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MIKRO-ELISA NA HBsAg A JEHO PROTILATKY
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Virova hepatitida typu B je jednou z nejvy- umoZnénd objevem HBsAg (povrchového anti-
znamné&j$ich nosokomidlnich infekci. Je proto genu viru hepatitidy typu B) a prikazem jeho
pochopitelné, Ze se jeji laboratorni diagnostika, vztahu k virové hepatitidg (,sérové“, ,B“), ne-



ROCGNIK LIII, 1984, &. 1

VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY 25

byvale prudce rozvijela a rychle se orientova-
la na tzv. metody 3. generace (reverzni pasiv-
ni hemaglutinace (RPHA), radioimunoanalyzn
(RIA) a enzymatickd imunoanalyza (EIA nebo
ELISA z angl. ,The Enzyme Linked Immuno-
Sorbent Assay). Porovnéni relativni citlivosti
vybranych diagnostickych souprav riiznych vy-
robcit je uvedeno v tabulce 1.

Tab. 1
Porovndni relativnich citlivosti néktergch metod pritkazu
HBsAg
CIEP (USOL) 1
RPHA (Ortho-Diagnostic) 30
ELISA (0SOL) 250—500
RIA (Abbott) 2500—4000

RPHA je nejméné citlivda metoda 3. generace,
ale vyrobné nejnaro¢néjsi. RIA techniky jsou
nejcitlivéjsi, ale vyZaduji odpovidajici néaklad-
né vybaveni diagnostickych laboratori vcetné
bezpecnostnich opatfeni pro praci s izotopy.
Rozpad radioaktivniho izotopu navic podstatné
omezuje exspiraci souprav, dosud vylu¢né dova-
Zenych z devizové oblasti.

Pro nase podminky, s chledem na vyrobni
moZnosti i vybaveni diagnostickych laboratofd,
je nejvhodnéjS$i metodou ELISA, ktera se citli-
vosti bliZi technikdm RIA, aniZ vyZaduje néroc-
né vybaveni a reZimova opatfeni. ’

Z téchto divodi byly v roce 1980 vytvoieny
zdkladni pfedpoklady pro postupné zahajeni tu-
zemské vyroby diagnostickych souprav k pri-
kazu HBsAg, zaloZenych na principu ELISA (ob-
chodni oznacCeni ,Sevatest-ELISA-HBsAg-Mac-
ro L.“).

Ko6nig a spol. (1980) vypracovali purifikacni
postup, ktery umoZznil ziskdni dostatecné cisté-
ho a imunogenniho HBsAg. Pomoci tohoto pre-
paratu HBsAg byly na virologickém oddéleni
VUHEM pripraveny krali¢i a kozi protilatky po-
tfebné kvality v mnoZstvi, které pokrylo vyrobu
prvych SarZi souprav ,Sevatest-ELISA-HBsAg-
-Macro I/OSOL® (kozi protilatky jsou vyrobné
vyuZivany prakticky je$té dnes). Vyrobé byly
pfedéany i potfebné pracovni postupy.

Zminénd domadci souprava vyuZiva osvédcené-
ho uspoféddani typu tzv. ,dvojitého sandwiche,*
jehoZ schematické zndzornéni je na horni polo-
viné obrazku 1.

Specifickd protildtka (anti-HBs) je navazana
svym Fc-fragmentem (Fc-fragment je ¢4ast mo-
lekuly imunoglobulinu, kterd neni nositelkou
protilatkové specifi¢nosti) na ,pevnou fazi*“
(nap¥. polystyrén nebo jiny plast tvorici dno a
stény reak¢éni nddobky — zkumavky nebo jam-
ky mikrodesti¢ky). Po pfiddni vySetfovaného
vzorku dochéazi k vazb& HBsAg (je-li ve vzorku
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Obr. 1. Schéma uspoidddni reakce ELISA k pritkazu
antigenu a protildtek

Horni schéma: ELISA k priikazu antigenu — typ ,dvojity
sandwich“

»,S" = substrat
»CH“ = chromogen
* =enzym (peroxiddza)

Dolni schéma: ELISA k prikazu protilatek

Antigen se vdie na ,pevnou fdzi“ bud prostirednictvim
IgG, nebo primo.

Inhibiéni varianta: detekovand protilatka se nejprve na-
vaZe na antigen, kongulat obsazuje pouze zbylé neobsa-
zené antigenni determinanty.

Kompetitivni varianta: detekovand protildtka i konjugit
jsou priddany soucasné a vzdjemné soutéZi o vazbu na
antigenni determinanty.

pFitomen) na ,pevnou fazi“ prostFednictvim
imunoglobulinovych molekul (anti-HBs). Po
promyti vaZe takto fixovany HBsAg peroxida-
zovy konjugat (= anti-HBs + peroxidaza). Po
inkubaci (krat$i neZ je inkubace se vzorkem)
je nenavdzany konjugat odstranén a po promy-
ti je pfidan substrat (H,0,) soudasné s chromo-
genem (orthofenylendiaminem, OPD). Substrat
(na obr. 1 znacen ,S“) je peroxiddzou Stépen
a vznikajici atoméarni kyslik oxiduje chromogen
(na obr. 1 znaden ,CH“) a méni tim jeho své-
telnou absorbci. Makroskopicky se sled téchto
reakci projevi vznikem Zlutoderveného zabar-
veni, jehoZ intenzita zhruba odpovidd mnoZstvi
antigenu ve vySetfovaném vzorku.

Denaturace enzymu kyselinou sirovou zasta-
vuje reakci a umoZiiuje standardni odeéteni vy-
sledk.

Popsand makro-souprava je srovnatelnd se
zahrani¢nimi soupravami obdobné koncepce.

V diagnostické praxi jsme ovérili a zavedii
mikromodifikaci této soupravy, umoZiiujici vy-
Setfeni dvojndsobného poctu sér pomoci jedné
sady ingrediencii pfi zachovani stejné citlivosti.
Mikromodifikace navic umoZiiuje vyuZiti nékte-
rych pomiicek a pristrojli, odstratiujicich prac-
nost (Minivash, spec. fotometr apod.).

Touto technikou jsme vySetFili jiz pfes 2000
sér. VétSina HBsAg pozitivnich sér byla déile
vy3etfena konfirmaénim testem (USOL) k po-
tvrzeni pozitivity nebo byla paraleln& vy3etre-
na testem AUSRIA na oddéleni nukledrni me-
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diciny UVN. Zjistili jsme, Ze nespecificky pozi-
tivni mohou byt pouze séra s podstatné niZzsi
absorbanci, neZ je absorbance pozitivnich kon-
trol.

USOL v soucdasné dob& jiZ vyrabi mikrotest
»Sevatest-ELISA-HBsAg-Micro I/USOL"“, jehoZ
kvalita odpovida absolutni svétové Spicce (po-
dle dobrozdéani referencni laboratore W. H. O]).

Doplitkem k vySetfeni HBsAg je vySetfeni
protilatek anti-HBs. Protismérnd imunoelektro-
foréza umoZiiovala provedeni obou vySetifeni
soucasné, ale s velmi malou citlivosti. Protilat-
ky v sérech rekonvalescentli po primoinfekcich
nebyly zpravidla touto metodou detekovany.
ELISA naproti tomu ddvd moZnost detekce pro-
tilatek s podstatné vySsi citlivosti.

Soudasny projekt USOL po¢itd s vyuZitim ko-
mercnich souprav Macro-I k detekci anti-HBs.
Principem reakce je neutralizace HBsAg proti-
latkami. Ke zndmému mnoZstvi vySetfovaného
séra (v némZ maji byt stanoveny protilatky] se
prida presné znamé mnoZstvi HBsAg. Po pre-
inkubaci se v této smési detekuje zbyly, vaza-
telny HBsAg bé&Znym rutinnim postupem. Po-
kles intenzity zabarveni (v porovndani s kontro-
lou) indikuje pritomnost protilatek ve vysetio-
vaném vzorku. Tato metoda je alespoil 10krat
citlivéj§i neZ protismérnd imunoelektroforéza
pfi stanoveni protilatek (anti-HBs).

Na naSem pracovisti ovéfujeme jiné varianty
ELISA ke stanoveni anti-HBs. Jak vyplyva ze
spodni poloviny schématu na obr. 1, pracuje-
me s antigenem navdzanym na ,pevnou fazi“
(bud prostrednictvim protilatky, nebo piimo].
Detekovanda protildtka vzorku se vdZe na anti-
gen a pozdé&ji pridany konjugat se miZe vazat
jen na zbyla vazebna mista (antigenni determi-
nanty) HBsAg (inhibi¢ni varianta) nebo dete-
kovand protildtka soutéZi o vazbu na antigenni
determinanty HBsAg se souCasné pridanym

konjugdtem (kompetitivni varianta). SniZeni
absorbance vzorku v porovndni s kontrolami
svéd¢i o pritomnosti protildtek ve vySetfova-
ném vzorku.

KaZda z uvedenych variant je minim4lné ra-
dové citlivéjSi neZ protismé&rnd imunoelektrofo-
réza v detekci anti-HBs. V nejbliZ8i budoucnosti
1ze otekavat doplnéni sortimentu USOL o upra-
vené soupravy ELISA-HBsAg-Macro I s moZnos-
ti prlikazu anti-HBs, coZ bude mit bezesporu

pozitivni ohlas v radé diagnostickych pracovist.
Souhrn

Enzymatickd imunoanalyza predstavuje nej-
modernéj$i metodicky trend zejména v imuno-
diagnostice virovych antigenii. Ceskoslovenské
soupravy ,Sevatest-ELISA-HBsAg-Macro I“ a
»,Sevatest-ELISA-HBsAg-Micro I urdené k pra-
kazu HBsAg jsou plné srovnatelné s nejlepSimi
zahraniénimi vyrobky. Jejich zavedeni do dia-
gnostické praxe predstavuje vyrazny kvalitativ-
ni posun, i kdyZ soucdasné zvySuje ndroky na
presnost rutinni préace.

Zvolend metodickd koncepce (ELISA) umoZ-
fuje rovnéZ s minimAalnimi dpravami detekci
anti-HBs s dostacujici citlivosti.
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