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Opfindelsen angdr et organ til diagnostisk bedommelise af kli-
niske parametre ved direkte opsamling af biologiske materiailer
bestaende af en fast barer af egnede materialer, form og ster-
relse, som barer fikseret pd sin overflade en forud fastlagt
mangde af et antistof, hvis det stof, som skal bedommes, er et
antigen, og et antigen, hvis stoffet, der skal bestemmes, er et
antistof, samt den beslazgtede diagnostiske metode.

Det biologiske materiale opsamlet som ovenfor anfort, analyse-
res derefter kvalitativt eller kvantitativt ved sadvanlig tek-

nik.



10

15

20

25

30

35

DK 164757 B

Den foreliggende opfindelse angar et organ til kvalitativ
diagnostisk bestemmeise af Herpes virus, Eppstein-Barr virus,
Varicella Zoster virus, Human T-lymfocyt virus bestdende af en
berer, hvoraf en zone er belagt med en forud fastlagt mangde

af de tilsvarende specifikke antistoffer til de navnte viru-

ser.

Organet ifelge opfindelsen bestar saledes af en fast barer (af
passende karakter, form og sterrelse), som ved en egnet teknik
barer fikseret p& sin overflade, en forud fastlagt mangde af
et antistof. Organet ifglge opfindelsen kan anvendes ved en
diagnostisk fremgangsmade, som omfatter, at man bringer dette
organ i kontakt med de biologiske vav indeholdende antige-
nerne, som skal analyseres. Det agglutinerede produkt, der er
dannet og fikseret pa organet, merkes s& enzymatisk ved reak-
tion med et specifikt antistof konjugeret med et enzym. Efter
fjernelse af de markede antistoffer, der ikke er specifikt
bundne, ved hj®1p af vask (f.eks. med vand) dyppes organet i
en egnet pavisningsoplgsning indeholdende et substrat for det
markende enzym, som er i stand til at give en reaktion, der er

nyttig til kvalitative og/eller kvantitative malinger.

Data i litteraturen angiver, at bedemmelsen af mange parametre
af klinisk interesse ved analyse af en biologisk vaske kraver
overforing af en nejagtig malt mangde til en egnet beholder,
hvor den skal inkuberes med en forud fastlagt mangde reagens

for at give en pavisningsreaktion.

De sadvanlige fremgangsmader indebarer ingen sarlige vanskelig-
heder, nar de biologiske materialer let kan opsamles og star
til radighed i forholdsvis hegj mangde, sdledes som det i reg-
len er tilfeldet med urin og blod, men det samme er ikke til-
feldet, nar analytiske bestemmelser skal udferes pd biologiske
materialer, der star til raddighed i smd eller meget sma mang-
der (exudater, pus, slim, spyt osv.), eller af en hard samling
fra histologisk ®ndrede vav og/eller vav i nappe tilgangelige

omrader, f.eks. pustuler, syphilomaer, sir osv.
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Ulemperne ved den tidligere navnte teknik overvindes med orga-
net ifglge den foreliggende opfindelse, der som navnt bestar
af en barer, hvoraf en zone er belagt med en forud fastlagt
mehgde af de tilsvarende specifikke antistoffer til de oven-
navnte viruser, og som er ejendommeligt ved, at zonen har en
form, der er egnet til direkte provetagning af de uoplegselige
antigener ved kontakt med og/eller punkter fra dyrekroppe el-

Ter menneskekroppe eller vav.

Organet ifolge opfindelsen muligger faktisk direkte samling
af det biologiske materiale, som skal undersgges, uden at
der tyes til maling af preven. Prgven kan faktisk opsamles di-
rekte pa patienten eller senere pa pregven af vaeske eller bio-
logisk vav opsamlet ved en af de sazdvanlige laboratorieteknik-

ker.

For tiden er de eneste diagnostiske fremgangsmader til pavis-
ning af viruser i biologisk vev (f.eks. under virusinfektioner
e1ﬁer for at bedemme mulige sunde barere i en befolkning) base-
ret pad cellekuliturmetoder, som kraver kostbart apparatur, tra-
net personale og lang tid (3 eller flere dage) til bedgmmelse

af resultaterne.

Disse grunde vanskeligger rettidig diagnostisk analyse, som
kunne vare nyttig til forhindring af sygdomsspredning til epi-
demiologiske undersggelser og generelt til tidlig diagnose af

virussygdomme.

Eksempler pa viruser, hvis tilstedevarelse ofte m& pavises
omfatter herpesviruser (type 1 og 2), Eppstein-Barr virus,

Varicella Zoster virus, Human T-Lymfocyt virus 3 (HTLV-3).

Det er derfor et gnske at tilvejebringe et organ til anven-
deise ved en fremgangsmade +til pavisning af disse viruser,
hvilken kan udfgres selv i ikke specialiserede centre af ikke
hejt uddannede eller specialiserede personer, og uden spe-

cielle apparater, sasom sterile varelser og lignende.
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Organet 1ifelige opfindelsen muligger, at ulemperne ved de
kendte fremgangsméder. overvindes. Dets anvendelse er faktisk

serlig enkel, billig, hurtig, sikker og negjagtig.

Det forudsattes ved anvendelse af organet ifolge opfindelsen
at der haves et specifikt antistof, og specifikke antistoffer
merket med enzymer. Antistoffet mod viruset, der skal bestem-
mes, er bundet pd organet ifslge opfindelsen. Efter agglutine-
ringsreaktionen bringes organet i kontakt med antistoffet
merket med enzymet, og neddykkes s& i den tilsvarende pavis-
ningsoplesning efter fjernelse af det enzymmarkede antistof,

der ikke er specifikt bundet.

Hvor det drejer sig om herpes virus absorberes f.eks. et mono-
klonalt eller polyklonalt anti-HVS pad et organ, som har en
form, der er egnet til direkte proveudtagning af vavene

(f.eks. en hudblzre).

250 patienter er blevet underkastet denne diagnostiske metode
sammenlignet med de kendte cellekulturmetoder. Anvendelsen af
organet ifelge opfindelsen viste sig at vare yderst palidelig
og i fuldstandig overensstemmelse med de tidligere metoder.
Resultaterne blev imidlertid opndet pa& kun en time, medens

cellekulturmetoderne kravede mindst 3 dage.

Analogt er organet ifelge opfindeisen egnet til pavisning af
HTLV-3, en virus der er ansvarlig for sygdommen, der er kendt
som AIDS, bade til analyse af blodprever fra individuelle per-

soner og af blod fra ukendte donorer.

En anden vigtig fordel ved anvendelse af organet ifeslge den
foreliggende opfindelse er, at det er muligt at pavise virusen
selv i en inaktiv, ikke replikativ fase, medens cellekulturme-
toderne kraver, at viruserne kan replicere, idet der ellers
beheves en aktivering (med deraf felgende yderligere operative

vanskeligheder).
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Organet ifeglge opfindelsen bringes i kontakt med det biologi-
ske materiale, der skal underssges, hvilket organ bestar i det
vasentlige af et handgreb og en ekstremitet, der er beregnet
til at komme i kontakt med det biologiske materiale, og som
ved passende teknik barer fikserede, forud fastlagte mangder
af antistoffer, der er specifikke eller delvis specifikke for

de antigen-forbindelser, som skal bestemmes.

Antistofferne fikseret p& ekstremiteten af organet ifslige op-
findelsen vil derfor ved immunokemisk reaktion binde til anti-
generne, der findes i materialet som underseges, i en grad,

der er proportional med mazngden indeholdt i materialet selv.

I'en foretrukken udfgrelsesform ifslge opfindelsen efter vask
med et egnet oplegsningsmiddel eller oplgsning for at fjerne
stofferne, der ikke er fikseret med en specifik binding til
antistoffet, der forud er fikseret pa organet, skal en direkte
kvantitativ og/eller kvalitativ bestemmelse af den undersggte
kliniske parameter fortrinsvis udfgres ved at benytte allerede
kendt teknik baseret f.eks. pa kemiske, immunokemiske, +immuno-

enzymatiske, enzymatiske osv. reaktioner.

Formen og sterrelisen af organet ifelge opfindelisen og isar af
ekstremiteten, der er belagt med antistofferne, er ikke i sig
selv afgorende for opfindelsens karakter, idet det naturligvis
er betinget af den tilsigtede anvendelse og den type opsam-

Ting, som kraves til den analytiske bestemmelse.

Hv%s der f.eks. skal ske opsamling ved hudpunktur, skal der
hensigtsmessigt anvendes et organ, som er karakteristisk ved
en mere eller mindre tilspidset, men i hovedsagen konisk form
med en ekstremitet, der er belagt med antistoffer. Hvis p&a den
anden side opsamlingen kraver en simpel kontakt med vavet el-
Ter en dypning i en biologisk vaske, kan overfladen belagt med
antistofferne have en cylindrisk, kugleformet, =zgformet, ko-

nisk eller keglestubformet facon.
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Hvis opsamling skal ske ved hudpunktur, har et organ vist sig
serlig egnet bestdende af en metalkerne, eventuelt belagt med
plastmateriale, og som i sin ekstremitet er udstyret med et
legeme belagt med antistoffer af passende storrelse og form
(f.eks. en 1i1le kugle med en diameter p& 2-5 mm), hvorfra en
metalspids egnet til injektion rager nogle f& mm frem (f.eks.
0,5-2 mm). Under brugen vil metalspidsen bevirke, at den bio-
logiske veske siver ud (f.eks. en drabe blod) og impragnerer
legemet, der er belagt med antistof, idet den er i umiddelbar

kontakt dermed pad grund af den minimale afstand.

Som egnende materialer til bareren, der skal belagges, kan
anvendes plastmaterialer, som er i stand til at binde antistof-
fer ved adsorption ifslge opfindelisen sisom polyethylen, poly-
propylen, polystyren, polyurethaner, polyvinylchlorid, BUNA-N,
nylon, polyacrylater, polymethacrylater, polytetrafluorethy-
lenharpikser (TeflonR), phenolharpikser, polyacrylamider, Del-

rinR, LexanR, cellulosederivater, siliconederivater osv.
Disse materialer kan ogsa belagge en metalkerne.

Bindingen af antistoffet med organet ifelge opfindelsen kan
ogsa vere kemisk, hvis det konstruktive plastmateriale +inde-
holder aminogrupper, hydroxygrupper, carboxygrupper eller {iso-
cyanogrupper, som er egnet til at fiksere forbindelser med en
kemisk binding. Det egnede plastmateriale kan eventuelt akti-
veres ved at dyppe det i en pufret oplesning med pH-verdi 9 af
glutaraldehyd i overensstemmelse med allerede velkendt teknik
eller 1 overensstemmelse med andre lignende velkendte metoder

f.eks. inden for omradet enzymimmobilisering.

Metalmeterialer kan ogsd anvendes, nar de forud har varet un-
derkastet en fremgangsméde, der ger dem porgse eller i hvert
tilfelde i stand til at adsorbere antistoffer f.eks. ved gal-
vanisk teknik til aflejring af colloidt guld eller andre me-

taller i colloid form.
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Eksempler pa belagning af disse materialer med et antistof

pad de navnte fremgangsmader er beskrevet i amerikansk patent

nr. 4.003.988 og i fglgende artikier:

(a) IMMUNOASSAY USING ANTIGEN-ENZYME CONJUGATES
B.K. Van Weemen og A.H.W. Schuurs febs. letters bind 15,
nr. 3, juni 1971, side 232-235.

(b) SOLID PHASE ANTIBODY ASSAY BY MEANS OF ENZYME CONJUGATED
TO ANTI-IMMUNOGLOBULIN
P. Leinikki og Suvi Passila, J. Clin. Path., 1976, 29,
side 1116-1120.

(c) ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY WITH POLYVALENT GONOCOC-
CAL ANTIGEN
B.R. Brodeur, F.E. Ashton og B.B. Diena, The Journal of
Medical Microbiology, bind 15, nr. 1, 1981, side 1-9.

(d) A MICROPLATE ENZYME-IMMUNOASSAY FOR TOXOPLASMA ANTIBODY
J. Clin. Path., 1976, nr. 238, side 150-153.

(e) ENZYMOLOGY (Immobilized Enzymes, Antigens, Antiobodies and

Peptides - Preparation and Characterization, bind I, red. af

H. Howard Weetall, Marcel Dekker Inc., New York (1975).

Antistoffet eller antistofferne, der anvendes til at belagge
bareren, kan vare polyklonalt eller monoklonalt eller eventu-
elt blandinger deraf og kan vare specifikt for et eller flere
aktive steder af antigenet, der skal bestemmes. Endvidere kan

denne specificitet vare rettet mod et eller flere antigener.

Antistoffer kan fikseres pa bzreren uden nogen ma&ngdebegrans-
ninger, men en mangde, der er egnet til den tilsigtede analy-
setype ber valges, og ligger sandsynligvis mellem et picogram

og et milligram pr. kvadratcentimeter.

organet ifelge opfindelsen kan anvendes til direkte bestéem-

melse af viruser.

I reglen udfgres pavisningsreaktionen rigtigt ved hjalp af et
antistof market med et egnet enzym, som er specifikt for anti-

gen-antistofkomplekset, der er fikseret pa& bareren efter prove-
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opsamlingen. Til dette formdl bliver organet, som barer anti-
gen-antistofkomplekset, fikseret derpa, vasket med en egnet
stodpude og/eller vandig oplesning for at fjerne det uspeci-
fikt bundne antigen eller antistof, og bliver derefter dyppet
og inkuberet 1 passende tid i en oplegsning af antistoffet kon-

jugeret med et enzym,

Disse antistofoplesninger indeholder fortrinsvis ikke-ioniske,
ioniske og amfotere stodpudemidier og emulgeringsmidler med en
koncentration af enzymmarket antistof, der ligger fra 0,01 til
0,005 vagt%. Det enzymmarkede antistof-antigen-antistofkompleks
vil derfor blive fikseret p& bzreren. Efter fjernelse af et
muligt uspecifikt bundet market antistof ved vask med en egnet
stodpude og/eller vandig oplesning, dypning af bazreren, behand-
1ing som Jvenfor anfert i en oplesning indeholdende et egnet
chromogent system baseret pad et substrat for enzymet muligge-
res en enkelt og direkte antigenbestemmelse af produktet fra
den enzymatiske reaktion ved kolorimetrisk, spektrofotometrisk

eller forskellig anden teknik.

Tegningen, der illustrerer opfindelsen, viser skematisk et
organ ifelge opfindelsen. Henvisningstallet 1 viser den Kegle-
formede bzrer, som er belagt med antistoffet, og som skal
komme i kontakt med det biologiske materiale. Stilken 2 virker
som handtag og kan vere af en sadan form og sterrelse, at
brugen geres let og komfortabel. 3, 4 og 5 viser henholdsvis

antistoffet, antigenet og det enzymmarkede antistof.

Organet ifeslge opfindelsen, der ogsd muligger at undgd en ngj-
agtig bestemmelse af mangden af biologisk materiale, der skal
undersoges, frembyder ogsad den fordel indenfor metodens fglsom-
hedsgranser, at give en hgjere palidelighed og nejagtighed i
kraft af minimeringen af eksperimentalfejlene. Analysen bliver
endvidere hurtigere og mere rettidig, uden at der er behov for
kostbart udstyr, siledes at der endog kan forudses en direkte

anvendelse i hjemmet af analytisk udstyr.
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organerne ifslige opfindelsen skal fremstilles under strenge
sterile betingelser, under egnede aseptiske forudsaztninger og
til1 sidst indfogres i egnede sterile beholdere, f.eks. reagens-

glas forseglet med steriliserede propper.

Det folgende ikke-begraznsende eksempel illustrerer nogle muli-

ge anvendelser af organet ifelge opfindelsen.
EKSEMPEL

(a) Fremstilling af et organ, der er egnet til bestemmelse af

Herpes virus (HSV)

Polyvinylchloridpinde med en kegleformet ekstremitet blev an-

vendt som fast fase.

Ekstremiteten af pindene fik lov at inkubere med et anti-HSV-2
antiserum fortyndet i forholdt 1:300 med 50 mM pH 9,6 carbo-
nat/bicarbonatstedpude. Teknisk set blev antiserumet fikseret
pa bareren ved at dyppe pindens koniske ekstremitet i fordybnin-
gefne i en polyvinylchlorid mikroskive indeholidende 0,15 ml
antiserum, saledes at hele det koniske areal kunne dyppes i
oplesningen. Mikroskiven fik derefter 1lov at inkubere i 2 ti-

mer ved 37°C i et fugtigt kammer og derpd natten over ved 4°C.

Efter denne dinkubation blev pindene vasket ngjagtigt med pH
7,4 saltvand med phosphatstodpude (KHyPO4 15 mM, NapHPOg 85
mM, NaCl 15 mM, KC1 25 mM) indeholdende 0,05% Tween, indfert i
fordybningerne i en anden skive indeholdende samme saltvand
med stedpude sammen med 0,3% okseserumalbumin og fik lov at
inkubere i 1 time ved 37°C i et fugtigt kammer. Denne behand-
1ing har det formal at matte alle mulige frie steder pa poly-
vinylchloridet, som i de felgende trin ogs& kan bringes til at

adsorbere de virale partikler eller det konjugerede antiserun.

Péilignende made blev fremstillet et organ til bestemmelse af
Hepstein-Barr virus, Varicella Zoster virus og Human T-Lympho-
cyt virus-3 (HTLV).
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{(b) In vitro bestemmelse af HSV

Efter et identisk trin fik pindene lov til i kort tid ved stue-
temperatur at komme i kontakt med en HSV virus suspension for-

tyndet 1:5 i saltvand (0,9% NaCl).

Efter vask blev pindene dndfert i reagensglas 1indeholdende
anti-HSV-2~antiserum konjugeret med peroxidase i en 1:150 for-
tynding i saltvand med phosphatstedpude indeholdende 0,05%
Tween 20. Denne procedure blev efterfulgt af 30-40 minutters
inkubation ved stuetemperatur og af vask i saltvand med phos-
phatsteodpude indeholdende 0,05% Tween 20 for at forhindre en
mulig analytisk genererende indblanding af det konjugerede

antiserum, der er uspecifikt bundet med antigenet.

Efter det sidste trin af behandlingen blev pindene indfert i
en chromogen oplesning bestdende af 3,4 mg ortho-phenylendia-
min oplest i 10 ml stedpude, dannet af lige dele 0,1 M citron-
syre og 0,2 M NazHPO4, hvortil der lige for brugen var sat 50
mcl af en 3% Hp02 oplesning.

De registrerede resultater kunne vise den gode specificitet og
folsomhed af denne teknik: de positive prever viser faktisk
gennem det chromogene system en intens farve, der tydeligt
kunne skelnes fra den nasten ikke eksisterende farve af de

negative prever.

(c) Forklarende procedure af en HSV bestemmelse ved direkte

opsamling

Herpesinfektioner type 1, type 2 eller type 1 og 2 forekommer
i reglen med dannelsen af blerer af forskellig stegrrelse i
genitalomradet og/eller labialomradet. Dannelsen af herpesbla-

rer i andre legemsorganer er sjalidnere.

Med det formal, at diagnostisere en faktisk viral infektion af

herpetisk oprindelse, fik organet fremstillet ved fremgangsma-
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den, som vist under (a), lov til at komme i kontakt med blaren
med sin lancetformede ekstremitet og bragte derved blaren til

at briste.

Oorganet drejes derefter rundt og vasken fra den brudte blare
far lov at komme i kontakt med anti-HSV-antistofferne, der

forud var fikseret pa& pinden.

S3 snart vaskeopsamlingen er afsluttet, indfores organet i en
ampul indeholdende 300 mcl af en oplesning af anti-HSV konju-
geret med peroxidaseenzym og fortyndet i en 30 mM phosphatsted-

pude indeholdende 0,05% Tween 20 og 1% okseserumalbumin.

EFter 15 minutters inkubation vaskes bareren med rindende vand
i ca. 60 sek. og overfgres til en ampul dindeholdende 300 mcl
af en pH 5 oplgsning karakteriseret ved fglgende procentiske

sammensatning (wW/v):

Tetramethylbenzidin 0,02
Citronsyre 2,10
Natriumperborat 0,07
Dibasisk natriumphosphat 3,00
Dimethylsulfoxid 20,00
Destilleret vand , 715,00

Efter 15 minutters inkubation iagttages oplgsningen indeholdt
i ampullen. Den kan vare:

(a) farveles i tilfaelde af et negativt resultat (fravar af HSV
i patientens blare),

(b) bla i tilfalde af et positivt resultat (tilstedevarelse af

HSV i patientens blare).

Patentkrayvwv.

organ til kvalitativ diagnostisk bestemmelse af Herpes virus,

Eppstein-Barr virus, Varicella Zoster virus, Human T-lymfocyt
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virus bestaende af en barer, hvoraf en zone er belagt med en
forud fastlagt mangde af de tilsvarende specifikke antistoffer
til de navnte viruser, kendetegnet ved, at zonen
har en form, der er egnet til direkte prevetagning af de uop-
loselige antigener ved kontakt med og/eller punktur fra dyre-

kroppe eller menneskekroppe eller vav,
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