
ROČNÍK LIII, 1984, č. 3 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 95

543.436.621.378.33:612.124.643.062
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[náčelníkz plk. MUDr. Vladimír Kotlář, CSc.)

jednou Z nejmodernějších kvantitativních
imunochemických metodik je laserová nefelo-
metrie. Využívá principu měření Světlarozp'tý-
leného na zákalových částicích. Vlastní princip
je Znám již mnoho desetiletí. Ve většině spek-
trofotometrů byly a dosud jsou zamontovány
nefelometrické nástavce, ale efektivnost větši-
ny takový-chto Zařízení je velmi nízká a přes-
nější měření nedovioluje. Důvodem je přede-
vším charakter Svě'telného Zdroje. Proto účin-
né technické ztvárnění bylo možné až po zave-
dení laserů do běžné laboratorní měřící 'tech-
niky. V současné době je komerčně dostupno
asi 9 přístrojů, na kterých je možno provádět
tato měření. Ide bud| o nefelometry jako takové
[Beckman Immunochemistry Analyzer, Hyland
PDQ-TM, LSA 290 Kallestad, Behring Laser Ne-
phelyometer], nebo 'jde o víceúčelové centrifu-
gační an-alyzátory [LKB 8600 Clinioon, Abbot
ABA 10, GEMSAEC Centrifugal Analyzer, Cen-
trifiChem System 400, Technicon Au'toa'nalyzer
II). Pro výzkumnou práci a paralelní rutinní
vyšetření Se nejvíce hodí přístroj firmy Hyland,
který vlastní i naše oddělení.

Vlastní princip práce přístroje je jednoduchý.
Světlo z laserového zdroje prochází kyvetou,
kde na čá-Sticích tvořených nerıo'Z-.p'ustnými kom--
plexy antigen-protilátka se roz'p'tý'lí, rozptýlené
světlo je zaznamenáno fotonásobi'čem a převe-
deno na číselný ú'daj na digitálním displeji.
Touto metodou lze Stanovít prakticky vše, pro-
ti čemu lze připravit protilátku. Dnes se tak
běžně Stanovují Iplazmatické bílkoviny, antibio-
tika, některé léky, např. opiáty, drogy a další.

Principem -- vlastní reakcí —- je reakce ain-

tigen-protilát'ka v prostředí naid'býtku protilát-
ky, kdy dochází k vytváření nerozpustných
komplexů, jejichž množství, a tedy množství
rozptýleného světla, je ú'měrné množství anti-
genu. Závislost je široce parabolická .a při zvo-
lení vhodných podmínek je dosti přesně extra-
polovatelná lineární závislostí. Z toho je vidět,
že na volbě la hlavně dodržení přesných podmí-
nek velmi mnoho Záleží. jsou 'kladeny značné
požadavky na reagencie obecně. Citlivost pří-
stroje vyžaduje naprosto bezprašné reakční
prostředí, proto je nutné reakční Složky pře-
dem filtrovat přes mem'bránové filtry. Antigen,
nejčastěji lidské Sérum, Se do reakce Značně
ředí, 10krát až 200krá1t [pro albumin ještě mno-
hem více), proto požadavky nejsou tak přís-
né —— sérum ovšem nesmí být lizpernické; pří-
tom~n›ost barviv Stanovení neruší, hemolytická
i ikterická séra jsou plně použitelná. Daleko
větší nároky je nutno Splni't u pufrujícího pro-
Středí a protilátky. Iako reakční médium pou-
ží'váme fosfátem pufrovaný fyziologický roztok
s přísadou detergentů a polye'tylenglyk'olu prů-
měrné mo'lekulové hmotnosti 6000, což zaruču-
je Stálost a neměnnou heterogennos't Zákalu.
U antisér je vyžadována vysoká a“vi›dita a vyso-
ký obsah specifických protilátek. To Znamená
v praxi celou řadu problémů. Komerčně dostup-
na antiséra z produkce Ústavu Sér a očkova-
cích látek jsou určena pro aplikaci. v jiných
imunochemických tech'niłkácÍ-h, a jsou proto ne-
použitelná. Mají pro tuto techniku nízkou kon-
centraci specifických protilátek a te-chnologic-
ký postup přípravy je pro požadavky a nároky
imunonefelometrie nevyhovující. Protože záso-
bování `pomo-cí Zahraničních Soupra'v nepřichá-



96 “ VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY ROČNÍK L111, 1934, č. 3

zí v úvahu, museli jsme tuto otázku vyřešit Sa-
mostatně. Na základě dlouhodobých dobrých
Vztahů 'Se Stře'diskem imunochemie Sérových
bílkovin Ústavu Sér a očkovacích látek v Praze
jsme získali Suro'vá prasečí hyperimunní Séra,
která jsme pak speciální náročnou technologií
opra'coval'i a Získali ta'k nakonec lyofil'izovaný
preparát, Stálý |po velmi dlouhou dob-u, který
svou kvalitou vyhovuje pro ıpráce na laserovém
nefelometru.

je třeba p'odotknou't, že antiséra z produkce
ÚSOL jsou vyráběna na prasatech, což ve
srovnání S jinými Zvířecími druhy není příliš
výhodný druh pro tuto techniku, protože se
nikdy nedosáhne té avidity jak-o např. při imu-
nizaci koz. Zvolili jsme však |pracovní podmín-
ky tak, abychom mohli lpracovat v tom Irozsahu,
v ja'kém Se pracuje se Soupravamfl'i Zahraniční
provenience. Cel'kově lze Shrnout, že tato tech-
n'iłka patří mezivelˇmi přesné, ale mimořádně
náročné .na d'o'd-ržení přesných realkčníoh po'd-
mínek.

Jaké jsou přednosti této metody? V tabulce 1
je Srovnání užívaných technik pro im'unoche-
mioká Stanovení plazma-tiokých bílkovin. jde
o jednoduchou radiální imunodifúzi, elektro-
imunostanovení dle Laurella .[„Taket`ky“], imu-
nonefelometrii dvou typů [kinetické měření tzv.
rate, měření koncového Stavu tzv. end-Ipoint] a
raldfioimunostan'ovení. Ze Srovnání plynou vý-
hody nefelometrie. V případě RIA IˇZe dosáh-
nout vyšší ci'tlivos'ti, ale přesnost je podstatně
menší, protože u RIA techniky je velký .rozptyl
výsledků. Velkou nevýhodou RIA jefltaké vyso-
ká pořizovací cena techniky a problematika
pracovního režimu. Významným faktorem je
pracovní čas, který v případě nefel'ometrie je
nejkratší vůbec. Vedle toho dovoluje nefelo-
metrie ve Srovnání S jednoduchou radiální imu-
nodifúzí a elek'ztrovimunodifúzí nejširší rozsah
Stanovo'vaných hodnot, aniž je třeba ıměnit pra-
covní podmínky a nastavení přístroje. Nefelflo-
metrioká technika je také automatizotratelná.
V prvém Stupni je možno Zařadit výpočetní
teohniku. Firma Sama dodává k nefelıom-etru
malý stolní počítač Hewlett-Packard 9815, kte-
rý významně Zry'c'hlí a hla'vně Zpřesní fázi vy-
hod'nocování výsledků. Další fází je automati-
Zace přípravy vzorků. Výrobce sestavil Systém
nazývaný DISC 120, který umožňuje pl“noauto-
matioký provoz vs hodinovou kapacitou až 120
vzorlků. Takovýto Systém má však `opoıds-tatnění
jen ve velikých laboratořích, kde se provádějí
vyšetření počítaná denně na desítky až Stovky.

A .nyní ke spektru .práce oddělení klinické a
experimentální imunologie. Vyšetření provádí-
me pro potřeby odborných oddělení Ústřední
vojenské nemocnice v Praze. V tabulce 2 jsou
Schemati-oky shrnuta prováděná vyšetření. Prrv-
ní Sloup-ec Zachyıcuje plazmatické bílkoviny,
které je možno stanovova't =pomocí Zahvraničních
Souprav a které také naše oddělení Stanovuje
pomocí antisér našich s výsledky pilně Srovna-
telznými. Druhý Sloupec Zachycuje bílłkoviny,

Tab. 1

Srovnání nefelometrické metody S ostatními metodami
Stanovování hladin plazmaticícých bílkovin

. . přes- repro-cıtlıvost ëas nost duk.
mg/l 0/0 o/0

auto-
mat.

IRID 1 1-3 d 10—50 10 ne

EID 1 6—36 h 10 5 ne

INA rate <1 <1 min Z 2 ne

INA end <1 20 m—4 h 5 5 ano

RIA 0,01 3 h——5 d -- - ano

IRID -- jednoduchá radiální imunodifúze
EID — elektroimunostanovení dle Laurella
INA — imunonefelometrické stanovení

rate —— kinetická metoda
end - metoda koncového bodu

RIA -— radioimunostanovení

Tab. Z

Přehled plazmatı'ckých bílovı'n Stanovovaných komerční-
mi preparáty Zahraniční provenı'ence a imunologickým

oddělením VÜHEM

IMUNOL. ODD.
ZAHR. FIRMY IMUNOL. ODD. ZAHR. FIRMY

imunoglobulin A
imunoglobulin G
imunoglobulin M
CS komplement
C4 komplement
transferin
aıantitrypsin
orosomukoid
ceruloplasmin
azmakroglobulin
prealbumin
flzlipoprotein

fizmikroglobulin CRP
azA'Pglkprotein RF
imunoglobulin D hemopexin
Clq komplement albumin

Cl inhibitor
03 aktivátor
dıfetoprotein

které na našem oddělení Stanovujeme, ale pro
které dosud ve Světě nejsou komerčně dost-up-
ná antiséra pro nefelometrii .[a pokud je nám
Zná<mo z literatury, dosud tyto bílkoviny nikdo
nefelometri/cky nżestan-ovovalJ. Konečně třetí
sloupec zahrnuje bílkoviny, .které je možno Sta-
novovat Zahraničními preparáty a pro které my
vlastní protilátky nemáme. Naší snahou bude
v dalším si připravit antiséra i proti .těmto an-
tigenům a rozšířit tak ıxpaletu vyšetření. Za pr-
vořa'dý ú'kol považujeme Stanovo'vání C-reaktiv-
ního proteinu a revmatoidního faktoru. CRP je
významným reaktantem ak'utní fáze, mnohem
Signifikantnějším než např. vyšetření Sedimen-
tace. Stanvovování revmatoidního faktoru by-
chom převedením na nefelometrioké měření
Zpřesn'ili a učinili vysoce repro'dulko'vatelným.
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Prvnî (provedené pokusy jsou dosti S'l'i'bné. Dal-
ším polem, kde by bylo možno přístroj využít,
je stanovování cirkulujících imunofkom'plexů,
významného laboratorního údaje v diagnostice
autoimunních onemocnění. Pracujeme na meto-
dice, která by nám umožnila měření Specifické-
ho zâ'kaa-lu vytvářené'ho imunnímˇi komplexy a
Clq Složkou kıom'plemenltu. Konečně také Slib-
nou se jeví Spolupráce S oddělením klinické
biochemie Ústřední vojenské nemocnice při
Stanovování afpolilpoprflolteinů A-I a B, velmi dů-
ležitých parametrů posouzení otázek li-pidové-
ho metabolismu a hlavně prevence náhlých
příhod Srdečních.

Souhrn

Článek Shrnujfe Záikla'dfní možnosti .a labora-
torní aplikace moderní i'munone'ˇfelometrické
metody Stanovení plazma'tických ıbílľkovin.
V článku jsou Srovnány mložnosti té'tıo techniky
s ostatními imurnochemickými metodami. je
uveden přehled bílkovin Stanovovaných na pra-
covišti autora.
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