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ReSeni se tyka senzitizovaného ¢inidla ve
formég &astic pro imunologické reakce, vyzna-
gujici se tim, Ze sestdvd z nosiclt ve formeé
gdastic se stfednim primérem 0,05 aZ 1,2 um,
suspendovanych ve vodném prostiedi s elek-
trickou vodivosti 5,0 mS/cm aZ 0,5 mS/cm,
s vyhodou 2,6 aZ 0,5 mS/cm, pfi€emZ &astice
nosi¢e jsou senzitizovdny antigenem nebo
protilatkou.
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‘Vyndlez se tyka senzitizovaného ¢inidla ve
formé& ¢é4stic pro imunologické reakce.

V poslednich letech je velmi dfileZité pro-
kézat v lékarstvi, biochemii, hygiené a epi-
demiologii 14tky, které se vyskytuji pouze ve
stopach, zejména antigeny a protilatky.

Di¥ive se k t8mto udeliim uZivala p¥evaz-
né reakce antigenu nebo protildtky s €asti-
cemi latexu, které byly senzitizovdny p¥i-
sluSnou protildtkou nebo antigenem na skle-
néné destice a pak se pozoroval stupeii
shlukovéni. :

Timto zplsobem je v3ak velmi obtiZné pro-
vést piesné stanoveni.

V posledni dob& byla navrhovdna modi-
fikace tohoto systému pro antigeny a proti-
latky pfi pouZiti senzitizovanych &éstic la-
texu tak, Ze stupenl poklesu zdkalu super-
natantu latexu po prob&hnuti reakce je moZ-
no mérit opticky, takZe se vyuZivd skuteé-
nosti, Ze p¥i reakci antigenu nebo protildtky
se senzitizovanym latexem dochédzi ke shlu-
kovéani &éastic latexu, jak bylo popsdno na-
pfiklad v publikacich Croatia Chemica Acta,
sv. 42, str. 457 aZ 466 (1970}, Jugoslavia, Eu-
ropan Journal of Biochemistry, sv. 20, ¢. 4,
str. 558 aZ 560 (1971), Germany and Immu-
nochemistry, sv. 12, str. 349 aZ 351 (1975),
U.K. I pFi takto modifikované metod& se ne-
dosahuje uspokojivych vysledkli, zejména
pokud jde o pfesnost a schopnost reproduk-
ce, takZe nova modifikace nebyla uvedena
do praxe.

V US-patentovém spisu €. 3 088 875 jsou
navrhovdny imunologické diagnostické ma-
teridly s obsahem ¢4stic polystyrolového la-
texu o stfednim primeéru 0,15 aZ 0,25 mikro-
metrl. Prostifedek nemd vlastnosti, které by
zajistovaly presnou reprodukovatelnost a u-
vedeny patentovy spis také nikde neuvddi
elektrickou vodivost diagnostického mate-
riglu.

US-patentovy spis €. 3658982 navrhuje
stabilni latexové &inidlo ke zjiStovdni theu-
matoidni arthritidy s latexovymi ¢4sticemi s
vrstvou krali¢tho gamma-globulinu, pFfedem
zpracovaného pilisobenim papainu, trypsinu
nebo chymotrypsinu. Ani tento prostifedek
nezajiStuje dobrou reprodukovatelnost zis-
kanych vysledkil, ve spisu se nikde neuvadi
vodivost &inidla.

Bylo také navrhovédno provadé&t stanoveni
pfi pouZiti svétla o specifické vinové délce
pfi pouZiti nosi¢e, ktery mél urdity primeér
¢éastic, napfiklad v US patentu ¢&. 4118 192.

Dosud zndmd &inidla pro stanoveni antige-
nu a protilatky, kterd sestdvajli z jemnych
¢éastic, senzitizovanych p¥FisluSnym antige-
nem nebo protildtkou maji spolenou nevy-
hodu, Ze dispergovatelnost takto senzitizo-
vanych é4stic se miliZe tak zhor$it, Ze tyto
¢astice podlehnou nespecifickym aglutinac-
nim reakcim a jejich citlivost a imunoreak-
tivita se miiZe v priibghu skladovani do znaé&-
né miry ménit, coZ mé op&t za nésledek ne-
pfesnost u omezené moZnosti stanoveni.

Vynélez si klade za tikol vyvinout senziti-
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zované ¢inidlo ve formé &astic pro imuno-
logické reakce tak, aby toto &inidlo bylo pros-
té uvedenych nevyhod, pfiemZ bylo zjisté-
no, Ze kritické je prdvé prostiedi, v ndmz
jsou senzitizované ¢astice dispergovéany.

Predmétem vyndlezu je tedy senzitizované
ginidlo ve formé& ¢éstic pro imunologické re-
akce, vyznadujici se tim, Ze sestdva z nosicl
ve formé géastic se stfednim primérem 0,05
az 1,2 um suspendovanych ve vodném pro-
stfedi s elektrickou vodivosti 5,0 mS/cm a#
0,5 mS/cm, s vyhodou 2,5 a% 5,0 mS/cm, p¥i-
CemZ &4stice nosife jsou senzitizovany anti-
genem nebo protilatkou.

Nosi¢ ve formé géastic, ktery tvo¥i soucdst
¢inidla podle vynaélezu, je obvykle v podsta-
té nerozpustny ve vodném prostiedi. Timto
nosi¢em miiZe byt jakykoliv vhodny materiél,
napriklad latexy polymernich materidli ja-
ko polystyren, kopolymery styrenu a butadie-
nu, polyakrylaty, polymethakrylaty, kopoly-
mery akrylonitrilu, butadienu a styrenu, la-
texy t&chto polymert, aktivované vélen&nim
karboxylové nebo amidové skupiny kopoly-
meraci s kyselinou akrylovou, kyselinou me-
thakrylovou, akrylamidem a podobnég, krev-
ni buiilky, bakterie, nap¥iklad Staphylococci
a Streptococci, Serratia mercescens nebo
Rickettsia, jakoZ i fragmenty téchto bakterii.

St¥edni primér ¢astic t&chto nositl se po-
hybuje obvykle v rozmezi 0,05 aZ 1,2, s vy-
hodou 0,1 aZ 1,0, zv143té 0,2 aZ 0,8 um. V p¥i-
padeg, Ze pramér ¢astic nosice je prili§ velky,
sniZuje se rozsah moZnosti stanoveni nebo
je nosi¢ nestaly. Na druhé stran® nosice s
mensim primérem majl za nésledek nehos-
podédrnost pri vyrob& reakéniho d&inidla a
neni snadné dosdhnout p¥Fi jejich pouZiti
zlepSené citlivosti. Je tedy zFejmé, Ze neni
vyhodné uZit nosidd s vétSimi nebo mensimi
géasticemi.

Antigeny, které mohou byt naneseny na
uvedeny nosi€ jsou napriklad bilkoviny, po-
lypeptidy, steroidy, polysacharidy, tukové
latky, pyly, prachy, hapteny a podobn&. Pro-
tildtky zahrnuji napfriklad bilkoviny, které
jsou produkovany pi¥i reakci se svrchu uve-
denymi antigeny.

Koncentrace nosi¢e ve formé &4stic se ob-
vykle pohybuje v rozmezi 0,03 aZ 0,3, s v§-
hodou 0,05 aZ 0,02 %. P¥i vy33i koncentraci
nosife je zapotfebi uZit komplikovangjsiho
zaFizeni ke stanoveni, takZe se nedosdhne
Z4dné dalsi vyhody. Na druhé strané& pf¥i po-
uZiti niZS$i koncentrace neni snadné doséa-
hnout uspokojivé citlivosti a reaktivity.

Nosi¢ ve formé& €4stic je moZno senzitizo-
vat plisobenim antigenu nebo protilatky ja-
kymkoliv zndmym zphsobem, napfiklad fy-
zikdlni adsorpci antigenu nebo protilatky na
nosi¢ ve formé d&astic, chemickou vazbou
mezi antigenem nebo protildtkou a &4stico-
vym nosiem nebo kombinaci t&chto zpthiso-
bi.

MnoZstvi antigenu nebo protilatky, které
se uZije k senzitizaci nosie se stanovi v za-
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vislosti na réznych faktorech, nap¥iklad na
typu urditého antigenu nebo protilatky a na
poZadované presnosti stanoveni.

Nosig ve formé 4stic, senzitizovany antige-
nem nebo protilatkou je moZno dile stabili-
zovat pouZitfm vhodného stabilizdtoru pred
uvedenim v suspenzi ve vodném prost¥edi.

Vhodnym stabilizdtorem pro toto pouZiti
jsou aminokyseliny, polypeptidy, bilkoviny
a podobng&, musi jit o 1atky, které se netdcast-
ni pFedpoklddané imunologické reakce, nej-
vyhodngji je sérovy albumin. Stabilizédtor se
uZije znamym zplisobem, dbé se zejména na
moZnost skladovani a stabilitu reakce. Zvlas-
t& vhodného udinku se dosahuje v pfipadg,
7e antigen nebo protilatka jsou fyzikdIné ad-
sorbovany na nosic¢i.

Vodné prostiedi, v n8mZ se nachazejl sen-
zitizované &éstice nosiCe musi mit elektric-
kou vodivost 5,0 mS/cm nebo niZ8i s vyhodou
2,5, zvlastd 1,0 mS/cm nebo niZSi. Pri vyssi
vodivosti je reaktni ¢inidlo nestdlé, coZ sni-
Zuje p¥esnost stanoveni.

Vodnym prostfedim méZe byt voda, roztok
pufru a podobng, tento roztok mtiZe obsaho-
vat je§té daldi prisady, jako stabilizatory,
konzervatni latky, chelataéni latky, smaced-
la a podobn&. Z pulrd jsou vhodné pufr s
glycinem, s kyselinou fosfore¢nou, s kyseli-
nou citrdnovou, barbitalovy pufr, boritanovy
pufr, pufr s tris(hydroxymethyl)aminome-
thanem a kyselinou chlorovodikovou, tris-
-maldtovy pufr, pufr s amoniakem a podob-
né.

Svrchu uvedené stabilizdtory jsou obvykle
pfitomny v koncentraci 0,001 aZ 1, s vyhodou
0,05 aZ 0,6 %.

Konzervatnim ¢inidlemn mlZe byt zejména
azid sodiku a merthiolat.

Chelatatnim ¢inidlem miZe byt kyselina
ethylendiamintetraoctovd, nitrilotrioctova,
cyklohexandiamintetraoctovd a podobné.

Ze sméacedel jsou vhodnd zejména smaced-
la neiontového typu.

Vodné prostiedi m4 obvykle pH 5 aZ 10, s
vyhodou 6 aZ 9,5, zejména 6,5 aZ 8,5. V pii-
padd, Ze vodné prostiedi mad pH niZ3i neZ 5,
reakéni Cinidlo je nestdlé, prestoZe citlivost
se zvysi. Pil pouZiti vodného prostiedi o pH
vy$8im neZ 10 klesa citlivost a v nékterych
pripadech 1 skladovatelnost reakéniho C¢i-
nidla.

Nosi¢ ve formé& ¢astic, senzitizovany anti-
genem nebo protildtkou se obvykle uvadi v
suspenzi ve vodném prostfedi v koncentraci
0,01 aZ 20, s vyhodou 0,05 az 10 %. P¥i niZsi
koncentraci méa vysledné c¢inidlo sniZenou
stabilitu a jeho pouZiti je omezeno, pfi vys-
§1 konceniraci stabilita rovnéZ klesa.

Reak&ni &inidlo podle vyndlezu je moZno
pripravit napfiklad zplisobem, popsanym v
nasledujicich pFikladech tak, Ze se Castice
nosite senzitizuji antigenem nebo protilat-
kou znamym zplsobem a v piipadé potfe-
by se uvedou ve styk se stabilizatorem, na-
teZ se nosit uvede v suspenzi ve vodném
prostfedi zndmym zplsobem.

]

Reakéni inidlo podle vynélezu je moZno
pfimo uZit nebo je z&sobnim roztokem pro
metody, provddéné na podloZnim sklitku ne-
bo ve zkumavce, vysledek je moZno odeéitat
pouhym okem nebo mérit opticky.

Reakéni ¢inidlo je vhodné k imunologic-
kym reakcim svrchu uvedeného typu.

V pripad& potieby se nejprve reakéni Ci-
nidlo podle vynélezu ziedi roztokem pufru k
tpravé koncentrace nosi€e tak, aby to odpo-
vidalo poZadavkim pfFedpoklddané imunolo-
gické reakce. Vhodna koncentrace zavisina
riznych faktorech jako je antigen nebo pro-
tilatka, koncentrace téchto latek a jejich re-
aktivita. Tyto zdvislosti je moZno stanovit
pokusem. Obecné je moZno uvést, Ze v pii-
padé optického méfFeni imunologické reakce
je vyhodné udrZovat konetnou koncentraci
nosite na hodnoté alespoii 0,03, s vyhodou
0,05 az 1, zvlastd 0,1 aZ 0,5 hmotnostnich %.
V pripadd pozorovani pouhym okem je ko-
netna koncentrace 0,05 aZ 0,8, s vfhodou 0,1
a% 0,5 hmotnostnich %.

PouZitym pufrem pro Fed&ni miiZe byt pufr
s glycinem, s boritanem, tris-pufr s kyseli-
nou chlorovodikovou nebo maldtem, amonia-
kovy pufr a podobné.

Pouzity pufr mé& obvykle rozmezi pH 7,6
az 9,6, s vfhodou 8,0 aZ 9,0. Pufr s niZ8im pH
miZe zplsobit aglutinaci a nestédlost reakc-
niho &inidla, pFestoZe citlivost je zvySena.

P# vy$8im pH se citlivost sniZuje a mohou
se také nepPiznivé ménit vlastnosti pfi skla-
dovani, zejména p¥i vySsi teploté.

V pfipadg, Ze vysledek imunologické re-
akce méa byt pozorovdn pouhym okem, smisi
se pFedem stanovené mnoZstvi reak&niho Ci-
nidla a vzorku s obsahem antigenu nebo pro-
tilatky na podloznim skliku nebo ve zku-
mavce a pozoruje se aglutinace senzitizova-
nych &astic.

V piipads, Ze se imunologickd reakce meé-
1 opticky, smisi se reakéni €inidlo a vzorek
s obsahem antigenu nebo protildtky a méfi
se zména v prostupnosti svétla nebo zdkal.

V piipadg, Ze se opticky méii prostupnost
svétla, uZije se obvykle svétla s vétSi vino-
vou délkou, ne? je stiedni primér ¢astic no-
sife, uzije se faktoru alespoil 1,1, s vfhodou
1,5 a zvlaste alespoil 2. Vinova délka se pro-
to pohybuje obvykle v oblasti 600 aZ 2 400
nm, s vyhodou 800 aZ 1800 nm. V p¥ipads,
7e se pouZije svétla s niZsi vinovou délkou,
je pro ziskéani dobrych vysledkf zapotiebi
pouZit nosie v dostatetn& nizké koncentra-
ci spolu s reak&nim ¢&inidlem s velmi dob-
rou dispergovatelnosti, takZe v né&kterych
pfipadech je velmi nesnadné dosdhnout do-
statetné citlivosti a nékdy dojde k poruSe-
ni celé reakce. P pouZiti svétla s vySsi vl-
novou délkou klesd citlivost.

Ke stanoveni je moZno uZit monochroma-
tického nebo polychromatického svétla.

Butika, pouZitd ke stanoveni zmén pro-
pustnosti ma obvykle tloustku 0,2 aZ 10 mm.

Mégfeni propustnosti je moZno provadét
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tak, Ze se méi‘l cas, ktery uplyne do dosaZe-
ni pfedem stanovené hodnoty absorbance
nebo tak, Ze se stanovi vzestup absorbance
ve stanoveném c¢asovém tseku.

. Reakénim d&inidlem podle vynélezu jsou
senzitizované &astice a pFi jejich pouZiti je
moZno stanovit mnoZstvi antigenu nebo pro-
tilatky v rtznych vzorcich s dobrou repro-
dukovatelnosti a vysokou p¥esnosti. Mimoto
je €inidlo téinné i po zmrazeni a rozmraze-
ni a je proto moZno je lyofilizovat a znovu
uZit.

. Vynalez bude osvétlen nésledujicimi pii-
klady.

Priklad 1
Globulinovd protildtka proti «-fetoprotei-
nu se rozpusti v 0,1 M glycinovém pufru o

pH 8,8. MnoZstvi molekul protildtky globu-
linového typu je ekvivalentni 800 aZ 1 500 na

Vysledky p¥i opakovaném stanoveni

8

kaZdou €dstici latexu o priméru 0,220 pm
(Dow Chemical)}. Roztok se pak smisi se stej-
nym objemem pufru s latexem a glycinem o
pH 8,8 pFi teploté mistnosti za stdlého mi-
chéni tak, aby doSlo k poZadované senziti-
zaci. Po oddéleni odst¥edénim se supernatant
odstrani a sraZenina se uvede ve styk s pfi-
sludnym mnoZstvim sérového albuminu sko-
tu. Takto ziskané senzitizované Cé&stice se
uvedou v suspenzi v roztoku pufru s elektric-
kou vodivosti 1,5 mS/cm a s obsahem vhod-
ného mnoZstvi konzervaéni latky a ziskand
suspenze se skladuje. Takto ziskané reak¢ni
¢inidlo md velmi dobrou presnost stanoveni.

Reakéni ¢inidlo se Fedi a pouZivd k pro-
vadéni imunologickych reakci.

Reakéni ¢inidlo se zfedi glycinovym puf-
rem o pH 8,6. V nésledujicich tabulkadch 1 a
2 jsou uvedeny vysledky p¥i opakovaném sta-
noveni a mimoto vysledky, ziskané s ¢inid-
lem, které bylo urcitou dobu skladovéno.

Tabulka 1

Cislo Vzorek séra ng/ml ,
opakovéani 1 v 2 3
(45,0)* (195,68) (950,0)
1 45,2 189,2 906,2
2 41,3 190,5 917,5
3 420 195,8 887,5
4 445 181,1 901,3
5 44,6 190,5 . 906,3
6 43,6 189,7 937,1
7 42,5 190,1 885,0
8 42,0 1845 918,0
9 38,9 180,5 913,5
10 38,6 184,2 925,3
11 40,2 185,6 921,0
12 39,7 190,1 887,2
Primé&r 41,9 187,7 908,8
Standardni odchylka 2,26 4,49 16,4
Koeficient variace 54 % 2,4 % 1,8 %

* Hodnoty v zavorkéch jsou vysledky radioimunologického stanoveni
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Tabulka 2

Stanoveni v pritbéhu deldiho obdobi

Cislo Mésic/ Vzorek séra ng/ml
den 1 2 3
1980
1 2/4 55,3 153,0 530,6
2 2/7 49,2 145,8 517,6
3 3/5 54,3 154,1 542.9
4 3/27 45,5 149,0 464,3
5 4/10 475 146,0 483,3
6 5/7 485 151,0 500,8
7 5/14 47,8 148,3 478,3
8 5/21 51,8 138,2 507,3
9 6/10 50,3 159,7 512,8
10 6/25 52,1 156,3 521,3
Primér 50,2 150,1 505,9
Standardni odchylka 3,13 6,12 24,5
Koeficient variace (%) 6,2 41 49

Piriklad 2

Protilatka proti CRP (C-reaktivni bilkovi-
na) se rozpusti v 0,2 M boritanovém pufru
o pH 8,8 a &astice latexu o prameéru 0,220
um (Dow Chemical) se vyslednym roztokem
senzitizuji tak, Ze kazda Castice nese 800 aZ
1 800 molekul antigenu. Senzitizované &asti-
ce latexu se pak uvedou ve styk se sérovym
albuminem skotu a disperguji se v piislus-
ném mnoZstvi boritanového pufru o vodivos-
ti 4,0 mS/cm. Vysledné reakéni &inidlo zajis-
tuje velkou pfesnost méfeni.

Priklad 3 R |

Kralidi nebo kozi protildatka proti lidskému
fibrinogenu [F(ab‘)z] se rozpusti v 0,1 M
tris-pufru s maldtem o pH 8,6 a Castice late-
xu o primeéru 0,220 yum (Dow Chemical) se
uvedou v suspenzi v témZ pufru a jsou takto
senzitizovdny, citlivost vysledného reakéniho
ginidla je Fadu 100 ng/ml. Céstice se pak uve-
dou ve styk se sérovym albuminem skotu a
uvedou v suspenzi ve vodném roztoku s ob-
sahem 0,1 % azidu sodiku, vodivost je 1,0
mS/cm. P pouZiti se reakdni €inidlo Fedi
tris-pufrem s maldtem o pH 8,4 nebo s ky-
selinou chlorovodikovou o pH 8,4 na poZa-
dovanou koncentraci latexu a reakce se pro-
vadi na podloZnim sklicku nebo je moZno
provadét optické mé&Feni bez Fedéni reakini-
ho ¢&inidla. PFi reakci na podloZnim sklic¢-
ku je moZno p¥ pouZiti tohoto reak&niho €i-
nidla snadno odlisit, zda do$lo nebo nedoslo
k aglutinaci.

Priklad 4

Kozi protildtka globulinového typu proti
lidskému IgG se rozpusti v 0,1 M tris-pufru
s maldtem o pH 8,8 a timto roztokem se sen-
zitizuji astice latexu o primeéru 0,312 um
(Dow Chemical), suspendované v tomtéZ
pufru. Senzitizované &4stice se pak uvedou

ve styk se sérovym albuminem skotu a nako-
nec se uvedou v suspenzi ve vodném rozto-
ku s vodivosti 3,0 mS/cm. PFi pouZiti se sus-
penze Fedi 0,1 M tri-pufru s malatem nebo
kyselinou chlorovodikovou na poZadovanou
koncentraci nebo se suspenze uZivd bez dal-
§iho redéni.

Priklad 5

Krali¢i protilatka F (ab‘)2 proti lidskému
IgA se rozpusti v 0,2 M boritanovém pufru o
pH 8,3 a roztok sez pracovava stejné jako v
piikladu 4 za vzniku poZadovaného reak&ni-
ho &inidla s tim rozdilem, Ze vodny roztok,
uZity ke kone¢nému Fedéni ma vodivost 0,5
az 0,8 mS/cm.

Priklad 6

Castice latexu se senzitizuji vysoce ¢iSté-
nou krali¢{ protilatkou proti lidskému IgM
v glycinovém pufru o pH 9,6. Kvantitativni
vztahy se méni v zavislosti na kvalité proti-
latky a na poZadované citlivosti. Pak se sen-
zitizované Géstice uvedou ve styk s prislus-
nym mnoZstvim sérového albuminu skotu,
nate? se uvedou v suspenzi ve vodném roz-
toku s vodivosti 1,2 mS/cm, ktery popripadé
obsahuje priblizng 0,05 % sérového albumi-
nu skotu, &im# se ziskd vysledné reakCni
¢inidlo.

Pi¥iklad 7

Vysoce isténa kraliti protilatka F (ab‘)z
proti lidskému CG se rozpusti v 0,2 M tris-
-pufru s kyselinou chlorovodikovou o pH 8,6
a vysledny roztok se uzije k senzitizaci ¢as-
tic latexu o primeéru 0,220 um {Dow Chemi-
cal} v suspenzi v tomtéZ pufru p¥i teploté
mistnosti. Pak se &astice uvedou ve styk s
pFisluinym mnoZstvim sérového albuminu
skotu a pak se senzitizované féstice uvedou
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v suspenzi ve vodném roztoku s vodivosti zfejmeé, Ze je moZno provést jedté celou fa-
0,8 mS/cm a vysledné &inidlo se skladuje. du zmé&n a modifikaci, které budou stéle spa-
Vynalez byl popsédn v souvislosti s n&koli- dat do oboru vynélezu.

ka konkrétnimi provedenimi, je v3ak zcela

PREDMET VYNALEZU

Senzitizované Cinidlo ve formé ¢éastic pro ve vodném prostiedi s elektrickou vodivosti
imunologické reakce, vyznadujici se tim, Ze 5,0 mS/cm aZ 0,5 mS/cm, napfiklad 2,5 a%
sestava z nosicl ve formé astic se stfednim 0,5 mS/cm, pfitemZ téstice noside jsou sen-

primérem 0,05 aZ 1,2 um, suspendovanych zitizovany antigenem nebo protilatkou.
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