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(54 ty&inke pre diagnostiku leukémie a sposob jej pripravy

Vyndlez sa tyka tyéinky pre diagnos-
tiku leukémie & ingfch onemocneni a 8p0BO~
"bu jej pripravy. Podstata vyndlezu spodi-
va v tom, %e ty¥inke pre diegnostiku leu-
kémie a injch onemocneni je vytvorend z
‘umelej hmoty napriklad z polystyrénu a
jeJ povrch' je protiahnuty antigénom, na-
priklad dezintegrovanym materiflom virusu
_bovinnej leukozy. Sposob pripravy tydinky
sa vyznaduje tym, %e na tySinku z umele]
hmoty sa naabsorbuje antigén pri teplote
4 a% 37°C v priebehu 2 a% 18 hodin a v
druhom stupni sa povrch aktivnej Casti
tydinky saturuje roztokom Zelatiny v
pufrovacom roztoku pri pH 7,6. Vyndlez
mé pou¥itie na stanovenie protildtok,
"antigénov, biologicky aktivnych ldtok v
huménnel medicine a ne diagnostiku tuber-
kulozy, brucelozy, infekinej anémie koni,
moru priasat, atd.
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Vyndlez sa tyka ty¥inky pre diagnostiku leukémie a inych
onemocneni a spdsobu jeJ pripravy.

Leukdza hovadzieho dobytka sa ¥iri ako infek¥nd choroba
v stddach. Chorobu spdsobuje virus. Krdtko po infekcii zvierat
virusom sa v sérach postihnutjch zvierat vyskytuju protildtky
proti tomuto virusu. Tdto skuto¥nost Je zdkladom pre vagsinu
viasnych diagnostickych metdd bovinnej leukozye. -

Doteraz sa diagnostikuje bovinnd leukdza niekolkymi sp8-
sobmi. Hematologicky sa zistuje len pokrodily stav choroby,
nie je to metdda viasnej didgnostiky (Cerny L., Zévada J.,
Altaner &., Pravda D. a VolejniZeks: Veterindrstvi 28, 150-153,
/1978/7. Dalsi spdsob hojne uiivany je detekcia protildtok proti
virusu metédou imunoprecipitécie v agare. Tento spdsob je médlo
citlivy a dokazuje len zvieratd s vysokym obsahom protilétok
[Manmerickx M., Portetelle D., Kettmann R., Chysdael J., Burny
A., Dekagel D., Europ. J. Cancer 12, 433-439 /1976/] .« Noviie
spdsoby ako séroneutralizadny test vyuzivajici VSV (BLV) pseudo-
typy [24vada J., Cerny L., z4vadovd Z., BoZonovd J. a Altstein
A.D., J. Natl. Cancer Inst. 62, 95-101 /1976/] a rddioimunclo-
gické spdsoby detekcie protildtok v sére su spdsoby vysoko,
citlivé a preto vhodné pre viasni diagnostiku fLevy D., Des-.
hayes L., Parodi A.L. a Levy J.Ps, Int. J. Cancer 25j 147-152
/1980/ a Zajac V., Altaner &., zévada J., Cerny L., Neoplasma.
27; 517-523 /1980/7. Majl viak niekolko nevihod. Séroneutrall-
zadny test vyZaduje virologické labofatérium s moZnostou ste=
rilnej préce, rédioimunologické metddy vyZadujd labordatoria
a pracovnikov oprdvnenych pracova% s rédioizotopmi a ndkladné
-fristroae na meranie rédioakpivityz . .;

Uvedené nevyhody odstrafuje ty&inka pre diagnostiku
leukémie a inych onemocneni, Ktorej podstata spodiva v tom,

%e Je vytvorend z umelej hmoty, napriklad z polystyrénu a Jed
povrch je potiahnuty antigénoﬁ,'napriklad dezintegrovanym ma= .
teridlom virusu bovinnej leukozy. Podstata sp6sobu pripravy
ty&inky pre diagnostiku leukémie a.injch_onemocneni\spoéiva

v tom, Ze na tySinku z-umelej nmoty napr.polystyrénu, siliko-
novej gumy sa naadsorbuje v prvom stupni antigén pri teplote

4 az 37°C v priebehu 2 a¥ 18 hodin a v druhom stupni sa povrch
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aktivne] Casti ty&inky saturuje roztokom Zelatiny v pufrovacom
roztoku napriklad 0,02 M Z-amino-z-hydroxymethyl-l 3—propandiol—
~hydrochloride pri pH 7,6.

Vyhoda vyndlezu spodiva vo vysokej citlivosti a Specifi&-
nosti a v moZnosti spracoval velké mnoZstvo vzoriek. Nie si
potrebné Ziadne ndkladné pristroje, odstranuje sa préca s ré-
dioizotopmi, spdsob pripravy je ekonomicky nendro&ny na mate-
ri4dl a d4 sa prevddzat aj v terénnych podmienkach.

Ty&inky pre diagnostiku 1eukémie a inych onemocneni su schop-
né Specificky viazat protilétky proti virusu bovinnej lnkozy
vo vy3etrovanych sérach. Detekcia a vizualizdcia tychto proti-
ldtok sa prevadza pomocou konjugdtu antihovadzieho gamaglobu-
linu s peroxidézou. Diagnostickd tydinka v sére leukemickym
virusom infikovanych zvierat sa zafarbi na hnedo-%erveno, za-
tial %o v sére zdravjch jedincov zostdva nezmenend.

Vyndlez ma pouiltle nielen na stanovenie protilatok -
proti bovinnej leukoze, ale sa da vyuiit na stanovenie proti-
1létok, antigénov, biologicky aktivnych Tédtok v humadnnej me-
dicine napr. na diagnostiku hepatitidy B, A, naarozliénejélch
parazitdrnych onemocneni, stanoveni horménov a vo veterlnarnej
medicine napr. na diagnostiku tuberkuldzy, brucelozy, infeké&ne]
anémie koni, moru prasiat a pod. Aplikdcia spo&iva len v zémene
antigénu &i protildtky, ktora je naadsorbovand na diagnosticku
ty&inku.

Priklad 1

Na ty&inku z umelej hmoty, vyhodne 2z polystyrénu sa na-
via¥e dezintegrovany materidl virusu bovinnea leukdzy pri 4%
podas 18 hodxn.

Neobsadené adsorp&né skupiny sa potom saturuju 0,25%
" roztokom Zelatiny v 0,02 M pufri 2-amino-2-hydroxymethyl-1, 3~
propandiol-hydrochloride pri pH 7,6.

Priklad 2

~ Na ty&inku z umele] hmoty sa naviaZe bakteridlny anti-
gén pri teplote 37°C po dobu 2 hodin. Neobsadené adsorp&né
miesta sa saturuju o, 5% roztokom bovinného sérum albuminu
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v 0,02 M pufri 2-amino-2-hydroxymethyl-l,3-propandiol-hydrochlo-
‘ride pri pH 7,6.

Priklad 3

Ako zdroj virusu sluZia bunky kultivované in vitro v tka-
nivovych kultirach, ktoré produkuji virus bovinnej leukdzy do
média. Virus z média sa koncentruje a purifikuje ultracentrifu-
géciou na sachardzovych gradlentoch.

Testované séra zvierat podozrivych z nékazy virusom bo-
vinnej leukdzy sa nariedia 1310 s 0,2 M pufri 2-amino-2-hydroxy-
methyl-i,3-propandiol-hydrochloride pri pH 7,0 s pridavkom
zmé¥adla. (p-isooktylfenoxypolyepoxyetanol). Do takto nariedeného
séra sa ponoria diagnostické ty&inky anechaji sa pri laboratdr-
nej teplote 2 hodiny alebo 1 hodinu pri 37°C. Tylinky sa opléchnu
v 0,02 M pufri 2-amino-2-hydroxymethyl-l, 3-propandiol-hydrochlo=
rid pri pH 7,0 s 0,05 % (p-isooktylfenoxypolyepoxyetanol) premy-
vaci pufer v troch premyvacich krokoch po 1 mindte. Opléchnuté |
tydinky sa ponoria do konjugdtu antihovgdzieho gamaglobulinu
s peroxiddzou, kde sa ponechajd 2 hodiny pri teplote miestnosti.
Ty&inky sa znovu premyvaju rovnakym spdsobom v premyvacom pufri
a potom prenesd do roztoku chromogénneho substrdtu, ktory sa
pripravi tak, Ze sa 2 mg 3-amino-9-ety1karbazolu v 1 ml dimetyl=-
formamidu a pridd sa 4 ml 5 mM-acetdtového pufru pH 5,0. Bez-
prostredne pred reakciou sa do roztoku pridd 15 ml 3 % peroxidu :
vodika.

Vyvoldvanie farebnej reakcie na povrchu diagnosticked
ty&inky trvd 5 aZ 10 minit s moZnostou vizudlnej kontroly ty-
Siniek s kontrolnym pozitivnym a negativnym sérom. Reakcia sa
zastavi bua opléchnutim ty&iniek vodou alebo pridanim 10 ml
1% azidu sodného do reakénej zmesi. Vysledok testu sa. hodnotd
vizudlne. Diagnostické ty&inky v sére- -leukézovym virusom infi-
kovanych zvierat sa zafarbi na hnedo-Zerveno, zatiaI %o v sére
zdravych jedincov zostdva nezmenené.

Pre pripadné kvantitativne stanovenie titra protildtok

Je moZné farebny komplex na ty&inke rozpusti{ v etanole a ra-
rebny roztok mera{,spektrofotometricky pri 450 nm.
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Uvedend diagnostickd ty&inka sa dd vyuZit taktie¥
pri diagnostike inych onemocneni ako napr. toxoplazmoza a
na stanovenie inych chordb spésobenyjch baktériami a virusmi.

PREDMET VYNALEZU

1. Ty&inka pre diagnostiku leukémie , vyznaéujﬁca sa tym,
%e je vytvorend z umelej hmoty,napriklad z polystyrénu
a jej povrch je potiahnuty antigénom, napriklad dezinte-
grovanym materidlom virusu bovinnej leukdzy.

2. Spdsob pripravy tydinky podla bodu 1 vyznadujuci sa
tym, Ze sa na tydinku z umelej hmoty napriklad poly-
styrénu alebo silikonovej gumy naadsorbuje v pgvom
stupni. antigén pri teplote & a% 37° ¢ v priebehu
2 aZ 18 hodin a v druhom stupni sa povrch aktivnej Casti
ty&inky saturuje roztokom ¥elatiny v pufrovacom roztoku
napriklad. 0,02 M 2-amino-2-hydroxymethyl-l, 3-propandiol-
~hydrochloride o pH 7,6.
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