-
tomnost protildtek ve vzorku, se indikuje 2zménou zabarveni pod-
loZzniho materidlu produkty reakce peroxiddzy se substratem.

Za specificky pozitivni reakce se pritom povaZuje zména
zbarveni u dvou niZs$ich koncentraci antigenu a nespecificky pozi-
tivni se hodnoti zbarveni nejvyssi koncentrace antigenu.

Vyhodou prostredku podle vyndlezu je zejména:

1/ Test je provaddén s jednim redénim séra na jednom pasku

2/ Hranice prikazu je ddna pouZitim tfi rozdilnych koncentraci
antigenu, z nichZ se reakce dvou a vice hodnoti jako pozitivni
reakce, jedné Jjako negativni nespecificky vysledek /vnit¥ni
kontrola reaktivity systému/

3/ Test nevyZaduje Zadné specidlni zarizeni

4/ Indikacéni pasek je dlouhodobé skladovatelny a trvale priprave-
ny k pouziti.

Priklad

Priprava prost¥edku pro prukaz protildtek proti Fasciola
hepatica ve formé prouzku

Na matnou stranu pasku nitrocelulozy /filtr SYNPOR 0,45 pm/ byla
nanesena mikrost¥ikac¢kou 2 pl skvrna antigenu ve tfech koncentra-
cich , a to 150, 100 a 50 pg antigenu v 1 ml redidla /pufrovany
fyziologicky roztok pH 7,2 s pridavkem 0,05 % hmot. Tween 20, da-
le jen PBS-T20/.
Pasek byl ponechdn 30 minut v pokojové teploté a poté vypran
v PBS-T20 10 minut a blokovdn v PBS-T20 s 10 % hmot. normdlniho
koniského séra /ddle jen PBS-720-NKS/.

Poté byl oplachnut v PBS-T20 a nechdn zaschnout na filtraénim pa-
pi¥e. Pro pozdéjsi pouziti je pasek uloZen zavareny do PVC sacku
v pokojové nebo chladnickové teploté minimdlné 1 tyden, lépe
1 mésic. P¥i pouziti prostfedku podle vyndlezu byl prouZek re-
hydratovdn v PBS~T20 10 minut ddle inkubovdn ve vzorku Séra
1:1000 v PBS-T20-NKS jednu hodinu na t¥epacce a poté 3x 5 minut
pran v PBS-T20. Po inkubaci v antibovinnim konjugdtu 1:1000 /nebo
jiné vhodné koncentraci podle jeho kvality/ jednu hodinu, byl
pdsek pran 3x 5 minut v PBS-T20, inkubovan cca 30 minut v sub-
strdtovém roztoku 4-chloro-l-naftolu v TRIS-/hydroxymethyl/-ami-
nomethan-HCL pufru pH 7,6 a reakce byla =zastavena po zabarveni
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prvﬁi skvrny pomoci 0,5 % hmot. azidu sodného ve vodé a dobre
vypran vodou. Jako p021t1vn1 vysledek je hodnocena modra reakce
dvou skvrn s niZsi koncentraci antigenu.

Bylo provedeno ovéreni uGéinnosti na souboru 30 sér skotu po-

zitivniho pitevné na fasciolozu a 30 sér skotu pitevné negativni-
ho na toto onemocnéni.
Z 30 sér nemocnych zvirat reagovalo pozitivné 25, tj. 83,3 %. Ze
sér zdravych zvirat reagovala pozitivné 4 séra, coz predstavuje
SpelelCnOSt 86 %¥. Celkové bylo dosazeno 85 % spravnych vysledkuy,
coZ je u zvirat dostatecnd presnost. :

PATENTOVE NAROKY

Indikaéni prostfedek pro prikaz protilatek proti Fasciola
hepatica u skotu, vyznacdeny tim, Ze sestdvd z indikaé¢niho pasku
vytvoreného z nitrocelulézové membrédny fixované na plastovém pod-
kladu, na kterou jsou naneseny tfi oddélené kapky roztoku antige-
nu o objemu 2 pl, ve trech koncentracich 150, 100 a 50 ug

antigenu/ml redidla, pric¢emZ zbyvajici plocha membriny je pokryta .

blokovaci vrstvou nereaktivniho proteinu vybraného ze skupiny za-
hrnujici Zelatinu, koriské sérum a bovinni sérovy albumin.

Konec dokumentu
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