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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva imunochromatografickymi stripovymi metodami. Zamétuje
se na priklady jejich vyuziti v riznych oborech jako je naptiklad medicina, potravinafstvi,
zivotni prostfedi. Popisuje jejich vyhody a nevyhody a také moznost vyuziti
imunochromatografickych testli mimo laboratof. Imunochromatografické testy slouzi k rychlé

detekci analytl v biologickych vzorcich a potravinach.
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Immunochromatographic methods for the rapid detection of antigens or specific antibodies
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This bachelor thesis is focused to immunochromtagraphic methods. This text describes in a
detail the practical examples of tests applied in various science fields such as a medicine,
food, environment. The bachelor thesis emphasizes advantages and disadvantages of
immunochromatographic tests as well as using of them outside the laboratory.
Immunochromatographic tests become more and more popular for the rapid detection of
analytes in biological samples and food
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0 UVOD

Imunochromatografické metody v ploSném usporadani jsou zalozeny na reakci antigenu
se specifickou protilatkou. Vychazeji z principu separa¢ni metody kapalinové chromatografie.
Svou oblibu si tyto imunochromatografické metody ziskaly hlavné diky své jednoduchosti a
rychlé detekci stanovované latky. Navic mohou byt provedeny i bez nenaro¢ného
pfistrojového vybaveni, i v terénu mimo laboratof. Vysledky testii 1ze hodnotit vizualng. Tyto
testy umoznuji jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu. Nevyzaduji témét zadné pracovni
zkuSenosti, proto se vyuzivaji jako tzv. ,screeningové testy*, které jsou volné k prodeji a
vySetieni mize provadét i laik nebo jako tzv. ,,point of care™ testy, které se provadéji u lizka
pacienta. Jedna se o analyzy kapilarni krve, mo¢i, slin, kdy béhem kratké doby ziskame
informace o pfitomnosti analyti a v nékterych ptipadech i orienta¢ni hodnoty metaboliti.
Velkou vyhodou téchto testli je potieba malého objemu vzorku. Na principu téchto metod
funguji 1 tzv. ,,quick® testy slouzici k rychlé detekci napiiklad 1é¢iv, drog nebo riznych
metabolitl v lidském téle.

V dnes$ni dob¢é maji tyto metody fadu vyuziti v mnoha oborech. V mediciné napiiklad
mizeme imunochromatografickymi metodami prokazovat o-fetoprotein v krvi (Yang a kol.,
2011). V oboru mikrobiologie se imunochromatografické metody pouzivaji naptiklad pro
stanoveni Toxoplasma gondii (Jiang a kol., 2015) u pst a kocek v Krvi nebo antigend
Mycobacterium tuberculosis v krvi (Bekmurzayeva a kol., 2013). Dalsi $iroké uplatnéni
nalézaji tyto metody v potravinafstvi, kdy se daji vyuzit napiiklad pro uréeni
pravosti manuka medu, detekovanim glykosidu zvaného leptospermum (Kato a kol., 2016).
Dale pak k detekci chloramfenikolu v kufecim mase (Bai a kol., 2015), antibiotik v mléce
(Wang a kol., 2016) nebo mykotoxint v potravinach (Song a kol., 2014). V ramci zZivotniho
prostiedi se pouzivaji napiiklad k detekci fasy Alexandrium minutum, ktera zptisobuje toxicky
vodni kvét (Gas a kol., 2016).



1 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

1.1. Princip kapalinové chromatografie

Kapalinova chromatografie je fyzikalné — chemicka separacni technika, pti které se
déli slozky smési mezi dvé navzajem nemisitelné faze, a to staciondrni (nepohyblivou) a
mobilni fazi (pohyblivou). Bé&hem procesu dochazi k opakovanému transportu slozek ze
stacionarni faze do mobilni faze. Pii separaci se ustanovuje dynamicka rovnovaha, kdy se
mezi naplni kolony (stacionarni faze) a kapalinou, ktera protéka kolonou (mobilni faze),
udrzuje konstantni pomér latkového mnozstvi kazdé separované latky v obou fazich.
Distribuci slozek smési mezi mobilni a staciondrni fazi popisuje distribucni (rozdélovaci)
konstanta (rovnice 1). Separované latky se 1isi svou afinitou k obéma fazim. Na rozdil od
plynové chromatografie, o separaci slozek ve vzorku nerozhoduje nejen jejich interakce se
staciondrni fazi, ale i jaka je pouZzita mobilni faze. Pokud je stacionarni fazi tuha faze, jedna se
o adsorpcni kapalinovou chromatografii, naopak je-li stacionarni fazi kapalina, jedna se o

rozdélovaci kapalinovou chromatografii.

Rovnice 1  Vypocet distribu¢ni konstanty

[Als _ (na)s
[A]m (nA)m

Vin

K = * —

0 Vs
Kde, [4]s a [A],, jsou rovnovazné koncentrace slozky A v mobilni a stacionarni fazi, (ny)s

a (ny)m jsou latkova mnozstvi slozky A ve stacionarni a mobilni fazi, V,, a V; jsou objemy

stacionarni a mobilni faze.

1.2. Zpusoby uspoiadani kapalinové chromatografie

A) Kapalinovou chromatografii mizeme rozliSit podle uspofadani a zptusobu provedeni
separacnich krokt na:

a) tenkovrstvou a papirovou,

b) kolonovou,

¢) vsadkovou.



1.2.1 Tenkovrstva a papirova kapalinova chromatografie
U planarnich technik kapalinové chromatografie je stacionarni faze umisténa v plose. Je

bud’ sloZena z chromatografického papiru, nebo z tenké vrstvy gelu na vhodné podlozce ze
skla, hliniku nebo polyesteru. Latky se separuji na zaklad¢ rtizné pohyblivosti v systému dvou
fazi, jelikoz se 1isi ve svych adsorpcnich vlastnostech, v hodnotach rozdélovacich koeficienti
nebo ve svych rozmérech. Zakladnim separacnim mechanismem je rozd€lovaci rovnovaha
mezi vodou nebo jinym rozpoustédlem (staciondrni faze), zakotvenym na nosi¢i napf.
chromatografickém papite v ptipadé papirové chromatografie, a pouzitou mobilni fazi.

U obou metod se vzorek se nandsi pomoci kapildry nebo mikropipety na start na jednom
z koncti plochy. Start by se mél nachazet alespon 1 c¢cm nad hladinou mobilni faze.
Chromatograficky papir se spodnim okrajem (blize k startu) vnofi do mobilni faze, ktera
zacne vzlinat papirem nebo tenkou vrstvou pomoci kapilarnich sil a pohybuje pres start, kde
byl nanesen vzorek. Nebo se vyuziva sestupné provedeni, kdy je chromatograficky papir
zav&Sen ve vanicce s mobilni fazi, kterd putuje smérem dold. SloZky vzorku jsou unaseny tim
rychleji, ¢im méné adsorbuji na staciondrni fazi a ¢im lépe jsou rozpustné v mobilni fazi.
Proto se vzorek rozdéli na zony obsahujici jednotlivé latky.

Detekce se provadi vizualn€, pokud jsou separované latky barevné nebo se vyuziva
fluorescencni detekce pod UV zéafenim. Pohyblivost latky se vyjadiuje hodnotou Re
(retardacni faktor), kterd se urcuje jako pomér vzdalenosti, kterou urazi skvrna stanovované

latky ke vzdalenosti, kterou urazi ¢elo rozpoustédla od startu.

1.2.2 Kolonova kapalinova chromatografie

Kolona je ¢ast chromatografu, v jejiz vnitini ¢asti je umisténa stacionarni faze. Jedna se
o rovné trubice z odolného materialu. Rozméry kolony a velikost ¢astic adsorbentu zavisi na
typu pouziti. Preparativni kolona méfti fadové 250 — 1000 mm (vnitini pramér 10 - 50 mm),
velikost ¢astic je 10 — 100 um. U iontové vymeénné chromatografie se vyuziva kolona o délce
150 — 1000 mm (vnitfni pramér 6 — 10 mm), velikost Castic se pohybuje v rozmezi
15-100 um. U analytickych kolon se setkdme s délkou v rozmezi 50 — 300 mm (vnitini
prumér 2 — 4,6 mm) a velikost ¢astic 3 — 5 um. Mikrokolony jsou dlouhé 50 — 1000 mm
(vnitini primér 0,5 — 2 mm), velikost ¢astic se pohybuje v rozmezi 3 — 10 pm.

Na zacatek kolony, kterou protéka mobilni faze, se vnese maly objem vzorku. Slozky
vzorku jsou unaSeny mobilni fazi kolonou, pfiemZ interaguji se stacionarni fazi a opct
pfechazeji do mobilni faze. Latky obsazené ve vzorku poté postupné opoustéji kolonu

Vv riznych reten¢nich ¢asech. Mobilni fdze pomoci Cerpadel (do tlaki 30 — 50 MPa) protéka
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kolonou. Pro tvorbu gradientu mobilni faze se vyuziva nizkotlaké nebo vysokotlaké

usporadani.

privod
mobilni faze

|
|
|
|

vzorek [S—
sloupec

chromatograficka +— chromatograficke
kolona napiné

—
Y Y postupna eluce
frakci vzorku

((

v

o

v

postupné jimané frakce

Obrazek 1 Schématické uspotfadani kolonové chromatografie

(pfevzato od Kodicek, 2004)

1.2.3 Kapalinova chromatografie ve vsadkovém uspoiadani

Vsadkova chromatografie je separacni metoda, ktera je zaloZena na principu adsorpce.
Nejprve se piipravi napln do kolony. Na stacionarni fazi, tvofenou adsorpénimi ¢asticemi, se
naadsorbuje vzorek. Vhodna mobilni faze postupné vymyva jednotlivé latky, které jsou
obsazené ve vzorku.

B) Rozdé¢leni kapalinové chromatografie dle naplné a principu separace

Kapalinovou chromatografii mtizeme d¢lit podle pouZité staciondrni faze na:
a) kapalinovou rozdélovaci chromatografii,

b) kapalinovou adsorp¢ni chromatografii,

c) iontov€ vyménnou chromatografii,

d) gelovou permeacni chromatografii,

e) afinitni chromatografii.

1.2.4 Kapalinova rozdélovaci chromatografie
U rozdélovaci kapalinové chromatografie je stacionarni faze (kapalina) zakotvena na
pevném nosi¢i. K separaci dochézi na zdkladé rozdélovaci rovnovahy. Podminkou této

separace je vzajemna nemisitelnost mobilni a stacionarni faze.



1.2.5 Kapalinova adsorp¢ni chromatografie

Pti kapalinové adsorp¢ni chromatografii dochézi k interakcim slozek vzorku v mobilni
fazi s adsorbentem (stacionarni faze). Slozky obsazené ve vzorku se pohybuji kolonou riznou
rychlosti podle jejich adsorpéni distribucni konstanty. Molekuly samotné mobilni faze nejprve
obsadi cely povrch adsorbentu, k jeho povrchu jsou drzeny silou, kterd odpovida adsorpéni
energii. Jestlize se v mobilni fazi objevi analyt s vétsi adsorp¢ni energii, vytésni molekuly
mobilni faze z adsorbentu. Pokud by byla adsorpéni energie analytu nizsi, proSel by bez
retence. Vzorek se tedy pohybuje tim rychleji, ¢im je méné adsorbovan. Pro tuto metodu jsou
nejCastéji pouzivany siln€¢ polarni adsorbenty, které jsou plné€ porézni. NejrozsifenéjSim
adsorbentem je silikagel, méné Casto se pak vyuziva oxid hlinity a Florisil (Pinto a kol.,

2000).

1.2.6 lontové vyménna chromatografie

Iontové vyménnd chromatografie je metoda, pii které slouzi jako staciondrni faze
iontovy nosi¢. Tim je nejCastéji makromolekuldrni matrice (polystyren, dextran nebo
celuldza) nesouci vhodné funkéni skupiny zasadité nebo kyselé povahy. Funk¢ni skupiny jsou
pevné vazanym iontem, na kterém je iontovou vazbou piipojeny protiiont s opacnym nabojem
Pii této metodé se uplatiiuji elektrostatické sily mezi ionty opacného néboje podle
Coulombova zékona (obrazek 2). lonty z okolniho roztoku difunduji do iontového nosice,
vytésiuji a vyménuji se za ekvivalentni mnozstvi jinych iontl vazanych na iontovém nosici,
v ur¢itétm okamziku dochdzi tedy k ustanoveni rovnovahy. Separace je ovlivnéna typem
nosice, pH mobilni faze, iontovou silou mobilni faze a také typem protiiontii nachézejicich se

V mobilni fazi.

~ | Pozitivn& nabité &astice
Q _\;) se vazou na negativné nabitou
( _;;) stacionarni fazi.

Negativné nabité
Castice protékaji

|
o {;} kolonou

Obrazek 2 Schéma iontové vyménné chromatografie chromatografie

(upraveno dle Berg a kol., 2007)



1.2.7 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permea¢ni chromatografie je typ kapalinové chromatografie, pii které se
molekuly vzorku separuji podle své velikosti a tvaru. Stacionarni fazi je kapalina, zakotvena v
porech gelové Castice (obrazek 3). Gelova castice ma kulovity tvar s definovanymi rozméry
port. Gelové castice jsou nejcastéji na bazi polysacharidi nebo polyakrylamidu. Mobilni faze,
obsahujici vzorek, protéka kolem téchto gelovych ¢astic. Molekuly vzorku, jejichz primér je
mensi nez prumér port, difunduji do gelovych Castic, z toho vyplyva, ze jsou zadrzovany

V ndplni kolony déle nez vétsi molekuly.

Smér

oku  Faey :;8

/\\ﬁ

o' Molekuly vétsi nez pory v gelu

Molekuly mensi nez porfy v gelu

Gelové éastice

\/ _\\
N

Obrazek 3 Schéma gelové permeaéni chromatografie

(upraveno dle DRGP institute, 2018)

1.2.8 Afinitni chromatografie
1.2.8.1 Historie afinitni chromatografie

Princip metody afinitni chromatografie byla poprvé popsana roku 1910 Emilem
Starkensteinem, ktery pouzil nerozpustny $krob k izolaci a-amylasy.

V roce 1967 Porath a kol. vynalezli zptisob ukotveni ligand na vhodny nosi¢. Pouzili
metodu kovalentni vazby peptidovych a proteinovych protilditek na agarézu aktivovanou
bromkyanem. V roce 1968 Cuatrecasas a kol. metodu dale rozpracovali a pojmenovali ji

afinitni chromatografie.

1.2.8.2 Princip afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je vhodna metoda pro separaci nebo analyzu specifickych
latek ve vzorku nebo pro studium biologické interakce. Afinitni chromatografie je typ
kapalinové chromatografie, kterd vyuziva selektivni a reverzibilni vazby, které jsou pfitomny
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v mnoha biologickych systémech. Jedna se o tvorbu biospecifického paru, jako je naptiklad
vazba protilatka-antigen nebo enzym-substrat. U afinitni chromatografie je kolona naplnéna
stacionarni fazi, obsahujici ligand. Poté se do kolony vnasi roztok vzorku s latkami, které
chceme separovat. Po promyti zlistavd separovana latka v kolon¢, nebot’ vytvaii komplex
biomolekula-ligand, zatimco ostatni kontaminujici slozky vzorku, které nemaji afinitu
k ligandu, projdou kolonou bez zadrZzeni a jsou vymyty. Vznikly komplex je reverzibilni a
pouzitim vhodného tlumivého roztoku nebo rozpustného protiligandu je mozné vazané
biomolekuly z komplexu uvolnit.

Separace latek spoc¢iva ve tvorbé nekovalentnich vazeb mezi ligandem a separovanou latkou
na zakladé biospecifickych interakci, jako jsou vodikové mustky, iontové vazby, hydrofobni
interakce, dipol-dipol interakce, Londonovy disperzni sily, Coulombické interakce.

Tvorba biospecifickych part je velice citliva na podminky prostiedi jako jsou pH,
teplota, iontova sila, koncentrace kofaktorii a jinych dulezitych latek potiebnych pro prubéh
reakce.  Afinitni chromatografie mize byt pouzivana samostatné nebo v kombinaci
S ostatnimi technikami. Diky nespoctu vyhod se stala afinitni chromatografie populérni

metodou, ktera se vyuziva v oblastech izolace proteinti, enzymu a protilatek (Pfaunmiller a
kol., 2013).

1.2.8.3 Nosice vyuzivané v kapalinové chromatografii

Nosi¢ vhodny pro separaci latek by mél byt chemicky i mechanicky stabilni a v daném
prostiedi nerozpustny, pro izolaci biomolekul dostate¢né hydrofilni, s porézni nebo neporézni
strukturou. Material musi umoznit pfistup analytu, izolované latky pro interakci (vazbu)
s ligandem. Nosice dale miizeme délit na jednoslozkové a slozené. Jednoslozkové nosice dale
délime na anorganické, organické a syntetické. Mezi nejcastéji pouZivané organické nosice
patii celuldza (Tokomi a kol., 2014), dextran (Vician a kol., 1976) a agaréza (Walkup a kol.,
2014). Mezi anorganické patii razné kiemicité (Fengna a Jianmin, 2006) nosi¢e. Mezi
syntetické patii polyakrylamid (Atasever a kol., 2013) a podobné. Slozené jsou tvofeny Casto

z polysacharidu a polyakrylu amidi (Valls a kol., 2016).

1.2.8.4 Priklady ligandi pouzivanych v afinitni chromatografii

Ligand je latka, se kterou stanovovana latka vytvaii komplex. Mezi hlavni vlastnosti
spravného ligandu musi byt specifickd a reverzibilni vazba na izolovanou latku a musi byt
pfitomné chemicky modifikovatelné skupiny pro vazbu na nosi¢. Ligandy dile mizeme délit

na piirozené ¢i syntetick€¢, mohou mit uzkou specificitu nebo mohou vézat nekovalentnimi
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interakcemi celou skupinu latek. Mezi nejCastéji pouzivané typy ligandi patii proteiny,
nukleové kyseliny, lektiny ¢i enzymy se substratem, inhibitorem nebo kofaktorem
(Amersham biosciences, 2002).

Ligand je pfedem aktivovan pomoci specifické latky, ktera urci jeho specifitu. Mezi
nejCastéji pouzivané patii kyanobromid, karbodiimid (Cammarata a kol., 2015), triazin
(Prokhorov a kol., 2011), hydrat hydrazinu (Cheng a kol., 2007), epoxid (Giacometti a kol.,

2013) nebo pomoci oxidace jodistanem ¢i karbonylaci vzniklé slouceniny.

1.2.8.5 Imunoafinitni chromatografie

Imunoafinitni chromatografie je specialni druh afinitni chromatografie. Je zalozena na
principu reake protilatky santigenem (Hennion a kol., 2003) Na interakci antigenu
s protilatkou se podili nékolik rozdilnych typi nekovalentnich vazeb. Jedna se o van der
Waalsovy sily, hydrofobni reakce, vodikové mustky a iontové interakce (Fitzgerald a kol.,
2011). Pfi stanoveni antigenu se na stacionarni fazi vaze specifickd protilatka, naopak
Vv piipad¢ stanoveni protilatek je na stacionarni fazi navazan specificky antigen. Smés latek,
ve které se nachazi hledany antigen nebo protilatka, je nanesena do stacionarni faze. Hledany
antigen se diky vazbé antigen - protilatka zachyti na specifickou protilatku (obrazek 4), zbylé
antigeny se vymytim odstrani. Hledany antigen, ktery ztstal uchyceny pomoci kovalentni
vazby na specifické protilatce, je vymyt pomoci elu¢niho pufru. Specificky sorbovand latka se
také miZe vymyvat zmé&nou podminek, naptiklad ptidavkem roztoku o odlisném pH, iontové
sile, s vy$§im obsahem volného ligandu nebo analogem sorbované latky. Po rozvolnéni vazby

pomoci ur¢itého cCinidla, ziskame hledany antigen (Chase., 1984).

Equilibrace Naneseni
nosice vzorku Promyti  Eluce

| 1 1 |

>
= -
'y <

Obrazek 4 Princip imunoafinitni chromatografie v kolonovém usporadani

(pfevzato od Jufena, 2013).



2 Metody zaloZené na reakci antigenu s protilatkou

Obecné jsou imunochemické reakce zalozeny na reakci antigenu s vazebnymi misty
specifické protilatky. Pfi této reakci vznika tzv. imunokomplex, ktery mizeme vizualizovat
bud pomoci nasledné reakce, jako je aglutinace, precipitace a monitorovat pomoci
turbidimetrie ¢i nefelometrie nebo lze vyuzit tzv. indikatord poskytujicich vysledek pomoci
barevné zmény, kdy je indikatorem enzym (EIA), luminiscen¢niho zafeni, kdy je indikatorem
lumifor (LIA), detekce radioaktivity, kdy je indikatorem radioizotop (RIA). V dalsich ¢astech

této prace se budu vénovat popisu metod vyuzivajici k detekci protilatku znacenou indikatory.

2.1 Antigen

Antigen je makromolekula pfirozeného piivodu nebo uméle vytvorena. Po chemické
strance jsou to rOzné polymery, napf. proteiny, polypeptidy, polysacharidy nebo
nukleoproteiny. Antigeny maji dvé zakladni vlastnosti. Zaprvé maji schopnost navodit
specifickou imunitni odpovéd’, a to bunétného ¢i protilaitkového typu, zadruhé reaguji
specificky s produkty této odpovédi. Tyto dvé vlastnosti ma komplexni antigen tzv.
imunogen, ktery se sklddd z makromolekuldrniho nosi¢e a antigennich determinant neboli
epitopti Vybraného antigenu. Antigenni determinanta je specifickd pro kazdy antigen,
charakterizuje jeho specifitu a jeho schopnost reagovat s ur¢itym vazebnym mistem protilatky
nebo antigennim receptorem na lymfocytech. Nizkomolekularni latky nejsou schopné navodit

tvorbu protilatek, ale specificky reaguji s produkty imunitni odpovédi a nazyvame je hapteny.

2.2 Protilatka

Protilatky jsou produkovany plazmatickymi bunkami, které se diferencuji z B-
lymfocyti po stimulaci antigenem. Protilatky jsou skupina heterogennich glykoproteini
zivocisného puvodu. Nazyvaji se imunoglobuliny (Ig). Molekula imunoglobulinu se sklada
minimaln¢ ze dvou identickych t€Zkych a dvou identickych lehkych polypeptidovych fetézcii
vzajemné propojenymi disulfidickymi vazbami. Lehké fetézce urcuji typ imunoglobulinové
molekuly a jsou dvojiho typu k a A. Naopak tézké fetézce se vyskytuji v péti raznych

izotopech vy, W, a, € a 9, které urcuji tfidu imunoglobulini — IgG, IgM, IgA, IgE, IgD.

2.2.1 Protilatky tridy IgG
IgG je nejhojnéji zastoupenym imoglobulinem Vv séru (az 80%) a intersticialni

tekuting. Je to monomer, obsahuje 2 identické tézké fetézce vy, které u Cloveka existuji ve
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¢tyfech subtypech yl-y4. Tyto podttidy se nazyvaji IgG 1 — IgG4, lisi se malymi detaily ve
struktufe konstantnich domén a poctem disulfidickych mustkli v pantové oblasti. Funk¢né se
jednotlivé subtypy odlisuji schopnosti vazat C1 protein (aktivovat komplement).

V imunochromatografii se IgG vyuzivaji diky své jednoduchosti, snadné priprave.
Jednoduse na sebe vazi nanocastice, které funguji jako znacky. Struktura imunoglobulinu IgG

znéazornuje obrazek 5.

Lehké retézce

1 Antigen Antifenl
[ Tézké Fetézce ]
Variabilni oblasti lehkych a - —
tézkych retézca F(ab')2
Pantova oblast
Konstantni oblasti lehkych
a tézkych retézci Fe

Obrazek 5 Struktura imunoglobulinu 1gG
(pfevzato z Labguide, 2018)

2.2.2 Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky se pfipravuji pomoci imunizace zvifat (nejcastéji kralici, kozy,
ovce) antigenem. Sérum imunizovaného zvifete, ve kterém jsou protilatky proti antigenu
pouzitému k imunizaci, se oznacuje jako antisérum. Pokud bylo zvife imunizovano pomoci
jednoho antigenu, vytvafeji se monospecifické protilatky (antisérum). Kazdy epitop
v molekule antigenu stimuluje na tvorbu protilatek aktivaci klond B-lymfocytd, dle specifity
BcR receptorii. Specifita polyklonalnich protilatek zévisi na imunizacnim protokolu, ve které

fazi jsou protilatky ze zvifete ziskavany.

2.2.3 Monoklonalni protilatky
Monoklonélni protilatky jsou vyrobeny zjednoho klonu plazmatickych bunék
odvozenych od B-lymfocyti a jsou pfipravené v laboratornich podminkédch pomoci

hybridomové technologie. Podstatou této technologie je bunécna fize nadorovych bunék
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s lymfocyty sleziny jiz imunizovanych mysi. Monoklonalni protilatky plisobi proti jednomu
epitopu urcitého antigenu a jsou to takové identické kopie molekul imunoglobulind, které

mayji stejné specifické vazebné misto a stejnou primarni strukturu.

2.3 Indikatory imunochemickych metod

Indikatory neboli znacky jsou latky, které jsou navazany na jednu komponentu reakce,
muze to byt znacena protilatka nebo znaceny antigen. Slouzi ke kvalitativnimu stanoveni
nebo také u nékterych testi se vyuziva pro Kvantitativni stanoveni. Mezi prvnimi
pouzivanymi indikatory byly substance znacené radionuklidem. Pozdéji byly ke znadeni
vyuzivany 1 neradioaktivni indikéatory. Nejpouzivangj$i jsou piedevS§im enzymy, latky
S fluorescenéni nebo luminiscenéni povahou, enzymy, které pomadahaji vzniku latek
zpusobujici luminiscenci.

Dals$i moznosti pro viditelnost vysledkli se mohou vyuzit barevné znacky ve forme
nanocastic o velikosti fadu desitek nm. Nejrozsifencjsi je znaceni koloidnim zlatem (Kato a
kol., 2016; Gao a kol., 2014). Kromé nanocastic zlata se pouzivaji nanocéastice uhliku,
vV men$im poctu pak latexové nanocastice (Wang a kol., 2017), dale liposomy s fluorescen¢ni
nebo bioluminiscen¢ni znackou (Posthuma-Trumpie a kol., 2009; Bai a kol., 2015),
nanocastice selenu (Lou a kol., 1993) nebo silikdtové nanocastice S cheldtem europia (Ngom a

kol., 2010) a jiné.

2.3.1 Enzymy

Nejpouzivangj§imi enzymy V roli indikatorl jsou peroxiddza a alkalicka fosfataza,
méné Casto se pouziva glukozaoxidaza, P-D-galaktosidaza a malatdehydrogenaza. Jako
chromogenni substraty pro fotometrii se pouzivaji naptiklad 3,3,5,5-tetramethylbenzidin
(TMB), ortho-fenylendiamin, ortho-toluidin, ortho-dianisidin. Detekce enzymatickych
imunoanalyz nejéastéji probihd fotometricky, méné Casto se pak pouziva luminometricka

detekce (Chromy a Bittova., 2011).

2.3.2 Zlaté nanocastice

Koloidni zlaté ¢astice se pouzivaji vice jak stovky let k barveni hedvabi a skla, ve
sttedovéké medicine slouzily pro diagnozu syfilis a v moderni dobé se také vyuzivaji
naptiklad v nelinedrni optice. Pfednosti zlata je jeho stabilita, je nejstabilnéjSi ze vSech

znamych koloidld. V poslednich n¢kolika letech se nanocéstice zlata zacaly uplatiovat
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vV imunochemii jako znaceni proteinovych molekul naptiklad protilatek, casti bun¢k nebo
mikroorganizmil nebo nukleovych kyselin. Vyuziva se hydrofobni interakce mezi molekulou
proteinu ¢i nukleové kyseliny a nanocastic zlata (Seydack, 2005). Nejvice Gspésné se ukazaly
&astice o velikosti mezi 10-40 nm (Svoréik a kol., 2011). Nejpouzivangjsi praimér nanoéastic
pouzivanych v imunochemickych testech je 40 nm. Zlaté nanoc¢éstice maji i dalsi prednosti.
Na rozdil od mnoha organickych barviv nepodléhaji rozkladnym procesiim uc¢inkem svétla,
jejich aplikace je snadna, jsou dlouhodobé stabilni pii skladovani v suchu a pii 4°C, nejsou

toxické a jsou komeréné dostupné (Posthuma-Trumpie a kol., 2009).

2.3.3 Nanocastice uhliku
Nanocéstice uhliku maji vyssi barevnou intenzitu nez zlaté nanocastice. Jsou stabilni a
jde je vyrobit v potiebné velikosti (Blazkova a kol., 2010). Dnes se tyto nanoc¢astice ptipravuji

nejCasteji z prirodniho uhliku v prostiedi peroxidu vodiku pomoci ultrazvuku (Li a kol.,
2011).

2.3.4 Latexové nanocastice

Latexové nanocastice jsou v dneSni dobé Casto pouzivané diky své nizké cené a dobré
konjugaci. Mohou byt vyrobeny tak, aby obsahovaly razné druhy barev, fluorescencni
barviva, nebo také paramagneticka média. Dalsi velkou vyhodou je moznost vyrobit latexové

Castice s nekolika vlastnostmi, napf. obsahuji fluoreskujici Castice, které jsou navic také

obarveny (Wong a kol., 2009).

2.3.5 Liposomy

Liposomy jsou diky své velikosti a hydrofobnimu a hydrofilnimu charakteru se
pouzivaji zeyjména pii poskytovani 1€kli. Vlastnosti liposomu se znacné 1isi podle slozeni
lipidt, velikosti, povrchovym nabojem a zpisobem pfipravy. Jsou velmi stabilni a jejich
velky vnitini objem zajiStuje interakci s protilatkami, hormony, peptidy a nukleové kyseliny.
Diky témto vlastnostem se liposomy mohou pouzivat v terénu nebo v tzv. ,,point of care®
testech. Jejich nevyhodou je slabost vii¢i detergentim a zméné pH. Liposomy jsou schopné
V sobé zapouzdiit miliony molekul barviva, diky tomu mohou produkovat velmi intenzivni
signal. V dnesni dob¢ se také vyuziva fluorescencni znaceni, které ma patnact krat lepsi signal

nez vizualni detekce (Bahadir a kol., 2016).
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2.3.6 Nanocastice selenu
Nanocastice selenu jsou vyrabény z Kyseliny selenové a kyseliny askorbové. Jejich

vyhodou je kratka doba piipravy, pruhlednost a piirozen¢ vyrazna oranzova barva (Wang a
kol., 2014).

2.3.7 Silikatové nanocastice s chelatem europia
Silikatové nanocastice s chelatem europia se dobie vazi na protilatky. Diky tomu se

mohou vyvijet jednodusi testy pro ,,screening®, ale i kvantitativni a citlivéjsi testy (Xia a kol.,
2008).
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3 IMUNOCHROMATOGRAFICKE STRIPOVE METODY

Imunochromatografické testy jsou zaloZeny na nekovalentnich interakcich protilatek a
stanovovaného analytu. Historie imunochromatografickych technik spada jiz do dvacatych let
minulého stoleti. V dneSni dobé se vyuzivaji hlavné k detekci nizkomolekularnich nebo
vysokomolekularnich latek, bakteridlnich bun¢k (Gdselova a kol., 2014).

Tyto metody jsou velice oblibené, jelikoZz maji fadu vyhod, poskytuji jednoduchou,
rychlou a levnou detekci v jednom kroku, vyuziva se maly objem vzorku, daji se vyuzit mimo
laboratot, vzorek se aplikuje piimo. Ale jako kazdd metoda maji i imunochromatografické
metody své nevyhody, vyzaduji kapalny vzorek, umoziuji pouze semikvantitativni a
kvalitativni detekci, v nékterych pfipadech je nutna predbézna uprava vzorku, kterd mtze byt
Casové naro¢nd. Doba analyzy zavisi na povaze samotného vzorku, na jeho viskozit¢ a
povrchovém napéti. Zakladem testu je stripovy prouzek o dalsi funkéni Casti, které zajistuji
spravnou aplikaci vzorku a provedeni celého testu véetné odeéteni vysledki (Goselova a kol.,

2014; Sajid a kol., 2015).

3.1 Zakladni soucasti stripového testu

Schéma imunochromatografického testu je znazornéné na Obrazek 66. Zakladni
testovaci prouzek obsahuje membranu a tfi podlozky, které jsou vyrobeny z poréznich
materiald. Na zacatku testu se nachazi tzv. zona pro vzorek, ktera slouzi k naneseni kapalného
vzorku. Dal§imi nezbytnymi soucastmi jsou zoéna pro konjugat, membrana a adsorpcni
umisténa testovaci a kontrolni linie, které obsahuji imobilizované molekuly antigenu nebo
specifické protilatky, pfipadné aptamery reagujici s kapalinou unasenym imunokomplexem
analytu s konjugatem. Na konci testu se poté nachazi adsorpcni podlozka, diky které dochézi
K urychleni toku analytu membranou (G6selova a kol., 2014; Posthuma-Trumpie a kol., 2009;
Sajid a kol., 2015). Tyto c¢asti imunochromatografického testu budou blize popsany
Vv nasledujici podkapitole 3.1.1.
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membrana linie podlozka  vyztuZeni
Testovaci

linie

Obrazek 6 Schéma imunochromatografického testu

(upraveno dle Zhang a kol., 2018)

3.1.1 Membrana

Membrana je jedna z nejpodstatnéjsich ¢asti stripového testu. Velice ¢asto je vyrabéna
z nitroceluldzy (Paulini a kol., 2017; Shen a kol., 2010; Zhang a kol., 2018), ale vyuzivaji se i
jiné polymerni materialy, jako je napiiklad polyethlylen (Fernandéz-Sanchéz a kol., 2005) ¢i
nylon (Lakner a kol., 1998; Jauset-Rubio a kol., 2016). Membrana je nejcastéji umisténa na
plastovém vyztuzeni, jelikoz vySe zminéné materialy jsou velmi kiehké a tenké (Posthuma-
Trumpie a kol., 2009). Pro vybér materialu je dilezita jeho schopnost dobie vazat reagencie
(protilatky, aptamery) a podstatna je i velikost jeho pord, nejlépe 0,05 az 12 mm  (Koets a
kol., 2006). Material membrany rozhoduje o citlivosti daného imunochromatografického
testu. Plati, Ze ¢im vétsi jsou membranoveé pory, tim dochéazi k vétSimu rozsifovani testovaci
linie a sniZuje se tak citlivosti detekce (G6selova a kol., 2014; Sajid a kol., 2015). Jak jiz bylo
zminéno v kapitole 3.1, na membrané jsou umistény dal$i ¢asti, jimiz jsou zona pro vzorek,
z6na pro konjugat a absorp¢ni podlozka, které jsou popsany v nasledujicich odstavcich.

Jako prvni ¢ast je oznaovana zoéna pro aplikaci vzorku. Nejcasté&ji je vyrobena
Z celulozy nebo sklenéného vldkna. Funkci této vrstvy je pomalé, neptetrzité prenaseni vzorku
homogennim zptisobem do zény pro konjugat. Tato ¢ast byva v nékterych piipadech navrzena
tak, aby v ni dochazelo i k pfedupravé vzorku. Zéna pro aplikaci vzorku byva nasycena
latkami pro uUpravu pH, solemi, proteiny i surfaktanty, které ovliviluji rychlost vzlinani
analytu membranou, nebo tato zona funguje diky portim jako filtr, jenz odstraiiuje hrubé
Castice ze vzorku (GOselova a kol., 2014; Sajid a kol., 2015, Wong a kol., 2005).

Zbéna pro konjugat je nejCastéji tvoiena ze sklenéného vlakna, polyesteru nebo
celulézy a obsahuje nasorbovany, coz je specifickd protilatka (aptamer) znacend indikatorem,

napf. latexovou ¢astici. Konjugat by mél byt chemicky stabilni a mél by se uvolnit z mista
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fixace az pfi reakci s kapalnym vzorkem. Jakakoliv zména v uvolfiovani konjugatu muiize
negativné ovlivnit vysledek testu (Sajid a kol., 2015, Wong a kol., 2005).

Absorp¢ni podlozka nasdva kapalinu nanaSené¢ho vzorku a pomahé udrzovat pritok
kapaliny pfes membranu. Navic zabrafuje zpétnému toku vzorku (Sajid a kol., 2015).

Nejcastéji se pouzivaji celulozové filtry nebo adsorpéni papiry (Kato a kol., 2016).

3.1.2 Indikatory

Jakykoli materidl, ktery se pouzivé jako indikator, tj. molekula generujici signal by m¢l
byt detekovatelny pfi velmi nizkych koncentracich a m¢l by zachovat své vlastnosti 1 po
konjugaci. Konjugaci je mySlena vazba mezi molekulou indikatoru a molekulou specifické
protilatky. Snadna konjugace a stabilita po del$i stabilni obdobi jsou zddoucimi rysy dobrého
indikatoru. Po dokonceni testu nékteré znacky sami generuji ptimy signal (barva z koloidniho
zlata), zatimco jiné vyzaduji dal$i kroky k vytvoteni signalu (fluorescenéni znacky), (Sajid a
kol., 2015).

Seznam materiald, které se pouzivanych jako indikédtory v imunochromatografickych
stripovych metodach je velice rozsahly. V testech se pouzivaji nejcastéji nanocastice zlata
(Gao a kol., 2014), barevné latexové perlicky (Wang a kol., 2016), uhlikové nanocastice
(Blazkova a kol., 2010), nanocastice selenu (Huang a kol., 2016), kvantové tecky (Qi a kol.,
2016) a fosfor (Hampl., 2001).

3.1.3 Reagencie

Nejvyznamnéj§i reagencie V imunochromatografickych metodach jsou protilatky.
Protilatky se pouzivaji biorekognitivni molekuly na testovacich a kontrolnich liniich, vazi se
na cilovy analyt pomoci imunochemickych interakeci. Protilatky jsou v dne$ni dobé
K dispozici proti vSem bé€znym klinickym analytim, ale také mohou byt syntetizovany proti
specifickym cilovym analytim. Protilatka, ktera vaZe specificky analyt, je zndma jako
primarni protilatka. Tyto protilatky se obecné pfipravuji se imunizaci mySi nebo potkant
pomoci specifickych antigenti (Sajid a kol., 2015). Pfednostné se pro imunochromatografické
testy pouzivaji monoklonalni protilatky pfipravené hybridomovou technologii (viz. kap.
2.2.3)

Dalsi pouzivanou reagencii jsou aptamery. Aptamery jsou umeéle nasyntetizované
nukleové kyseliny. Maji silnou vazbu a selektivné reaguji s cilovymi analyty. Jsou
upiednostiiovany pifed protilatkami diky mnoha vlastnostem, které zahrnuji snadny vyrobni

proces (Obrazek 77), jednoduché strukturni modifikace, bezkonkuren¢ni stabilitu,
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reprodukovatelnost a vsestrannou aplikaci (Chen a kol., 2015). Aptamery stejné¢ jako
protilatky mohou byt pouzity sendvicovém (pro stanoveni thrombinu (Xu a kol., 2009)) i

v kompetitivnim usporadani(aflatoxinu B; (Shim a kol., 2014 )).
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Klonovani a
sckvenovani

351 Aptamery

Obrazek 7 Vyroba specifického aptameru
(upraveno dle Chen a kol., 2015)

3.1.4 Plastové ochranné pouzdro pro uloZeni stripovych prouzki

Cely systém miize byt, zejména pro komercni ucely, ulozen v plastovém krytu
(Obrazek 88), ktery ma otvory pouze pro aplikaci vzorku a vizualni kontrolu testovaci a
kontrolni linie. Tento obal ma za tkol, aby membrana a reagujici slozky testu zdstaly
neposkozené a chranény. Na rozdil od stripovych testi, které se nej€astéji ponoiuji do vzorku
(Sakamoto a kol., 2016; Wang a kol., 2016) je v tomto piipadé vzorek nakape pipetou, nebo
pomoci specialniho kapatka (Obrazek 99).

s

ﬁ/

Obrazek 8 Ukazka plastového pouzdra
(pfevzato od Kato a kol., 2016)
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(upraveno dle Hangzhou, 2018)

3.2 Usporadani testt a jejich déleni
3.2.1 Vyuziti imunochromatografickych testi v praxi

Imunochromatografické testy jsi diky své jednoduchosti a rychlosti ziskaly na
oblibenosti v mnoha oborech. Imunochromatografické testy jsou Siroce vyuzivany
Vv laboratofich pro detekci konkrétnich tzv. nizko i vysokomolekularnich antigenti (Boisen a
kol., 2015) nebo specifickych protilatek (Nielsen a kol., 2008).

Rizné  druhy  biologickych  vzorkii  mohou byt testovdny  pomoci
imunochromatografickych testi, véetné slin (Carrio a kol., 2015), potu (De Giovanni a
kol., 2013), plné krve a moci (Moreno a kol., 2015). Dale se testy vyuzivaji na vySetfeni
chorob u zvifat (Kim a kol., 2015), patogent (Shukla a kol., 2014), toxint (Shyu a kol., 2002)
anebo pro kontrolu kvality potravin (Ching a kol., 2015).

3.2.2 Déleni imunochromatografickych testli usporadani
Imunochromatografick¢é metody muizZzeme dé&lit do tfech hlavnich skupin dle
usporadani testu. Prvni skupinou jsou samostatné tzv. ,,stripy” (Obrazek 1010a) neboli
prouzky, které se nejCastéji pouzivaji v laboratotich, kde je kapalny vzorek po upravé
nanasen kapatkem. Dalsi skupinou jsou kazetové (Obrazek 1010b) testy, které jsou uréeny
do prostfedi hlavné mimo laboratot, kdy je definovany objem vzorku piimo aplikovan na
okénko urcené k nanaseni vzorku. A posledni skupinou jsou ,,midstream*(Obrazek 1010c)

testy, kde se strip ¢aste¢né vlozeny do plastového pouzdra vklada piimo do proudu moci.
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Obrazek 10 Priklady uspotadani testu

a) stripovy test b) midstream test ¢) kazetovy test (Pfevzato z Clongene,2018)

Dale lze délit testy podle poctu analytti, které lze v ramci jedné analyzy stanovit
soucCasn¢. Testy, které stanovuji vice analytli, maji ulozeno v zén¢ pro konjugat vice druha
protilatek, jejich vyhodou je stejna spotieba vzorku jako u normalniho testu. Napiiklad
stanoveni tfech riznych antibiotik v mléce (Wang a kol., 2016) nebo tfech riznym toxintim
Vv potravinach (Song a kol., 2014), Dalsi moznosti je detekce vice analytd v paralelné
uspofadanych prouZcich v jednom uzavieném boxu viz obrazek 11. Aplikaci vétsiho objemu

vzorku ziskdme informaci o pfitomnosti vice analyti souc¢asné béhem jednoho méteni.
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Obrazek 11 Priklad paraleln€ uspotadaného boxu

(ptevzato z Homehealttesting,2018)
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3.2.3 Tridéni imunochromatografickych testi dle stanovovaného analytu
3.2.3.1 Princip testu pro stanoveni nizkomolekularnich latek

Pro stanoveni latek, které maji nizsi molekulovou hmotnost, se pouziva kompetitivni
uspofadani imunochromatografického testu. Do skupiny nizkomolekularnich latek se tadi
napt. lé¢iva, drogy nebo hormony. Na svém povrchu obsahuji pouze jednu antigenni
determinantu, tzv. epitop, schopny se vazat na vazebné misto protilatky, z tohoto diivodu neni
mozné tzv. sendvicové usporadani testu. Kompetitivni uspotradani testu se poté déli na piimé
a nepiimé (Obrazek 1212).

U prvniho typu kompetitivniho testu pro stanoveni nizkomolekularnich latek je
oznaceny standardni antigen, Ktery je obsazen v zoné pro konjugat. Tento oznaéeny antigen
soupefi s analytem obsaZzenym ve vzorku o vazebnd mista na primarnich protilatkach, které
jsou upevnéné V testovaci linii. Na kontrolni linii jsou poté ukotvené sekundarni protilatky,
které reaguji pouze se zna¢enym antigenem.

U druhého typu kompetitivniho uspotadéni testu pro stanoveni nizkomolekularni latky
je znacend primarni protilatka, ktera se nachazi v zoné pro konjugat. Testovaci linie obsahuje
standardni znaCeny antigen, ktery soupefi s antigenem ze vzorku o vazebné misto na
protilatce. Z toho divodu, pokud vzorek obsahuje stanovovany antigen, vznikly komplex
stanovovany antigen-znacena protilatka se v testovaci linii neni schopen navazat. Kontrolni
linie obsahuje imobilizované sekundarni protilatky, které jsou schopny vézat primarni
znacené protilatky.

Pokud je vysledek testu pozitivni, objevi se barevny prouzek pouze na kontrolni linii,
zatimco je-li vysledek testu negativni, objevi se zbarveni i na linii testovaci (Bahadir a kol.,
2016).

Analvt s ) Primami protilitka
o - Prundmi  Sekundimi L faa® 2 . RO L
Analyl  nanofdstici prosiatks  protdétka ) » Analyt s nanoddstici  Analyt Sckundami protilitka
1) [ ] Nitrocelulozova I l l I Nitroceluldzovs
membrina membrina
<« " ab <
< 2) > 1y
Zbma pro Zéoa pro Testovaci ke Kontrolnd knse Absorpin Zoaa pro Zéma pro  Testovaci bnte  Kontroki hnie Ab‘.or;‘\‘m
vzorek konjugit podiotka vzorek konjugst podiotka
<’ / /

Obrazek 12 Prvni a druhy typ kompetitivniho uspoiadani pro nizkomolekularni latky

(upraveno dle Bahadir a kol., 2016)
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3.2.3.2 Princip testu pro stanoveni vysokomolekularnich latek

Pro stanoveni vysokomolekularnich latek, které maji na rozdil od nizkomolekularnich
latek vice antigennich mist, se pouziva sendvicovy uspofadani imunochromatografickych
testi (Obrazek 133). Oznaena primarni protilatka, tzv. konjugat je umisténa v zoné pro
konjugat. Analyt ze vzorku reaguje s konjugatem (oznacena primarni protilatka s indikatorem,
napt. latexova castice a poté reaguje vznikly imunokomplex se specifickou protilatkou
zakotvenou Vv testovaci zoné, kde se nahromadi latexové nanocastice a vytvari okem viditelny
prouzek. Prebytek imunokomplexi analytu s konjugatem dosdhne postupnym vsakovanim
kapaliny az do kontrolni zony, pomoci absorpéni podlozky, kde se imunokomplexy zachyti
pomoci specifickych anti-IgG protilatek, vznikne okem viditelny prouzek potvrzujici spravné

provedeni testu (Bahadir a kol., 2016).

Primimi protilitka

s nanodasticemi  Primami  Sekundami
Analyt protilitka  protilitka
I I ' l Nitrocelulozova
membrana
QP <> <
» Z @
Zonapro  Zéma pro Testovaci linie  Kontrolni linie Absorpéni
vzorek konjugit . podlozka

Obrazek 13 Sendvicové usporadani testu
(upraveno dle Bahadir a kol., 2016)

3.2.3.3 Princip testu pro stanoveni specifickych protilatek

Protilatky stejn¢ jako vysokomolekuldrni latky maji vice vazebnych mist, proto na
jejich stanoveni mizeme vyuzit sendvicové usporadani testu. Kdy je v podlozce pro konjugat
umisténa znacend primarni protilatka proti protilatce ve vzorku, na testovaci linii je upevnéna
bud primarni protilatka nebo antigen (obrazek 14) a na testovaci linii je upevnéna sekundarni
protilatka proti primarni protilatce. Pokud je stanovovana protilatka ve vzorku vaze se na ni
znacend primarni protilatka a pak se vaze v testovaci linii na primarni protilatku nebo antigen

a tim vytvaii zbarveni. Znacena primarni protildtka se dale vaZze na sekundarni protilatku
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Vv kontrolni linii a tim vytvaii zbarveni. Pokud je vzorek negativni objevi se zbarveni pouze na

kontrolni linii (Bahadir a kol., 2016).

Antigen viru

Obrazek 14 Reakce stanovované protilatky v testovaci linii

(upraveno dle Fiksova, 2013)
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4 PRIKLADY VYUZITi IMUNOCHROMATOGRAFICKYCH
STRIPOVYCH METOD

V dnesni dobé se imunochromatografické stripové metody vyuzivaji hlavné diky své

rychlosti a nizké cen€. V této kapitole jsem popsal nékolik ptikladi.
4.1 Potravinové testy

4.1.1 Stanoveni leptospermum v manuka medu

Med manuka je vytvaren z nektaru kvétiny balmin (obrazek 15), ktera roste na Novém
Z¢landu a v Austrélii. Tento med ma antibakteridlni u¢inky 1 proti patogenim, které jsou
rezistentni vici antibiotikiim. Hlavni bakteriocidni slozky v medu jsou methylglyoxal . Bylo
zjisténo, ze methylglyoxal, ktery je wunikatni slozkou manuka medu, je vznika
z dihydroxyacetonu pii skladovani za mirnych podminek. Obecné aldehydy, vcetné
methylglyoxalu, jsou znamy diky své vysoké reaktivité, kterd vypovidda o tom, Ze
antibakterialni aktivita neni béhem ptepravy a skladovani konstantni. Protoze methylglyoxal
je levné dostupny, mize byt pfidavan i pozd€ji do vzorku, a tim uméle Ize navysit
antibakterialni aktivitu, proto je potfeba tento aldehyd identifikovat (Kato a kol., 2016).

Nov¢ studie popsaly novy glykosid v manuka medu zndmy jako leptosperin. Tento
glykosid byl nalezen ve vSech druzich balminu. Je velice stabilni a dfive byl stanovovan

metodou HPLC (Kato a kol., 2016).

Obrazek 15 Kvétina balvin
(dostupné z Dobbies, 2018)
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Tato studie popisuje imunochromatograficky test v kompetitivnim uspofadani, ktery
slouzi k detekci leptosperinu. Testovaci prouzek byl ptipraven podle Obrazek 16. Leptosperin
se smisi se specifickou protilatkou znacenou koloidnim zlatem za vzniku imunokomplexu,
ktery dal putuje podél desticky do testovaci linie, kde byl zakotven konjugovany leptosperin
konjugovany s BSA (hovézi sérovy albumin, z angl. bovine serum albumine), piebyteéné
imunokomplexy vzlinaji dale do kontrolni linie, kde je zachyti protilatka namifena proti
protilatce znacené koloidnim zlatem. Po odecteni vysledkii a pomoci standardu se urcila
koncentrace leptosperinu ve vzorku (Kato a kol., 2016).

Ve srovnani s HPLC a ELISA metodou je tato imunochromatografickd metoda
vyhodnéjsi z hlediska ¢asové naroc¢nosti, ceny a technického provedeni, ale na druhou stranu
je limitovana poétem vzorkd. Tato metoda je vhodna pro méfeni leptosperinu v terénu, mimo

laboratot (Kato a kol., 2016).

Protilatky proti
leptosperinu znacené
kolidnim zlatem

. Leprosperinv Leptosperin konjugovany BSA

medu -
4 Protilatky proti my$§i
‘ .. immunogliny

..

Obrazek 16 Struktura testovaciho prouzku

(upraveno dle Kato a kol., 2016)

4.1.2 Stanoveni chloramfenikolu v kufecim mase pomoci fluorescen¢ni

imunochromatografie
Veterinatska antibiotika se Casto pouzivaji u zvifat pro podporu ristu a jako prevence
proti onemocnéni. AvSak vyluCovani antibiotik do prostfedi a vyskyt rezidui antibiotik
Vv potravinach vyvolava otazky ohledné jejich bezpecnosti, protoze jejich konzumace mize u
lidi zptsobit zvySenou odolnost vii€i plisobeni antibiotikim nebo mohou vyvolat nezadouci
ucinky u lidi. Chloramfenikol (CAP) je antibiotikum, které navazadnim na prokaryotické
ribosomalni peptidické vazby miize inhibovat translaci mRNA do potfadi aminokyselin
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Vv bilkoviné. Ackoliv je toto antibiotikum ucinnym antimikrobidlnim lékem, jeho zbytky
(rezidua) v potravé zpusobuji u lidi n¢kolik vedlejsich uc¢inkt, jako je naptiklad aplasticka
anémie, leukémie nebo syndrom $edych déti (Bai a kol., 2015).

Pro stanoveni chloramfenikolu je potieba citliva a pfesna detekce pomoci metod jako je
plynova chromatografie, kapalinovd chromatografie nebo plynovéd chromatografie
s hmotnostni detekci. Tyto testy jsou Casové narocné, vyzaduji specidlni vybaveni a pro
obsluhu dobfe vyskoleny personal. Imunologické testy byly vzdy pouzivany pro detekci CAP,
véetné ELISA metody a imunochromatografickych testi vyuzivajici koloidni zlato pro
znaceni. ELISA metoda je nakladnd a ma dlouhou ¢asovou prodlevu. Imunochromatografie
poskytuje pouze semikvantitativni vysledky. V dnesni dob¢é se pouzivd imunochromatografie
s fluorescenéni detekei, viz Obrazek 177. Tento test je zaloZen principu chromatografie a
pomoci skeneru s mikro¢ipem se mé&ii fluorescence. Vyhodou této metody je, Ze se nemusi
provadét zadné promyvaci kroky a je proto vhodna pro analyzu rezidui antibiotik ve vzorcich.

Diky detekci pomoci ¢tecky je zaznamenana i mala zména fluorescence (Bai a kol., 2015).

@@o@®9@®®

Obrazek 17 Kalibra¢ni fada ukazujici zavislost fluorescence na koncentraci CAP

(pfevzato z Bai a kol., 2015)

4.1.3 Stanoveni - antagonisti
B,-antagonisté patfici mezi B-blokatory se podavaji zvifatim pro snizené ukladani tuk(, zvyseni
tukd, zvyseni syntézy protein(, diky tomu se u zvifat vytvari libové maso. Bylo prokazano, ze

dlouhodobé podavani nebo vysoka davka B,- antagonistu je nebezpecna pro lidské zdravi. Podle
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Podle vyzkumu (Gao a kol., 2014) byl pfipraven testovaci prouzek (

Zona pro vzorek Zona pro T?Sf0\30i Testovaci Absorpéni
konjugat zona 1 z6na 2 podlozka

L

Smér toku
A rac t} BSA-RAC ¥ HRP- znacené anti-RAC protilatky
@ saL 8 BSA-SAL Y. HRP- znacené anti-SAL protilitky

Obrazek 188) na nitrocelulozové membrané. Test byl zalozen na kompetitivnim
usporadani testu. Vzorek obsahoval tyto dva P,- antagonisty — ractopamin (RAC) a
salbutamol (SAL). B&hem pohybu podél prouzku reagovaly s protilatkami znacenymi
kifenovou peroxiddzou namifenych proti RAC a proti SAL protilaitkdm. Vzniklé
imunokomplexy postupovaly dale az na testovaci linii 1. V této zon¢ 1 se zachytil prebytek
nenavazanych RAC na HRP-znacenych anti-RAC mAb s RAC-BSA (BSA hovézi sérovy
albumin). Poté tekutina vzlinala k testovaci linii 2, kde reagovaly nenavazané SAL na HRP-
znac¢enych anti-SAL mAb s SAL-BSA. Po téchto kompetitivnich imunitnich reakcich byl
testovaci prouzek pfipraven chemiluminiscen¢ni detekci. Koncentrace RAC a SAL byla

méfena pomoci intenzity zafeni v testovacich liniich 1 a 2 (Gao a kol., 2014).

Zona pro vzorek Zona pro Testovaci Testovaci Absorpéni
konjugat z6na 1 z6na 2 podlozka
Vzorek V
Smér toku
A rac t} BSA-RAC ¥ HRP- znacené anti-RAC protilatky
@ sar 8 BSA-SAL x HRP- znadené anti-SAL protilatky

Obrazek 18 Struktura testovaciho prouzku

(upraveno dle z Gao a kol., 2014)

Tento imunochromatograficky test byl navrzen pro rychlé stanoveni RAC a SAL

béhem 20 minut. Ve srovnani s testy, které vyuzivaji principu koloidniho zlata, vykazuje tato
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metoda vyssi citlivost v disledku uplatnéni chemiluminiscenéni detekce. Tento test ma
vyhodu stanoveni dvou latek soucasné, proto se zkracuje doba analyzy a snizuji se naklady

(Gao a kol., 2014).

4.1.4 Multiplexové stanoveni vice antibiotik v mléce

Rezidua antibiotik se vyskytuji v Zivocisnych produktech nespravnym pouzivanim
antibiotik pfi 1écbé chorob nebo jako rustovy piipravek pii nadmérném pouziti u zvitat. Tyto
antibiotika mohou mit vliv ekosystém a mohou ohrozit vetejné zdravi. Sulfoamidy (SAS),
chinolony (QNs) a tetracykliny (TCs) jsou Siroce pouzivané pii chovu zvifat, kvuli jejich
Sirokospektralnim antibakteridlnim vlastnostem. Pii pouziti bez dodrZzovani pokynl se tato
antibiotika mohou hromadit v potravinach zivo¢isného pivodu. Pfitomnost téchto rezidui
v mléce mize mit nezadouci ucinky u lidi, véetné alergickych reakci a intoxikace. Nejvetsim
problémem je vSak to, Ze toto mléko obsahuje patogeny odolné prave proti témto antibiotikiim
(Wang a kol., 2016).

Testovaci prouzek (Obrazek 199) byl vytvoren z nitrocelulézové membrany, a na tfi
mista byly naneseny protilatky proti sulfonamidiim, chinontim a tetracyklinim. Na kontrolni
linii byly naneseny kozi protilatky proti mysim protilatkam IgG. Pomoci tohoto testu mizeme
stanovit tfi druhy antibiotik naraz (obrazek 19), navic je test velice ekonomicky a velice

citlivy (Wang a kol., 2016).
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Obrazek 19 Struktura testovaciho prouzku a ukazka mozného vysledku
SAs, sulfoamidy ; QNs, chinolony; TCs, tetracykliny C linie, kontrolni linie;(upraveno dle Wang a kol., 2016)

4.2 Priklady klinickych testi

4.2.1 Imunochromatograficky test pro stanoveni a-fetoproteinu

a-Fetoprotein (AFP), je dualezity pro diagnostiku primarniho karcinomu jater, proto je
potieba kvalitni a pfesné stanoveni i stopového mnozstvi této latky v organizmu (Yang a kol.,
2011).

Kvantové teCky jsou v dneSni dobé povazovany za slibné fluorescencni sondy
vzhledem K jejich jedine¢nym vlastnostem (napi. Sirokd adsorpce, uzké a symetrické
fotoluminiscenéni spektra, silna luminiscence a fotostabilita), (Yang a kol., 2011).

Test pro stanoveni a-fetoproteinu je zalozen na sendvicovém usporadani. Je

tvofen nitrocelul6zovou membranou a obsahuje mySi monoklonalni protilatky, na kterych
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jsou navazany protilatky proti AFP (obrazek 20). Ke kvantitativni analyze byl pouzit skener.

Hodnota intenzity zafeni je umérna koncentraci AFP ve vzorku (Yang a kol., 2011).

Podlozka pro Testovaci Kontrolni Absorpéni
vzorek linie ~ linie " podlozka
Podlozka pro
konjugat
3 v ot
- gi ¥ YL
igi o
© s otV
»0 g Y 1

2 AFP [ Konjugit se y Proddtka o Sekundami
znacenou protlitkou proti AFP  protilitka
proti AFP

Obrazek 20 Struktura testu pro stanoveni AFP
(upraveno dle Yang a kol., 2011)

4.2.2 Imunochromatograficky semikvantitativni test pro detekci C-reaktivniho
proteinu pri rozliSovani bakteridlni a virové infekce

C-reaktivni protein (CRP) je plazmaticky protein akutni faze znamy nékolik desetileti

jak nespecificky, ale citlivy zanétlivy marker. U zdravych lidi se vyskytuje ve velmi nizké

koncentraci pod 2 mg/l, ale béhem zanétlivého procesu bakterialni infekce se CRP vyrazné

zvysuje. Naopak u virovych infekci se hodnota CRP zvedne jen o par mg/l. Diky tomu je

mozné uréit, zdali se jedna o virovou ¢i bakterialni infekci (Leung a kol., 2008).
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Obrazek 21 Schématické znazornéni stripového testu pro stanoveni C-reaktivniho proteinu

(upraveno dle Leung a kol., 2008)

Test byl ptipraven dle nasledujiciho obrazku a je zalozen na sendvi¢ovém usporadani
(obrazek 21). CRP ve vzorku se spoji s mysi protilatkou proti CRP, ktera je oznacena zlatymi
nanocasticemi. Vzorek postupuje podél nitrocelulozové membrany a zachytava se na linii
protilatek proti CRP. Pokud je vzorek pozitivni na zanét, vS§echna vazebna mista se obsadi a
nadbytek znacenych protilaitek s navazanym CRP pokracuji k testovacim liniim. Podle
¢ervenych prouzkt (obrazek 22) uréime semikvantitativni koncentraci ve vzorku (Leung a

kol., 2008).

Negativni vysledek Hodnota CRP

< 10mg/1

ddddn

Pozitivni vysledek
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]

;ri =25 a<50mg/l

I

= 50 a < 100meg/1

=y & e c

= = e L
=l L — = 100 mg/1
mn || i ™ ™

(1110

Obrazek 22 Ukazka vysledku testu a zbarveni zavislé na koncentraci

(upraveno dle Leung a kol., 2008)
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4.3 Priklady toxikologickych testi
4.3.1 Stanoveni toxinu produkovaného rFasou Alexandrium minutum pomoci
paramagnetického prouzku

Toxicky vodni kvét je diky globalnimu oteplovani a lodni dopravé rozsifeny 1 mimo
sv¢ pfirozené prostiedi. Tato rostlina nici ekosystém, rybolov i turismus. Detekce této rostliny
se stala ukolem ze zdravotnického i ekonomického hlediska. Jedna z nejvice kritickych a
rozsitenych otrav je otrava mékkyst, na kterych vodni kvét parazituje a vyvola u nich
paralytickou otravou (Gas a kol., 2016).

Zaklad testovaciho prouzku tvofi nitroceluldzovd membrana. Vzorek se pied
nanesenim na testovaci prouzek smicha s protilitkami AMI16 a nasledné se inkubuje pfi
teploté 37°C po dobu jedné hodiny. Po inkubaci se smés nanasi na prouzek, kde je v testovaci
z6né zachycena testovana fasa A. minutum protilatkami AM12 za vzniku hnédého komplexu.
Vyhodou je, Ze protilatka AM12 a AM16 vyuzivaji jiny epitop na mikrofase. Diky pouzité
paramagnetické metodé je mozné odecitat vysledek pomoci specifické magnetické ¢tecky i pfi

nizkych koncentracich (Gas a kol., 2016).

4.3.2 Stanoveni marihuany, kokainu, opiati, metamfetaminu a amfetaminu
pomoci multi screeningového testu
Tento test je zaloZen na paralelnim stanoveni vice analyti v jednom okamziku. Test
stanovuje pét odlisnych typt drog. Na testovacich liniich byly ukotveny protilatky proti
stanovovanym typim drog. Tento test je zaloZen na kompetitivnim uspotadani, pokud je tedy
vysledek pozitivni soutézi stanovovand latka o misto s konjugatem oznaceného antigenu a

nevznika barevny prouzek na testovaci linii (obrazek 23)(Medimpex, 2018).
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Negativni vysledek Pozitivni vysledek Neplatny vysledek

Obrazek 23 Priklady vysledkit multi screeningového testu na drogy
(upraveno dle Medimpex, 2018)

4.3.3 Stanoveni mykotoxini v potravinach

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity, které jsou produkovany mnoha druhy
invazivnich vlaknitych hub, jez se usazuji za ptiznivych podminek a vlhkosti na obilovinéch,
jako je kukufice, pSenice nebo ryze. Hlavnim problémem mykotoxinu jsou jeho karcinogenni,
nefrotoxické, hepatotoxické, neurotoxické, mutagenni, estrogenni a imunosupresivni ucinky.
Mezi mykotoxiny, které se objevily u obilovin a od nich odvozenych produktt, byly
aflatoxiny, zearalenon a piibuzné slouceniny, stejné tak deoxynivalenol a jemu piibuzné
slouceniny. Aflatoxiny, nejcastéji B1 (AFB1), jsou bézné produkovany aspergillem, zatimco
zearalenon (ZEA) a deoxynivalenol (DON) jsou produkovany hlavné furasiriumem. Zearelon
a jeho metabolity jsou podezielé jako spoustéci faktory pro predCasnou pubertu u Zen v USA
a byly také hladSeny karcinogenni pfiznaky a reprodukcni toxicita. Naopak poziti velké davky
deoxynivalenolu zplisobuje akutni gastroenteritidu. Nizka davka zhorSuje rdst i zménu
imunitni funkce. Aflatoxiny jsou nejvice toxické ze vSech téchto mykotoxind, diky tomu jsou
silnymi Ciniteli podporujici rozvoj rakoviny, nejcastéji zpusobuji jaterni cirhdézu nebo
primarni karcinomy jater. Proto bylo potfebné vytvoftit rychly a presny test, ktery by tyto latky
stanovoval (Song a kol. 2014).

Song a kol. (2014) ptipravili imunochromatograficky test, ktery dokaze pomoci tii
monoklonalnich protilatek stanovit simultanné vSechny tfi vySe zminéné toxiny Obrazek 244.
K sestaveni testu vyuZili nitrocelul6zovou membranu, na kterou nanesli jednotlivé protilatky a

jako kontrolu pouzili kozi protilatky proti mySim IgG.
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Obrazek 24 Struktura testovaciho prouzku pro stanoveni mykotoxinti
AFBI, aflatoxin B1; ZEA, zearalenon; DON, deoxynivalenol; BSA, hovézi sérovy albumin (upraveno dle Song
a kol., 2014)

4.3.4 Stanoveni brevetoxinu v rybach pomoci imunochromatografického testu

znaceného koloidnim zlatem

Brevetoxin je silny neurotoxin produkovany ¢ervenym planktonem Karenia brevis z
fadu obrnének. Je zapojen do umrti milionu ryb a ma potencidl zplsobit otravu c¢lovéka.
Konzumace mékkyst kontaminovanych brevetoxinem vede k t¢Zkym formdm otravy z jidla
(Zhou a kol., 2016).

Zakladem testovaciho prouzku je nitrocelul6zova membrana. Na kontrolni linii byla

nanesena kozi protilatka proti my$im IgG a na testovaci linii byl nanesen konjugat toxinu a

kravského albuminu (Zhou a kol., 2016).
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Obrazek 25 Vyhodnoceni vysledkl pro stanoveni brevetoxinu
C, kontrolni linie; T; testovaci linie; 1 negativni vysledek testu, barva prouzku u testovaci linie je stejné jako
kontrolni linie; 2 pozitivni vysledek testu, barva testovaci linie je slab$i nez testovaci; 3 pozitivni vysledek,
koncentrace toxinu ve vzorku byla vysoka, proto doslo k neutralizaci veskerého konjugatu; 4 a 5 jsou neplatné

vysledky testu (pfevzato z Zhou a kol., 2016)

Tento test je pouze semikvantitativni a urcuje pouze, zda vzorek dosahl limitni hranice
nebo ne (obrazek 25). Testem se da stanovit piitomnost analytu vyskytujici se v

koncentraénim rozmezi od 1 do 4000 ng . mI™ (Zhou a kol., 2016).

4.4 Priklady imunochromatografickych testi pouzivanych ve veterinarni
mediciné

4.4.1 Stanoveni Toxoplasma gondii u psi a ko¢ek pomoci zlatych nanocastic

Toxoplazmoéza je celosvétové rozsitena nemoc zpisobena Toxoplasma gondii,
parazitem infikujici patet hostitele, vcetn€ lidi. Pro stanoveni se Casto pouZiva né€kolik
standardizovanych sérologickych metod. Mezi né patfi hemaglutinaéni testy, latexové
aglutinacni testy a metoda ELISA. Nicméng, tyto testy jsou Casové narocné, vyzaduji drahé
pfistroje a velmi dobfe vyskoleny persondl. Proto se imunochromatografické testy staly bézné
pouzivanymi diagnostickymi metodami pro stanoveni toxoplazmozy. VéEtSina metod pouziva
zlaté nanocastice pro barevnou detekci. Protilatky upevnéné na povrchu zlatych nanocastic
maji dlouhou trvanlivost a stabilitu v kapalné i pevné formé. VétSina studii pouzila pro
uspésnou detekci vySe zminény zplsob stanoveni, nékteré se vSak zaméfily na detekci
protilatek proti Toxoplasma gondii (Jiang a kol., 2015).

Test funguje na sendviCovém formatu. Testovaci prouzek byl piipraven
Z nitrocelulozové membrany, membrany ze skelnych vldken a absorpéni podlozky. Na

testovaci ¢ast byly pfipraveny antigeny T. gondii a na kontrolni linii stafylokokovy protein A
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(SPA). Béhem testovani byly nejprve nadavkovany zlaté nanocastice konjugované se
stafylokokovym proteinem A a poté byl aplikovan vzorek podle Obrazek 2626 (Jiang a kol.,
2015).

\-.

—— I t ey
| NC membrane J / Absorpéni podlozka

Membrana ze skelnych vldken
Nitrocelulozova membrana Kont'rolni linie

Testovaci linie

-~
P == — e e e ~
! :: Smer toku S~
‘ Pozitivni sérum k Nespecifické IgG A SPA
A IgG proti () T.gondii rekombinatni * Zlatem konjugované
SPA

toxoplazmoze antigeny

Obrazek 26 Struktura testovaciho prouzku pro stanoveni Toxoplasma gondii

SPA; stafylokokovy protein A (upraveno dle Jiang a kol., 2015)

Citlivost metody je velice vysoka, srovnatelna s metodou ELISA. Jak je vidét na
Obrazek 2727, ¢im mensi je koncentrace T.gondii, tim klesa zbarveni prouzku (Jiang a kol.,
2015).

Obrazek 27 Klesajici zbarveni v zavislosti na koncentraci T. gondii v fedénych vzorcich vzorku

(pfevzato z Jiang a kol., 2015)
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4.5 Priklady imunochromatografickych testii pouzivanych v mikrobiologii
V dnesni dob¢ existuje celd fada testli pro stanoveni celé Skaly patogennich bakterii,
puvodci onemocnéni, prukaz specifickych protilditek v infektologii, prikaz toxind

produkovanych patogennimi mikroorganismy.

4.5.1 Stanoveni antigeni Mycobacterium tuberculosis

Tuberkuloza zistava hlavnim zdravotnim problémem ve vétSing rozvojovych zemi.
Rychla a senzitivni detekce tuberkulézy a jejiho puvodce bakterie Mycobacterium
tuberculosis, je dulezitd pro prevenci, diagnostiku a naslednou 1é¢bu tohoto onemocnéni.
Vyznamné pro detekci jsou proteiny, které Mycobacterium tuberculosis vyluéuje. Jedna se o
Mpt64, ESAT6, CFP 10 a antigen 85 (Bekmurzayeva a kol., 2013).

Stanoveni pomoci imunochromatografickych testi se da pouzit k detekci jednoho nebo
vice antigeni nebo protilatek proti Mycobacterium tuberculosis. Testované vzorky (nejéastéji
krev nebo bakterialni kultury) reaguji v jednoduchych testech a pozitivni reakce je znazornéna
pomoci barevnych car. V dnes$ni dob¢ jsou nejcastéji pouzivané testy, pomoci kterych se
stanovuji protilatky tfidy IgG a IgM proti antigeniim tuberkuldzy. Vyviji se nové testy, které
jsou zaloZeny na detekci Mpt64. Tyto testy jsou schopné rozlisit Mycobacterium tuberculosis,
které tuberkul6zu nezptisobuji. Maji vysokou senzitivitu a specifitu (kolem 98%), jsou levné a
u piipravenych vzorkl je vysledek mozné odecist ihned po 15 minutach (Bekmurzayeva a
kol., 2013).

4.5.2 Stanoveni Salmonella Typhimurium ve vzorku rajéat

Salmonelova infekce je jedna znejcastéjSich nemoci piendSend potravinami
v zapadnim svété. Infekce je Casto zpusobena nedodrzenim spravnych hygienickych
podminek pii praci s potravinami. Spotieba ovoce a zeleniny se v posledni dobé zvysila
z divodu stravovacich trendt (Shukla a kol., 2014).

Tento test je navrzen tak, aby stanovoval celé bakterie béhem nékolika minut.
Zakladem testu je nitrocelulozova membrana, na kontrolni linii byly pfipevnény krali¢i
protilatky proti kozim IgG a na testovaci linii kozi IgG protilatky proti salmonele (obrazek
28), (Shukla a kol., 2014).
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Obrazek 28 Sktruktura testu pro stanoveni Salmonella Typhimurium

C, kontrolni linie; T, testovaci linie (upraveno dle Shukla a kol., 2014)



5 Vyzkum a vyvoj v oboru imunochromatografickych testi

Dnesni doba vyzaduje ¢im dal rychlejsi ziskavani vysledki. Nejnovéjsi testy vydavaji
vysledky v ramci nékolika minut (Naik a kol., 2017; Zamora-Galvez a kol., 2017), vyuzivaji
se nov¢ technologie pro stanoveni koncentrace analytu ve vzorku, bez pouziti drahych
pristroji na odecitani vysledku. Napiiklad se miize pomoci mobilniho telefonu (Shah a kol.,
2018) nebo fotoaparatu (Magiati a kol., 2018) odecist fluorescencni zafeni. Vyuzivaji se nové
typy indikatora (Wu a kol., 2018; Maffert a kol., 2018). Vyvijeji se i testy, které stanovuji
specifickou DNA (Takalkar a kol., 2017) ¢i RNA (Zheng a kol., 2018).

5.1 Pro stanoveni aflatoxinu M1 v mléce pomoci fluorescence mikrosfér

Mikrosféry jsou malé kulicky z polystyrenu a jsou intenzivné zbarveny na zakladé
smichéni dvou fluorescen¢nich barev. Fluorescenéni mikrosféry maji stabilni konfiguraci a
vysokou intenzitu fluorescence, jsou vicebarevné a bezpecné. V lékarské diagnostice maji
fluorescenéni mikrosférické imunochromatografické testy 8x veEtSi  senzitivitu  nez
imunochromatografické testy zna¢ené koloidnim zlatem. Aflatoxiny jsou vysoko toxické a
karcinogenni mykotoxiny vylu¢ované Asperglius flavus a Aspergllius parasiticus. Ctyii
zakladni pfirozené vyskytujici aflatoxiny jsou aflatoxin B1, B2, G1 a G2. Aflatoxin M1 je
hydroxylovany metabolit aflatoxinu B1 (Zhang a kol., 2016).

Stanoveni aflatoxinu M1 (Obrazek 2933) funguje na principu kompetitivniho
usporfadani testu. Zakladem testu je nitrocelulozovd membrédna a vyuZivaji se zde
monoklonélni protilatky. Test se d4 odecitat tfemi zpisoby: pomoci oka, po nasviceni UV
lampou a pomoci pfistroje, ktery vyda nejpiesnéjsi vysledky (Obrazek 3029). Vyhodou testu

je stanoveni aflatoxinu ve vzorku i pfi velice nizkych koncentraci (Zhang a kol., 2016).
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Obrazek 29 Princip stanoveni aflatoxinu M1 v mléce

(upraveno dle Zhang a kol., 2016)

Ong L* 50ng L* 100ng L* 200ng L 400ng L*

Ong L* SOng L* 100ng L* S500ng L* Blank

034
w N
06
05

E’ 04
03
02
01
004+ _PMsICTS)

T T T T T T T T T
08 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Obrazek 30 Zpusoby odeditani testu pii stanoveni aflatoxinu M1 v mléce
A vizualni odeCet vysledki; B odecitani vysledkd s vyuzitim UV lampy; C odeéet vysledkii pomoci pfistroje

(ptevzato z Zhang a kol., 2016)

5.2 Stanoveni Talaromyces (Penicillium) marneffei v moci pomoci
specifikych protilatek

Talaromyces marneffei je tepelné dimorfni houba, ktera mutze zptsobit oportunni,

systémové mykdzy u pacientl, ktefi jsou infikovani virem HIV. Objevuje se i u pacienti

s imunodeficitnimi poruchami, jako je naptiklad systémovy lupus, rakovina nebo u pacienti
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S transplantovanymi organy, ktefi dostdvaji imunosupresivni léky. Vcasna diagndza je
dulezita pro kvalitni 1é¢bu (Pruksaphon a kol., 2018).

Imunochromatograficky test vyuziva vysoce specifickou monoklondlni protilatku 4D1
proti T. marneffei konjugovanou s koloidnim zlatem. Test byl vyroben s nitrocelul6zové
membrany a na testovaci linii byly ukotveny krali¢i protilatky proti mysim IgG (Pruksaphon a
kol., 2018).

Diky vysoce specifické protilatce nedochéazi ke vzajemné reaktivité mezi antigeny T.
marneffei a jinymi béznymi houbami, vcetné Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, H. capsulatum, Coccidioides immitis, Paracoccidioides

brasiliensis and Blastomyces dermatitidis. Jak je vidét na obrazku 31 vysledek testu byl

pozitivni pouze u moc¢i obsahujici T. marneffei (Pruksaphon a kol., 2018).

&

NC PC$ Ca Cn Pi Hec Ps Af

Obrazek 31 Ukazka specifity testu pro stanoveni T. marneffei
Vzorky moéi s: PC, pozitivni kontrola; PM CMA, mycelialni forma T.marneffei; Ca, C. albicans; Cn, C.
neoformans; Pi, P. insidiosum; Hc, H. capsulatum; Ps,Penicillium sp.; Af, A.fumigatus; NC-negativni kontrola

(upraveno dle Pruksaphon a kol., 2018)

5.3 Pro stanoveni viru zapadonilské horecky

Virus zapadonilské horecky patiici do rodu Flavivirus, je v souc¢asné dobé jednim
Z nejrozsifengjSich viru pfenasenych pomoci komard. Virus je udrzovan v cyklu komaru a
ptaku a je patogenni u lidi a koni, ktefi jsou povazovani za kone¢né hostitele (Rebollo a kol.,

2018).
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Vedle viru zapadonilské horecky se v riiznych ¢éastech svéta $ifi i1 jiné patogenni
flaviviry, jako je virus japonské encefalitidy v Asii, virus encefalitidy Saint Louis v Americe,
virus encefalitidy Murray Valley v Australii a virus Usutu v Africe a Evropé. Identifikace viru
je podstatna pro spravnou 1é¢bu (Rebollo a kol., 2018).

Tento test vyuziva monoklonalni protilatku 1D11, ktera rozeznava epitop obalovéhho
glykoproteinu viru zapadonilské horecky a bez vedlejsich reakei se zbytkem flavivird. Test je
vytvofen z nitrocelul6zové membrany a jako kontrola se pouziva BSA a protilatky proti nému
(Rebollo a kol., 2018).

Imunochromatograficky test potvrdil vysokou specifitu monoklonalni protilatky 1D11
vuci viru zapadonilské horecky a jeho tspésnost byla 100%. Vzorky, které obsahovaly ostatni

typy flavivirt byly negativni (Rebollo a kol., 2018).

5.3.1 Pro stanoveni bioaktivniho Ganoderma triterpenoids

Ganodema lingzhi, znama pod ceskym nazvem jako Lesklokorka leskla (Chyba!
Nenalezen zdroj odkazi.32), je lékaiska houba pouzivand v Ciné uZ pies tisic let.
Lesklokorka je parazitujici houba, kterd prortsta do stromt. V dne$ni dobé¢ se pouZziva k 1écbé
mnoha nemoci véetné hepatitidy B, rakoviny, poruch imunity a neurastenii. Nicméné je

lesklokorka primarn¢ ur¢ena pro 1é¢eni rakoviny (Sakamoto a kol., 2016).

Obrazek 32 Lesklokorka leskla

(ptevzato z Medicinman,2018)

Je znamo, Ze extrakt lesklokorky vykazuje aktivitu proti riznym druhlim rakovinnych
bunék, jako je naptiklad MCF-7 a MDA-MB-231 (rakovinné bunky prsu), 95-D (rakovinné
bunky plic), PC-3 (rakovinné bunky prostaty) a HUC-PC a MTC-11 (rakovinné buiky
mocového méchyte). K 1écbé rakoviny se vyuzivaji triterpenoidy, jedna se o kyseliny

izolované z leskokorek. K dnesnimu dni je znamo vice jak 100 téchto kyselin. Nejhojné&jsi

z nich je kyselina A (GAA; Obrazek 3333), u které bylo zjisténo, ze potlacuje rust a invazivni

41



chovani rakoviny prsu, tim Zze ma antiproliferacni Uc€inky. Pro stanoveni kvality a obsahu
kyseliny A ve vzorku leklokorky a jeji kvality, byl vytvoren tento test (Sakamoto a kol.,
2016).

O~ / —~COOH
QORI
- .-"-'::"'\-\.__f""
i _ " OH
0 < =" “OH
e

Obrazek 33 Struktura kyseliny A z lesklokorek
(pfevzato z Sakamoto a kol., 2016)

Testovaci prouzek (34) byl vytvoren z nitrocelul6zové membrany, obsahoval kontrolni
mysi protilatky tfidy IgG proti krali¢im protilatkam, krali¢i protilatky a testovaci konjugat,
ktery je tvofeny ganodermickou kyselinou A (GAA) a mySim ser6znim albuminem (GAA-
MSA) (Sakamoto a kol., 2016).

Absorpéni podloika
e = W
Koloidadm rlatem konjugovand

protilatka 124

C .T\ﬁ .'_—-i.ﬁ I—(} GAA-MSA konjugit
FoHR
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Obrazek 34 Struktura testovaciho prouzku
pozitivni vysledek testu (vlevo), negativni vysledek testu (vpravo); C, kontrolni zona; T, testovaci zoéna

(upraveno dle Sakamoto a kol., 2016)
Test pro stanoveni ganodermické kyseliny A je zaloZzeny na nepiimé kompetitivni
imunoanalyze vyuzivajici vysoce specifické protilatky proti GAA. Protilaitka 12A
konjugovana s koloidnim zlatem reaguje s pfitomnou GAA. Vznika imunokomplex, ktery

prochazi testovaci zonou a zachyti se az v kontrolni zongé. Pokud vSak neni GAA piitomna ve
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vzorku, samotnd protilaitka 12A je zachycena jak v testovaci, tak kontrolni zoné, coz se
projevim vznikem barevnych skvrn. Tento test je velice citlivy a u¢inny z kvalitativniho i

kvantitativniho hlediska (Sakamoto a kol., 2016).
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6 ZAVER

Imunochromatografické stripové metody v poslednich letech zaznamenaly veliky
rozmach. Svou oblibenost si ziskaly hlavné¢ diky rychlé detekci testovaného analytu,
jednoduchosti a nizké cené. Imunochromatografické testy maji podobu prouzku, tzv. stripovy
test, dale se vyuzivaji midstream testy anebo kazetové testy.

Stale se hledaji nové zpisoby znaceni protilatek, anebo antigendl, které se vyuzivaji
k detekci analytu ve vzorku. Nejcastéji se pouzivaji nanocastice znacené koloidnim zlatem,
dale se vyuzivaji znacené nanocastice uhliku nebo latexu, které byvaji znacené napiiklad
fluorescen¢nimi barvami. Nové se ke znaceni protilatek vyuziva fluorescence mikrosfér.

Imunochromatografické testy poskytuji hlavné kvalitativni a semikvantitativni
analyzu. Vysledky testl se odecitaji nejcastéji vizualné nebo pomoci UV lamp. V dnes$ni dobé
jsou vSak dostupné testy, které dokazi stanovit latky i1 kvantitativn€ pomoci specialnich
ctecek. Nadale se vyvijeji nové zpusoby odecitani vysledki, napiiklad pomoci mobilnich
telefont.

Imunochromatografické metody nachézeji vyuziti v mnoha oborech. Jsou vyuzivany
v mikrobiologii, toxikologii, potravinafstvi nebo V klinické¢ praxi. Mohou byt vyuzivany
V laboratofi pro rychlé stanoveni analytd v krvi, moci, slindch, slzach i1 potu, nebo
potravinach. Imunochromatografické testy nachazeji své uplatnéni i v terénu, kde se pouzivaji
V ochranném plastovém obalu jako tzv.,screeningové® testy, nebo je mohou pouzivat lidé
sami doma, napi. t€hotenské testy. V dneSni dobé se na trh dostavaji i testy, které dokazi
stanovit vice analytll najednou (aZ dvanact analytli) paraleln€ na vice testech v kazeté nebo na
jednom prouzku. Tyto testy se hlavné vyuzivaji v toxikologii, kdy se testuje pfitomnost drog,
popf. 1é¢iv v moci, anebo krvi. Své dal§i vyuZiti imunochromatografické metody nachézeji
jako tzv.,,point of care® testy, které se provadéji u lizka pacienta. Mezi tato vySetieni se
napiiklad fadi stanoveni hladiny glykémie nebo se pomoci téchto testl zjiStuji pfiblizné
koncentrace C-reaktivniho proteinu v Krvi.

Vyuziti imunochromatografickych testii v praxi je v dnesni dobé jiz nezastupitelné a

jsou nedilnou soucasti laboratofi.
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