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A taldlmény tirgya berendezés immunkémiai vizsgila-
tokhoz legaldbb egy tart6val, amelynek tetején nyilds
van kialakitva és a tartd belseje immunkémiailag aktiv
anyaggal van bevonva, a tart6 teteje eltivolithaté zar6-
elemmel van lezdrva, a tarté ezen tiilmenden tartalmaz
egy mésodik immunkémiailag aktiv anyagot, amely —
a vizsgilandé anyag tivollétében — abban az alakban,
amelyben ez a masodik immunkémiailag aktiv anyag a
tartéban jelen van, a tirolds és a szillitds alatt nem
Iéphet kolcstnhatisba a tartd belsejével normal feltéte-
lek mellett és semleges a felvitt immunkémiailag aktiv
anyaggal szemben, és ahol a taldlmény szerint a tart6
tartalmaz egy szilard, kozelitSleg gomb alaki, fa-
gyasztva szdritott részecskét, amely magdban foglalja
a misodik immunkémiailag aktiv anyagot és kivant
esctben puffer és/vagy merevitSanyagokat.

A leirds terjedelme: 6 oldal rajz nélkiil
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A talilmany tirgya berendezés immunkémiai vizsgala-
tokhoz, legaldbb egy tartéval, amelynek tetején nyilds
van kialakitva és a tartd belseje immunkémiailag aktiv
anyaggal van bevonva, a tartd teteje eltdvolithato zar6-
elemmel van lezérva, a tart6 ezen tilmenden tartalmaz
egy mdsodik immunkémiailag aktiv anyagot, amely —a
vizsgilandé anyag tdvolléiében — abban az alakban,
amelyben a méasodik immunkémiailag aktiv anyag a
tart6ban jelen van, a tirolds és a szillitas alatt nem léphet
kolcstnhatdsba a tart belsejével normal feltételek mel-
lett és semleges a felvitt immunkémiailag aktiv anyag-
gal szemben.

Az immunkémiai vizsgdlatokhoz alkalmazott beren-
dezések egy részénél [példdul a ,,Micro-ELISA” vagy a
Vironostika (R) Anti-CHV elnevezési késziilékekben]
az immunkémiailag aktiv anyag a tart6 belsejében van
elhelyczve annak érdekében, hogy cstkkentsék azon
miiveletek szamat, amelyeket el kell végezni az immun-
kémiai meghatdrozas véghezvitelére. A miveletek sz4-
mdnak csokkentése két szempontbdl igen fontos: els-
szor is azon intézmények szempontjabol, amelyeknek
nagyszami ilyen meghatarozast kell elvégezni; masod-
szor pedig az egyedi meghatdrozasoknil, ahol a hibale-
hetGségek csokkennck, ha az elvégzendd munkamene-
tek szdma is kevesebb. Ezért szamtalan torekvés irdnyul
arra, hogy a fent emlitett kdvetelményeket minél jobban
kielégit6 berendezést fejlesszenek ki.

Ahhoz példiul, hogy az tn. szendvics-meghatdrozast
el lehessen végezni, dltaldban felmeriilt annak sziiksé-
gessége, hogy a vizsgilandd anyagon tillmenéen egy
mdasodik immunkémiailag aktiv anyagot vigyiink be a
tartéba, amelynck mennyiségét pontosan ismerjiik.
Az inkubicids id6 leteltével €s a tartd kiGblitésével a
vizsgaland6 anyag mennyiségileg és minGségileg meg-
hatdrozhatd. Azaltal, hogy ezt a masodik immunkémiai-
lag aktiv anyagot pontos mennyiségben kell adagolni,
tovabbi hibalehetség jelentkezik, és a bevitel — ha
nagyszami anyagrol van sz6 — igen munkaigényes.

Nyilvinvalé tehdt az igény egy olyan eszkozre,
amelynek tartGja tartalmazza a masodik immunkémiai-
lag aktiv anyagot, hogy a meghatérozé vizsgilatot végz6
személynek ezt mar nem kell hozzAadni.

A 4 017 597 sz. USA szabadalom olyan megoldast
ismertet a probléma kikiiszobolésére, ahol a mdsodik
immunkémiailag aktiv anyagot olyan tartéba viszik be,
amely az els6 immunkémiailag aktiv anyag oldatdval
van bevonva, majd ezt kovetGen a masodik immunké-
miailag aktiv anyagot fagyasztjak 5-15 masodperc alatt
kb. -78°-ra és liofilizaljak.

Egy mdsik megoldds szerint a mdsodik immun-
kémiailag aktiv anyagot por alakban viszik be. Bara fent
emlitett eljirdsok megoldjik azt a problémat, hogy az
immunkémiai meghatdrozist végz6 személynek ne kell-
jen beadni a masodik immunkémiailag aktiv anyagot,
szamtalan hdtrannyal jarnak ¢s a gyakorlatban nem val-
tak be.

El6szor is a, mésodik immunkémiailag aktiv anyag
oldout alakban van jelen a bevonattal ellatott cs6ben egy
bizonyos (rovid) ideig. Amennyiben az els6 immunké-
miailag aktiv anyag egy antitest (ellenanyag) és a maso-
dik immunkémiailag aktiv anyag a megfelelS antigén,
valamilyen kélcsonhatds mindenképpen fellép. Egy bi-
zonyos mértékd kolcsonhatds a fal és a masodik immun-
kémiailag aktiv anyag kzott is végbemegy.

Masodszor, nagy szdmii cs6 vagy mikrotitrald lemez
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lehitése —78°-ra 15 misodpercen beliil miiszakilag
komplikalt és koltséges 1épéseket igényel, a liofoliz4las-
hoz pedig nagy és koltséges liofilizald tér sziikséges.

A jelen taldlménnyal olyan berendezés kialakitdsa a
célunk, amelynek alkalmazisaval elkeriilhetS, hogy az
immunkémiai meghatirozast végz6 személynek kelljen
bevinni a masodik immunkémiailag aktiv anyagot és
egyidejiileg kikiiszobolhet6k az ismert megolddsok hat-
rdnyai.

A kitdzou feladatot olyan berendezéssel oldottuk
meg, amely magéaban foglal legalabb egy, a tetején nyi-
lssal ellatott tariét, amelynek belseje immunkémiailag
aktiv anyaggal van bevonva, a tarté teteje eltdvolithatd
zéréelemmel van lezarva és tartalmaz egy mdsodik,
immunkémiailag aktiv anyagot, amely — a vizsgaland6
anyag tavollétében — abban az alakban, amiben a méso-
dik immunkémiailag aktiv anyag a zart tartdlyban jelen
van, a tarolas és a szillit4s alatt, normdl feltételek mellett
semmiféle kolcsonhatisba nem 16p a tart6 belsejével és
semlcges az arra felvitt immunkémiailag aktiv anyaggal
szemben. A berendezés azzal jellemezhet§, hogy a tartd
tartalmaz egy szildrd, lényegében gémb alaki fagyaszi-
va széritott részecskét, ami tartalmazza a masodik im-
munkémiailag aktiv anyagot. A gombszerd részecské-
ket azt megelGz6en készitjiik el, mielStt a masodik im-
munkémiailag aktiv anyag (IAS 2) érintkezésbe keriilne
a fal belsg részével vagy az elsé immunkémiailag aktiv
anyaggal (IAS 1).

Ezen tilmenGen a taldlmany szerinti berendezés fo-
kozott mértékd szignifikancidt mutat, ami azt jelenti,
hogy a taldlmany szerinti késziilék dctcktdlasi hatdra
jobb, mint a technika 4llAsat képvisel6 US-PS 4 017 597
szerinti késziiléké.

Kitdnt ugyanis, hogy a talalméany szerinti berendezés-
sel végzett meghatdrozas érzékenysége €s specifikussad-
ga ugyanolyan minGségli — még hosszi ideig tartd taro-
las esctén is — mint az ismert berendezésekkel végzett
meghatirozdsokndl, ahol a misodik immunkémiailag
aktiv anyagot (IAS 2) a vizsgalat sordn adjik hozza.

Maga a berendezés legalabb cgy tartot tartalmaz.
Amennyiben a berendezés csak egy tartéval van elldtva,
cz Ichet egy vizsgdlocsG, amelynek belscjébe az elsé
immunkémiailag aktiv anyagot bevissziik és amely tar-
talmazza a masodik immunkémiailag aktivanyagot, ami
semminemii kolcsonhatdsba nem Iép a fal bels6 felével
és scmleges az els6 immunkémiailag aktiv anyaggal
szemben. A tanté teteje fedéllel van lezarva. A vizsgalo-
csovek és az ilyen jellegi fedelek jol ismertek, késziil-
hetnek iivegbdl, vagy szintetikus polimerekb6l, pl. po-
lisztirolbdl. A vizsgdlocs6 lehetSleg atldtszo kell hogy
legyen. A fed6 és a vizsgalocs6 adott esetben késziilhet
ugyanabbdl az anyagbol. A vizsgilocsS mérete és alakja
széles hatdrok kozott valtozhat: lehet szogletes, kipos
vagy félgomb alakii fenékkel kialakitva, legel6nydsebb-
nek a félgomb alaki fenékkiképzés tekinthetS. A cs6
magassiga véltozhat pl. 1 és 10 cm kozott, a bels§
aimér6 0,3-5 cm, elényodsen 0,5-3 cm lehet. A fedél
Onmagdban ismert médon szerelhet§ a vizsgaléesére,
oly médon, hogy eltavolithat6 legyen és zirt allapotban
légmentesen zérja le a csdvet.

A berendezés tartalmazhat tobb tartdt is. A tartok
szdma széles hatirok kozoétt valtozhat, pl. 2 és 1000,
elénydsen 10 és 500 kozott, kiilondsképpen 25 és 200
kozott. A tarték elénybdsen ugyanazon anyag segitségé-
vel kothetdk dssze egymdssal, mint amilyen anyagbdl
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maguk a tartok vannak. Ez az anyag ugyanaz lehet, mint
az egy taridval elldtott berendezéscknél. Ebben az eset-
ben is a tartok mérete széles hatdrok kézou véltozhat.
Altalban itt az egyes tartok kisebb méretiick, mint az
egytartds késziilékeknél. A magassdg valtozhat 0,2 és
4 cm kdozott, elénydsen 0,3 és 2 cm kozott, a bels
Amér6 0,3 és 2 cm, elénydsen 0,4 és 1,0 cm kozou.
Az igen elGnybsnek tartott késziilék, t6bb tartoval, mik-
rotiterlemezként ismert, ennél a megoldisnil minden
egyes tarté kiildn-kiilon van lezirva. El6nybsen olyan
mikrotiter lemezt hasznilunk, amely egymassal Gssze-
kapcsol6d6 zdrdelemekkel van ellatva. Erre a célraigen
alkalmas egy olyan csonkokkal elltott lemez, amelyen
acsonkok 1-3 mm-re Allnak ki és a tart6kat 1égmentesen
zérjdk le. KiilonOsképpen szilikongumibol késziilt cson-
kokkal kialakitott lemezek alkalmasak erre a célra.

A tarté(k) falai immunkémiailag aktiv anyaggal (IAS
1) vannak bevonva, amelyet onmagéaban ismert médon
visziink fel, pl. adszorpcié vagy kovalens kotés iitjan.
Ezt célszenfien Ggy végezhetjiik el, ha egy immunké-
miailag aktiv oldatot vagy szuszpenzilt visziink be a
tarté(k)ba €s egy bizonyos id6 utén, pl. 324 6ra eltelté-
vel az oldatot vagy a szuszpenzidt eltdvolitjuk a tartdbol.
Az adszorpci6 eredményeképpen az immunkémiailag
aktiv anyag feltapad a tarté(k) bels6 faldra. Altaldban a
tarto(k) belsS falfeliiletének 80%-4ra visziink fel az els6
immunkémiailag aktiv anyagb6l, hogy megakadalyoz-
zuk ennek a tarté(k) falar6l valo elmozduldsdt, amikor a
ziréelemekkel zarunk.

Amennyiben a késziilék tobb tartéval rendelkezik, a
tart6k bels6 fala elldthatd az els6 immunkémiailag aktiv
anyaggal és minden tant tartalmazhatja a masodik im-
munkémiailag aktiv anyagot (IAS 2). El6ny6s Ichet, ha
a késziilék egy vagy tobb olyan tart6t foglal magaban,
amelyekben nincs jelen az els§ immunkémiailag aktiv
anyag, vagy a masodik immunkémiailag aktiv anyag,
vagy az els§ immunkémiailag aktiv anyag és a masodik
immunkémiailag aktiv anyag, vagy ezek kombinicidja,
és amelyekben igy vak meghatdrozadsokat végezhetiink
el.

Kalibrilé meghatirozasok céljaira egyes tartok tar-
talmazhatnak az els6 immunkémiailag aktiv anyagot
tartalmazo részecske mellett egy szildrd, iényegében
gomb alaki, fagyasztva szdrftott részecskét, amely a
vizsgiland6 anyagot tartalmazza.

A tartékban a masodik immunkémiailag aktiv anyag-
nak olyan formdban kell jelen lennie, hogy a normal
feltételek mellett torténd tarolds és szallitds sordn ne
Iéphessen fel kdicsonhatds sem a tartd belsejével, sem
pedig az elsd immunkémiailag aktiv anyaggal. Ezen
célbél a misodik immunkémiailag aktiv anyagot keze-
1ésnek szoktik aldvetni, miel6it az érintkezésbe keriilne
a tart bels6 faldval vagy els6 immunkémiailag aktiv
anyaggal. Ezen késziilékeknél dont6 fontossdgi, hogy
az immunkémiailag aktiv anyagok mennyisége ponto-
san ismert legyen. A taldlmany értelmében a tartokban
1év6 részecskéket oly médon hozzuk létre, hogy a md-
sodik immunkémiailag aktiv anyag oldatinak vagy
szuszpenzi6jénak egy cseppjét — mikoris a csepp térfo-
gatdt pontosan ismerjiik és az reprodukalhatd, el6ny6sen
0,025-0,70 ml - szabadesésben hagyjuk leesni egy hi-
deg folyadékon keresztiil, ami nem keveredik a vizzel
és amely kisebb sdriiségd, mint a viz, majd a megfagyott
pelleteket dsszegydijtjiik a hideg folyadék fenékrészének
feliiletén és fagyasztva szdritjuk. Ily médon szilard,
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stabil és Obbé-kevéshé gomb alaku részecskéket ka-
punk, amelyek a masodik immunkémiailag aktiv anyag-
bél pontosan ismert, reprodukalhaté mennyiséget tartal-
maznak, elényosen 3,6-5,2 mm-es dtmérGvel. Ebben az
esetben a ,lényegében gémb alakid” vagy ,,gombszerd”
kifejezés azt jelenti, hogy egy alakzatot kapunk oly
mdédon, hogy egy csepp vizet hagyunk 4thullani egy
folyadékon, ami a cseppet megfagyasztja.

El6nydsnek tekinthets, ha a misodik immunkémiai-
lag aktiv anyag vizes oldatihoz vagy szuszpenzidjihoz
olyan anyagot adunk, amely szildrdsagot biztosit a fa-
gyasztva szdritott részecskéknek, ill. valamilyen mere-
vit§ anyagot, példiul olyan cukrokat, mint a szachardz,
mannéz, lak16z és mannit, vagy fehérjetartalmi termé-
keket, pl. szérum proteint, laktalbumin hidrolizatumot
és kazein hidrolizitumot. A megfelel6 részecske fogja
tartalmazni a merevilS anyagot. Vizzel nem keveredd
folyadékként haszndlhatunk szénhidrogént vagy halo-
génezett szénhidrogént vagy ezek keverdkét, pl. hexant,
kloroformot, heptint, izooktant, toluolt, hexén-kloro-
form keverékeket és benzol-hexdn keverékeket vagy
kriogén folyadckokat, mint pl. a folyékony oxigén.
A vizoszlop alsé feliiletén a vizzel nem kevered§ folya-
dék hémérséklete el6nydsen ~50 °C alatt van. Abban az
alakban, amelyben a misodik immunkémiailag aktiv
anyag a lezart tartéban van, az anyag — a vizsgélat
targyat képez6 anyag tavolictében — nem léphet kol-
csonhatdsba a tartg bels faldval és semlegesnek kell
lennie az els§ immunkémiailag aktiv anyaggal szemben
a késziilék taroldsa és szallitisa alatt normal feltételek
mellett. Ebben a vonatkozasban a ,nem mutathat kol-
csonhatdst” és a ,.semleges” kifejezések azt jelentik,
hogy semmiféle médon nem j6het Iétre koiés a tard
belsd faldval vagy az els§ immunkémiailag aktiv anyag-
gal, legfeljebb olyan mértékben ami nem fejti ki negativ
hatdsat a taldlmany szerinti késziilékkel végzett megha-
tarozasok mindségére. ,Normdl feltételek™ alatt olyan
feliéieleket értiink, amelyek szokédsosak az &sszehason-
lithat6 késziilékek tAroldsanal és szallitdsnal hasznilatos
megoldasokkal. Altaliban a tarolds és a szallitis alatt a
javasolt h6mérséklet-25 °C €s +37 "C kozbit, elonybsen
-20 °C é&s +20 °C kozott van, atmoszférikus nyoméson.

Hogy még jobb mindséget érjiink el a taldlmény
szerinti késziilékkel toreéné meghatdrozdsoknadl, a ké-
sziiléket kiszdritjuk a zdréelem és az immunkémiailag
aktiv anyag nélkiil; majd ezt kovetSen a fagyasztva
szdritott, tdbbé-kevésbé gmb alaki részecskéket, ame-
lyek a mdsodik immunkémiailag aktiv anyagot tartal-
mazzdk, bevissziik a tartGba, lehetSleg szdraz trbe,
majd a tartokat a zdr6elemmel 1égmentesen lezdrjuk,
szintén lehetSleg széraz térben.

Gyakran a vizsgélati rendszer megkivéanja egy puffer
alkalmazasét. Ezen célbdl a taldlmény szerinti eszkoz
lartGja (tartéi) tartalmazhat(nak) egy fagyasztva szdri-
tott, tdbbé-kevésbé gomb alaki részecskét, ami tartal-
mazza a pufferanyagot, &s amit ugyanugy készitiink el,
mint a masodik immunkémiailag aktiv anyagot. El6nyd-
sen, arészecske elkészitésénél amasodik immunkémiai-
lag aktiv anyag vizes oldatibdl vagy szuszpenzidjabol
indulunk ki, amely kell6 mennyiségben tartalmazza a
pufferanyagot. Ekkor a fagyasztva széritott, tobbé-ke-
vésbé gdmb alaki masodik immunkémiailag aktiv
anyag ugyancsak tartalmazza a pufferanyagot.

A taladlmdny szerinti eszkoz tartdi tartalmazhatnak
tobb immunkémiailag aktiv anyagot is (IAS 3, IAS 4
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sth.), feltéve, hogy ezek az anyagok kielégitik ugyan-
azokat a kritériumokat, mint a masodik immunkémiai-
lag akiiv anyag, és feltéve, hogy ezek az anyagok abban
a formiban, ahogy bevezetésre keriilnek, ugyancsak
semlegesek egymassal és a mdsodik immunkémiailag
aktiv anyaggal szemben a mér ismertetett feltételek
mellett. Az IAS 3, IAS 4 stb. anyagokat hasonlé médon
kezeljiik, mint a misodik immunkémiailag aktiv anya-
got ¢€s igy nyerjikk a fagyasztva szdritott, inyegében
gomb alaki IAS 3, IAS 4 stb. részecskéket. Az a vizs-
gdlati médszer, amelynek sordn a taldlmany szerinti
késziilék a tartokkal, amelyek a masodik és harmadik
immunkémiailag aktiv anyagokat tartalmazzak, igen j6l
alkalmazhat0 inhibiciés vizsgdlatokban, amikoris a har-
madik immunkémiailag aktiv anyag olyan anyagot tar-
talmaz, ami immunkémiailag egyenértékd vagy immu-
noldgiailag kiegésziti az immunkémiailag aktiv anya-
got,amelyet meg kivanunk hatdrozni. Egy mésik vizsgalati
mbdszerben, amelyné! a talilmény szerinti késziilék €l6-
nybsen alkalmazhatd, mint pl. a szendvics-vizsgilat, egy
mésodik immunkémiailag aktiv részecske elegendd.

Ataldlmény szerinti késziilék alkalmazasaval, az elsG
és a masodik immunkémiailag aktiv anyagok (esctleg a
harmadik immunkémiailag aktiv anyag) és a vélaszioit
vizsgélati médszer fliggvényében antitestek, antigének
és hapténck hatdrozhat6k meg.

A szendvics vizsgilat sordn az els6 és a masodik
immunkémiailag aktiv anyagok az antitestck, ha egy
antigént kell meghatérozni, és antigének vagy anti-anti-
testek, ha egy antitestet kell meghatirozni. Az elsS és
mésodik immunkémiailag aktiv anyag is lehet poliklo-
ndlis vagy monoklondlis antitest, azzal a feltételezéssel,
hogy amennyiben az els6 és a masodik immunkémiailag
aktiv anyag a meghatérozando antigén elleni monoklo-
nélis antitest, az els§ immunkémiailag aktiv anyag anti-
testjeinek gyakran a mésodik immunkémiailag aktiv
anyag antitestekétSl eltéré antigén determindns ellen
kell irAnyulniuk. Amennyiben ameghatirozandé anyag-
nak két vagy tobb azonos antigén determindnsa van,
vagy amennyiben olyan meghatdrozandé anyag, amely
bdr maga nem tartalmaz azonos determindnst, de a vizs-
gdland6 kdzegben csomé forméjaban jelen van oly m6-
don, hogy ez a csomd két vagy tobb azonos antigén
determinAnst tartalmaz, az els6 és a masodik immunké-
miailag aktiv anyag lehet monoklondlis antitest, ami
ugyanazon antigén determindnsra irdnyul.

A kompetitiv vizsgilat sordn a2 mésodik immunké-
miailag aktiv anyag antigén vagy haptén, ha az els6
immunkémiailag aktiv anyag monoklonalis vagy poli-
klondlis antitest, és monoklondlis vagy poliklonalis an-
titest, ha az els6 immunkémiailag aktiv anyag antigén
vagy haptén.

Ha azz els6 immunkémiailag aktiv anyag az inhibi-
cios vizsgdlatndl monoklondlis vagy poliklondlis anti-
test, a masodik immunkémiailag aktiv anyag is mono-
klondlis vagy poliklonalis antitest és a harmadik immun-
kémiailag aktiv anyag antigén kell, hogy legyen. Ezzel
szemben, ha a masodik immunkémiailag aktiv anyag
antigén vagy haptén és a harmadik immunkémiailag
aktiv anyag antitest kell, hogy legyen, ha az els6 immun-
kémiailag aktiv anyag antigén haptén.

Ebben az esetben is az el6bb emlitett mddszert alkal-
mazzuk, ha az els6 és a masodik immunkémiailag aktiv
anyag monoklondlis antitest.

Hogy a detektalds lehetGségét biztositsuk, a masodik
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immunkémiailag aktiv anyagot el kell litni egy jelolésre
alkalmas anyaggal, vagy pedig a vizsgélati anyag inku-
baci6s ideje és a tart6 kidblitése utin érintkezésbe kell
hozni egy olyan anyaggal, ami kot6dik a méasodik im-
munkémiailag aktiv anyaghoz és el van litva egy jelo-
lésre alkalmas anyaggal. El6nydsen magit a masodik
immunkémiailag aktiv anyagot kell elldtni a jelolésre
alkalmas anyaggal. Ez az anyag lehet izotop vagy en-
zim, festékanyag, vagy valamilyen fluoreszkal$ anyag,
fém-sz61 vagy fest€kanyag-sz61, ami kt6dik a masodik
immunkémiailag aktiv anyaghoz.

A taldlmény szerinti késziilék alkalmazdsdval az im-
munkémiai meghatarozast 4ltalidban az aldbbi médon
végezzik el. A zardelem eltdvolitdsa utdn vizsgdlandd
folyadékot visziink be a tartGba. Ezt kovetden egy bizo-
nyos ideig inkubalunk. Az inkub4ci6t kovetSen a folya-
dékot eltavolitjuk és a tartot kioblitjiik, ezutdn a vizsga-
lat eredménye meghatarozhatd, ha a jelolésre hasznalt
anyag izotép, festékanyag, fluoreszkilé anyag vagy
fémrészecske. Amennyiben a jel6l§ anyag enzim, egy
szubsztratumot is kell alkalmazni, amelyet az enzim
detektélhatd anyagga alakit at.

A talilminy szerinti késziilékkel az immunkémiai
meghatirozésok oly médon végezhetSk el, hogy speci-
fikussig, érzékenység s szelektivitds tekintctében sem-
miképpen nem maradnak el azoktol az ismert késziilé-
kekkel végzett meghatdrozasokidl, amelyek sordn a ma-
sodik — és esetleg a harmadik — immunkémiailag aktiv
anyagot a meghatdrozas alatt vagy roviddel az el6it
adagoljuk be, még abban az esetben sem, ha a késziiléket
hénapokig taroltdk.

A taldlmanyt részletesebben az aldbbi példak segitsé-
gével ismertetjiik.

1. példa

Négy polisztirol mikrotiter lapbdl, amelyek nyolc
sorban tizenkét kiiposan hengeres tartét alkalmaznak,
(magassdguk 10 mm, fels6 atmér6jikk 6,5 mm é€s alsé
atmérdjiik 6 mm volt) és fenékrésziik laposan volt kiké-
pezve, néhany tartét feltdliduink 0,135 mi vizes oldat-
tal, ami az els6 immunkémiailag aktiv anyagot tartal-
mazta. 16 6ra eltcliével a folyadékot eltivolitottuk, a
mikrotiter lemezeket 24 6ran it 20 °*C hémérsékleten
leveg6n megszaritottuk; a leveg6 relativ nedvességtar-
talma kevesebb volt, mint 20%. Az 1. és 2. mikrotiter
lemezeket azonnal felhaszniltuk a meghatdrozasokhoz,
amelyek sordn, miutén a vizsgdlandé anyagot bevittitk
a tartéba, az 1. mikrotiter lemez tartbiba egy cseppet
vittiik be a masodik immunkémiailag aktiv anyag vizes
oldatdbdl és a 2. mikrotiter lemez tartéjiba a masodik
immunkémiailag aktiv anyagot tartalmazd részecskét
vittiik be. Ezt ugy végeztiik, hogy egy cseppbdl indul-
tunk ki, amely ugyanolyan térfogati és a masodik im-
munkémiailag aktiv anyag koncentriciéja ugyanaz,
mint azé a cseppé, amit az elsé mikrotiter lemez tart6ja-
ba vittiink be.

A3.és4. mikrotiter lemez tartdiba a mésodik immun-
kémiailag aktiv anyagot tartalmazg részecskéket vittiink
be szdraz térben, amelyet ugyancsak oly médon készi-
tettiink el, hogy egy cseppbdl indultunk ki, amely azonos
térfogati volt és azonos koncentriciOban tartalmazta a
masodik immunkémiailag aktiv anyagot, mint azzal a
cseppel, amit az els6 mikrotiter lemez tant6jiba vittiink
be. Egyes tartékba harmadik immunkémiailag aktiv
anyagot is bevittiink.

4.
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Ezt kdvetSen a 3 és 4 mikrotiter lemezeket lezdrtuk
széraz térben a csonkokkal elldtott zarelemmel, ezek
szilikongumibdl késziiltek és 2,5 mm-nyire 4lltak ki;
ezek a csonkok a mikrotiter lemezek tart6it Iégmentesen

mindegyik példa esetében kolorimetrikus eljirdssal vé-
geztiik.

Az 1., 4., 7. és 10. példdkat, amelyekben a HBs Ag
(hepatitis B feliilet antigén) meghatarozdsa ment végbe,

zdrtdk le, a tdrolas 1 hétig vagy 3 honapig tartott, 18 °C 5  hasonlé médon foganatositottuk, megjegyezve, hogy az
hémérsékleten &s atmoszférikus nyomason. 1. példdnil a misodik immunkémiailag aktiv anyagot

Az oldatb6l, amely pontosan ismert mennyiségben tartalmazé cseppet, a 4., 7. és 10. példiban pedig a
tartalmazott misodik immunkémiailag aktiv anyagot, masodik immunkémiailag aktiv anyagot tartalmaz6 ré-
pufferoldatot és szacharézt, egy cseppentd pipettival szecskéket hasznéltuk. Az idGtartam, ami utan a vizsgé-
0,05 ml cseppeket juttatunk be szabadeséssel egy De- 10 latot elvégeztiikk, miutdn a részecskéket bejuttattuk a
war-palackba, ami 80 cm® folyékony nitrogénnel volt tartéba, valtozott. Ugyanez vonatkozik a2, 5.,8.és 11,
felsltve. A palack fenckén szilard, kozelitSleg gomb valaminta3.,6.,9. és 12. csoportokhoz tartoz6 példikra,
alaki fagyasztva széritott részecskék gydlick Ossze. amelyekben HCG (humén korio gonadotropin) és tesz-
Ezeket a részecskéket haszndltuk fel a 2, 3 és 4 mikro- toszteron keriilt meghatdrozdsra. Minden példa szerinti
titer lemezek tartiba. A harmadik immunkémiailag ak- 15  vizsgdlatot tizszer végeztiink el, az a mennyiség, ami az
tiv anyagokat tartalmazé részecskéket hasonl6 médon 1. tdbl4zat utoisé oszlopdban van feltiintetve, 10 megha-
készitettiik el. tdrozis atlagéniéke.

A vizsgilatokat a kévetkez6 modon végeztiik el. Mi- Ahogy az eredménybdl kitdnik, a taldlmany szerinti
utdn bevittiik a vizsgilat tirgyat képezs kozeget, ami a késziilékkel végzett meghatirozisok mindsége ugyan-
vizsgiland$ anyagbdl pontosan ismert mennyiséget tar- 20 az, mint az ismert késziilékekkel végzett meghatiroza-
talmazott, 37 °C hémérsékleten egy bizonyos ideig in- sok. A taldlmany szerinti késziilék még azzal a tovabbi
kubdltunk, ezt kovette a puffer oldatos Oblitése és a el6nnyel is rendelkezik, hogy annak a személynek, aki
detekidlds. Amennyiben jeltlésre enzimet (peroxidiz a meghatdrozasokat végzi, nem kell bejuttatnia ponto-
enzimet) hasznaltunk, tovabbi inkubdcids 1épésre keriilt san ismert mennyiségben a misodik immunkémiailag
sor, amelynek sordn a detektildst megelSz8enegy pero- 25 aktiv anyagot a tarté(k)ba.
xidtartalmi szubsztrdtumot hasznaltunk. A detektdldst

1. dbldzat
Példa mikrotiter elsé miésodik izotdpos avizsgdlat  vizsgilati harmadik inku-  taldlt
lemez immunkémiailag jelols tipusa kozeg immun-  biciés mennyiség
aktiv anyag anyag kémiailag idS
) aktiv anyag
L 1 Manti-HBs anti-HBs enzim  szendvics 0,1 szérum N.A. 16ra 1,0 mg/ml
2.1 HCG anti-HCG  arany-
szol kompetitiv 0,1 ml vizelet N.A. l6ra 10101UN1
31 anti-T anti-T festék-
anyag  inhibiciés 0,1 mlPBS I-BSA
cseppek- 26ra 250 ml
ben ada-
. golva
4. 2 Manti-HBs anti-HBs enzim  szendvics 0,1 mlszérum N.A. 16ra 1,0 mg/ml
5. 2 HCG anti-HCG  arany-
szol kompetitiv 0,1 ml vizelet N.A. 16ra 10121U/1
6. 2 anti-T anti-T festék-
anyag  inhibici6 0,1 ml PBS T-BSA 26ra 252 mg/ml
7. 3 Manti-HBs anti-HBs enzim  szendvics 0,1 mlszérum N.A. 16ra 1,0 mg/ml}
8 3 HCG anti-HCG  arany-
szol kompetitiv 0,1 ml vizelet N.A. 16ra 980 IUN
9. 3 anti-T anti-T festék-
anyag  inhibici6 1 mlPBS TBSA 26ra 245 mg/ml
10. 4 Manti-HBS anti-HBs  enzim szendvics 0,1 mlszérum N.A. 16ra 1,0 mg/mi
1. 4 HCG anti-HCG  arany-
szol kompetitiv 0,1 ml vizelet N.A. 16ra  10131U/1
12. 4 anti-T anti-T festék-
anyag  inhibici6 0,1 mlPBS T-BSA 26ra 257 mg/ml

PBS = foszfit-pufferes fiziologiai séoldat
hepatitis B feliilet antigén

HBs = antitest (bdrdny) HBsAg elien
HCG = humén korio gonadotrofin

anti-HCG = antitest (nyiil) T ellen HBsAg =
T-BSA = szimos T molekula szarvasmarha szérum albumin anti-

molekuldhoz van kapcsolva

N.A. = nem alkalmazhaté

5.
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2. példa

Két mikrotiter lemezb6l 23 tart6t bevontunk M-anti
HBsAG anyaggal, mint az 1. példindl. Ezt kdvetGen
0,050 ml vizes oldatot - amely anti HBSAG-t tartalma-
zott és peroxidiz-enzimmel volt jelolve — juttattunk be
0 *C hémérsékleten az egyik mikrotiter lemez bevonat-
tal ell4tott taridiba. Tizentt masodpercen beliil az oldat
lefagyott 78 *C-ra, ezt kdvetGen a mikrotiter lemez 16
6réan 4t fagyasziva —szdritva lett. A mésik mikrotiter lemez
bevonatial elldtott tartojdba anti-HBsAg-t tartalmaz6 ré-
szecskét, peroxiddz-enzimmel jelolve vittiink be. A ré-
szecskéket az 1. példdban leirt modon készitettitk el. Ezt
kivetden enzim immunvizsgalatokat végeztiink el mind-
két mikrotiter lemezben tizenkilenc kiilonféle emberi szé-
rummal, amelyek nem tartalmaznak HBsAg-t és két eset-
ben emberi szérummal, amelyek 0,1 egység/ml ill. 1,0
egység/ml HBsAg-t tartalmaztak. A vizsgalat és a detekts-
14s az 1. példanak megfelel6en ment végbe.

A szignifikancia mértékét az

x-Y
Z

képletbdl szamitottuk ki, ahol x = a 0,1 vagy 1,0 egység
HBsAG/ml tartalmii szérumoknal mért ért€kek atlaga,
y = a HBsAg-t nem tartalmaz6 szérumoknal mén éré-
kek Atlaga és Z =Y 4tlagszorasa.

A 2. tdblazatban azokat az eredményeket foglaltuk
Ossze, amelyek vilagosan mutatjik, hogy a detektalasi
hatdr alacsonyabb a talilmany szerinti késziiléknél, mint
az US-PS 4 017 597 szerinti késziilcknél, minél maga-
sabb a szignifikancia mértéke, anndl alacsonyabb a de-
tektdldsi hatdr.

2. téblazat

Detektalasi hatir
0,1 egység 1,0 egység
HBsAG/ml HBsAg/ml
A taldlmény szerinti
berendezésnél 8 88
Az USA szabadalom
szerinti berendezésnél 3 41
6
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Egység/ml = a HBsAg egysége a Paul Ehrlich Intézet
(Frankfurt, NSZK) meghatiroz4sa alapjan, egy ml-re
vonatkoztatva.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Berendezés immunkémiai vizsgdlatokhoz legaldbb
egy tartéval, amelynek tetején nyilas van kialakitva és a
tart6 belseje immunkémiailag aktiv anyaggal van be-
vonva, a tart6 teteje eltavolithat6 zarGelemmel van le-
z4rva, a tarté ezen tilmenden tartalmaz egy mésodik
immunkémiailag aktiv anyagot, amely — a vizsgalando
anyag tdvolléiében — abban az alakban, amely ez a
mdsodik immunkémiailag aktiv anyag a tartGban jelen
van, a tirol4s és a széllitds alatt nem Iéphet kolcsdnha-
tasba a tart6 belsejével normal feltételek mellett és sem-
leges a felvitt immunkémiailag aktiv anyaggal szemben,
azzal jellemezve, hogy a tartd tartalmaz egy szildrd,
kozel gomb alakd, fagyasztva szdritott részecskét,
amely magdban foglalja a mésodik immunkémiailag
aktiv anyagot és kivant esctben puffer- és/vagy merevi-
t6anyagokat.

2. Az 1. igénypont szerinti berendezés, azzal jelle-
mezve, hogy a berendezésben egyetlen tartd van.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti berendezés, azzal
jellemezve, hogy a berendezésben a tartok szdma 2 és
1000 kzott van.

4. A 3. igénypont szerinti berendezés, azzal jelle-
mezve, hogy a berendezés egy mikrotiter lemezt tartal-
maz.

5. A 3. vagy 4. igénypont szerinti berendezés, azzal
Jjellemezve, hogy ziréelemként egy lemez szolgdl, ami
a tartok z4rdsit biztositd csonkokkal van elldtva.

B-
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