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ANOTACE 

Tato bakalářská práce se zabývá imunochromatografickými stripovými metodami. Zaměřuje 

se na příklady jejich vyuţití v různých oborech jako je například medicína, potravinářství, 

ţivotní prostředí. Popisuje jejich výhody a nevýhody a také moţnost vyuţití 

imunochromatografických testů mimo laboratoř. Imunochromatografické testy slouţí k rychlé 

detekci analytů v biologických vzorcích a potravinách. 
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0 ÚVOD  

  

Imunochromatografické metody v plošném uspořádání jsou zaloţeny na reakci antigenu 

se specifickou protilátkou. Vycházejí z principu separační metody kapalinové chromatografie.  

Svou oblibu si tyto imunochromatografické metody získaly hlavně díky své jednoduchosti a 

rychlé detekci stanovované látky. Navíc mohou být provedeny i bez nenáročného 

přístrojového vybavení, i v terénu mimo laboratoř. Výsledky testů lze hodnotit vizuálně. Tyto 

testy umoţňují jak kvalitativní, tak kvantitativní analýzu. Nevyţadují téměř ţádné pracovní 

zkušenosti, proto se vyuţívají jako tzv. ,,screeningové testy―, které jsou volně k prodeji a 

vyšetření můţe provádět i laik nebo jako tzv. ,,point of care― testy, které se provádějí u lůţka 

pacienta. Jedná se o analýzy kapilární krve, moči, slin, kdy během krátké doby získáme 

informace o přítomnosti analytů a v některých případech i orientační hodnoty metabolitů. 

Velkou výhodou těchto testů je potřeba malého objemu vzorku.  Na principu těchto metod 

fungují i tzv. ,,quick― testy slouţící k rychlé detekci například léčiv, drog nebo různých 

metabolitů v lidském těle.  

V dnešní době mají tyto metody řadu vyuţití v mnoha oborech. V medicíně například 

můţeme imunochromatografickými metodami prokazovat α-fetoprotein v krvi (Yang a kol., 

2011). V oboru mikrobiologie se imunochromatografické metody pouţívají například pro 

stanovení Toxoplasma gondii (Jiang a kol., 2015) u psů a koček v krvi nebo antigenů 

Mycobacterium tuberculosis v krvi (Bekmurzayeva a kol., 2013). Další široké uplatnění 

nalézají tyto metody v potravinářství, kdy se dají vyuţít například pro určení 

pravosti  manuka medu, detekováním glykosidu zvaného leptospermum (Kato a kol., 2016). 

Dále pak k detekci chloramfenikolu v kuřecím mase (Bai a kol., 2015), antibiotik v mléce 

(Wang a kol., 2016) nebo mykotoxinů v potravinách (Song a kol., 2014). V rámci ţivotního 

prostředí se pouţívají například k detekci řasy Alexandrium minutum, která způsobuje toxický 

vodní květ (Gas a kol., 2016).  
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1  KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE 

1.1. Princip kapalinové chromatografie 

Kapalinová chromatografie je fyzikálně – chemická separační technika, při které se 

dělí sloţky směsi mezi dvě navzájem nemísitelné fáze, a to stacionární (nepohyblivou) a 

mobilní fázi (pohyblivou).  Během procesu dochází k opakovanému transportu sloţek ze 

stacionární fáze do mobilní fáze. Při separaci se ustanovuje dynamická rovnováha, kdy se 

mezi náplní kolony (stacionární fáze) a kapalinou, která protéká kolonou (mobilní fáze), 

udrţuje konstantní poměr látkového mnoţství kaţdé separované látky v obou fázích. 

Distribuci sloţek směsi mezi mobilní a stacionární fází popisuje distribuční (rozdělovací) 

konstanta (rovnice 1). Separované látky se liší svou afinitou k oběma fázím. Na rozdíl od 

plynové chromatografie, o separaci sloţek ve vzorku nerozhoduje nejen jejich interakce se 

stacionární fází, ale i jaká je pouţita mobilní fáze. Pokud je stacionární fází tuhá fáze, jedná se 

o adsorpční kapalinovou chromatografii, naopak je-li stacionární fází kapalina, jedná se o 

rozdělovací kapalinovou chromatografii. 

  

Rovnice 1 Výpočet distribuční konstanty 

 

    
    
    

  
     

     
  

  

  
 

 

Kde,      a       jsou rovnováţné koncentrace sloţky A v mobilní a stacionární fázi,        

a       jsou látková mnoţství sloţky A ve stacionární a mobilní fázi,     a    jsou objemy 

stacionární a mobilní fáze. 

 

1.2. Způsoby uspořádání kapalinové chromatografie 

A) Kapalinovou chromatografii můţeme rozlišit podle uspořádání a způsobu provedení 

separačních kroků na:   

a) tenkovrstvou a papírovou, 

b) kolonovou, 

c) vsádkovou. 
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 Tenkovrstvá a papírová kapalinová chromatografie 1.2.1

U planárních technik kapalinové chromatografie je stacionární fáze umístěna v ploše. Je 

buď sloţena z chromatografického papíru, nebo z tenké vrstvy gelu na vhodné podloţce ze 

skla, hliníku nebo polyesteru. Látky se separují na základě různé pohyblivosti v systému dvou 

fází, jelikoţ se liší ve svých adsorpčních vlastnostech, v hodnotách rozdělovacích koeficientů 

nebo ve svých rozměrech. Základním separačním mechanismem je rozdělovací rovnováha 

mezi vodou nebo jiným rozpouštědlem (stacionární fáze), zakotveným na nosiči např. 

chromatografickém papíře v případě papírové chromatografie, a pouţitou mobilní fází.  

U obou metod se vzorek se nanáší pomocí kapiláry nebo mikropipety na start na jednom 

z konců plochy. Start by se měl nacházet alespoň 1 cm nad hladinou mobilní fáze. 

Chromatografický papír se spodním okrajem (blíţe k startu) vnoří do mobilní fáze, která 

začne vzlínat papírem nebo tenkou vrstvou pomocí kapilárních sil a pohybuje přes start, kde 

byl nanesen vzorek. Nebo se vyuţívá sestupné provedení, kdy je chromatografický papír 

zavěšen ve vaničce s mobilní fází, která putuje směrem dolů. Sloţky vzorku jsou unášeny tím 

rychleji, čím méně adsorbují na stacionární fázi a čím lépe jsou rozpustné v mobilní fázi. 

Proto se vzorek rozdělí na zóny obsahující jednotlivé látky.  

Detekce se provádí vizuálně, pokud jsou separované látky barevné nebo se vyuţívá 

fluorescenční detekce pod UV zářením. Pohyblivost látky se vyjadřuje hodnotou RF 

(retardační faktor), která se určuje jako poměr vzdálenosti, kterou urazí skvrna stanovované 

látky ke vzdálenosti, kterou urazí čelo rozpouštědla od startu. 

  

 Kolonová kapalinová chromatografie 1.2.2

Kolona je část chromatografu, v jejíţ vnitřní části je umístěna stacionární fáze. Jedná se 

o rovné trubice z odolného materiálu. Rozměry kolony a velikost částic adsorbentu závisí na 

typu pouţití. Preparativní kolona měří řádově 250 – 1000 mm (vnitřní průměr 10 - 50 mm), 

velikost částic je 10 – 100 μm. U iontově výměnné chromatografie se vyuţívá kolona o délce 

150 – 1000 mm (vnitřní průměr 6 – 10 mm), velikost částic se pohybuje v rozmezí  

15 – 100  μm. U analytických kolon se setkáme s délkou v rozmezí 50 – 300 mm (vnitřní 

průměr 2 – 4,6 mm) a velikost částic 3 – 5 μm. Mikrokolony jsou dlouhé 50 – 1000 mm 

(vnitřní průměr 0,5 – 2 mm), velikost částic se pohybuje v rozmezí 3 – 10 μm.  

Na začátek kolony, kterou protéká mobilní fáze, se vnese malý objem vzorku. Sloţky 

vzorku jsou unášeny mobilní fází kolonou, přičemţ interagují se stacionární fází a opět 

přecházejí do mobilní fáze. Látky obsaţené ve vzorku poté postupně opouštějí kolonu 

v různých retenčních časech. Mobilní fáze pomocí čerpadel (do tlaků 30 – 50 MPa) protéká 



4 

 

kolonou. Pro tvorbu gradientu mobilní fáze se vyuţívá nízkotlaké nebo vysokotlaké 

uspořádání. 

 

 

Obrázek 1 Schématické uspořádání kolonové chromatografie 

(převzato od Kodíček, 2004) 

 

 Kapalinová chromatografie ve vsádkovém uspořádání 1.2.3

Vsádková chromatografie je separační metoda, která je zaloţena na principu adsorpce. 

Nejprve se připraví náplň do kolony.  Na stacionární fázi, tvořenou adsorpčními částicemi, se 

naadsorbuje vzorek. Vhodná mobilní fáze postupně vymývá jednotlivé látky, které jsou 

obsaţené ve vzorku.  

B) Rozdělení kapalinové chromatografie dle náplně a principu separace 

Kapalinovou chromatografii můţeme dělit podle pouţité stacionární fáze na: 

a) kapalinovou rozdělovací chromatografii, 

b) kapalinovou adsorpční chromatografii, 

c) iontově výměnnou chromatografii, 

d) gelovou permeační chromatografii, 

e) afinitní chromatografii. 

 

 Kapalinová rozdělovací chromatografie 1.2.4

 U rozdělovací kapalinové chromatografie je stacionární fáze (kapalina) zakotvena na 

pevném nosiči. K separaci dochází na základě rozdělovací rovnováhy. Podmínkou této 

separace je vzájemná nemísitelnost mobilní a stacionární fáze. 
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 Kapalinová adsorpční chromatografie 1.2.5

Při kapalinové adsorpční chromatografii dochází k interakcím sloţek vzorku v mobilní 

fázi s adsorbentem (stacionární fáze). Sloţky obsaţené ve vzorku se pohybují kolonou různou 

rychlostí podle jejich adsorpční distribuční konstanty. Molekuly samotné mobilní fáze nejprve 

obsadí celý povrch adsorbentu, k jeho povrchu jsou drţeny silou, která odpovídá adsorpční 

energii.  Jestliţe se v mobilní fázi objeví analyt s větší adsorpční energií, vytěsní molekuly 

mobilní fáze z adsorbentu. Pokud by byla adsorpční energie analytu niţší, prošel by bez 

retence. Vzorek se tedy pohybuje tím rychleji, čím je méně adsorbován. Pro tuto metodu jsou 

nejčastěji pouţívány silně polární adsorbenty, které jsou plně porézní. Nejrozšířenějším 

adsorbentem je silikagel, méně často se pak vyuţívá oxid hlinitý a Florisil (Pinto a kol., 

2000). 

 

 Iontově výměnná chromatografie 1.2.6

Iontově výměnná chromatografie je metoda, při které slouţí jako stacionární fáze 

iontový nosič. Tím je nejčastěji makromolekulární matrice (polystyren, dextran nebo 

celulóza) nesoucí vhodné funkční skupiny zásadité nebo kyselé povahy. Funkční skupiny jsou 

pevně vázaným iontem, na kterém je iontovou vazbou připojený protiiont s opačným nábojem 

Při této metodě se uplatňují elektrostatické síly mezi ionty opačného náboje podle 

Coulombova zákona (obrázek 2). Ionty z okolního roztoku difundují do iontového nosiče, 

vytěsňují a vyměňují se za ekvivalentní mnoţství jiných iontů vázaných na iontovém nosiči, 

v určitém okamţiku dochází tedy k ustanovení rovnováhy. Separace je ovlivněna typem 

nosiče, pH mobilní fáze, iontovou silou mobilní fáze a také typem protiiontů nacházejících se 

v mobilní fázi.  

 

Obrázek 2 Schéma iontově výměnné chromatografie chromatografie 

 (upraveno dle Berg a kol., 2007) 
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 Gelová permeační chromatografie 1.2.7

Gelová permeační chromatografie je typ kapalinové chromatografie, při které se 

molekuly vzorku separují podle své velikosti a tvaru. Stacionární fází je kapalina, zakotvená v 

pórech gelové částice (obrázek 3). Gelová částice má kulovitý tvar s definovanými rozměry 

pórů. Gelové částice jsou nejčastěji na bázi polysacharidů nebo polyakrylamidu. Mobilní fáze, 

obsahující vzorek, protéká kolem těchto gelových částic. Molekuly vzorku, jejichţ průměr je 

menší neţ průměr pórů, difundují do gelových částic, z toho vyplývá, ţe jsou zadrţovány 

v náplni kolony déle neţ větší molekuly. 

 

 

Obrázek 3 Schéma gelové permeační chromatografie  

 (upraveno dle DRGP institute, 2018)  

 

 Afinitní chromatografie 1.2.8

1.2.8.1 Historie afinitní chromatografie 

Princip metody afinitní chromatografie byla poprvé popsána roku 1910 Emilem 

Starkensteinem, který pouţil nerozpustný škrob k izolaci α-amylasy. 

V roce 1967 Porath a kol. vynalezli způsob ukotvení ligandů na vhodný nosič. Pouţili 

metodu kovalentní vazby peptidových a proteinových protilátek na agarózu aktivovanou 

bromkyanem. V roce 1968 Cuatrecasas a kol. metodu dále rozpracovali a pojmenovali ji 

afinitní chromatografie. 

 

1.2.8.2 Princip afinitní chromatografie 

Afinitní chromatografie je vhodná metoda pro separaci nebo analýzu specifických 

látek ve vzorku nebo pro studium biologické interakce.  Afinitní chromatografie je typ 

kapalinové chromatografie, která vyuţívá selektivní a reverzibilní vazby, které jsou přítomny 
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v mnoha biologických systémech. Jedná se o tvorbu biospecifického páru, jako je například 

vazba protilátka-antigen nebo enzym-substrát. U afinitní chromatografie je kolona naplněná 

stacionární fází, obsahující ligand.  Poté se do kolony vnáší roztok vzorku s látkami, které 

chceme separovat. Po promytí zůstává separovaná látka v koloně, neboť vytváří komplex 

biomolekula-ligand, zatímco ostatní kontaminující sloţky vzorku, které nemají afinitu 

k ligandu, projdou kolonou bez zadrţení a jsou vymyty. Vzniklý komplex je reverzibilní a 

pouţitím vhodného tlumivého roztoku nebo rozpustného protiligandu je moţné vázané 

biomolekuly z komplexu uvolnit.  

Separace látek spočívá ve tvorbě nekovalentních vazeb mezi ligandem a separovanou látkou 

na základě biospecifických interakcí, jako jsou vodíkové můstky, iontové vazby, hydrofobní 

interakce, dipol-dipol interakce, Londonovy disperzní síly, Coulombické interakce. 

Tvorba biospecifických párů je velice citlivá na podmínky prostředí jako jsou pH, 

teplota, iontová síla, koncentrace kofaktorů  a jiných důleţitých látek potřebných pro průběh 

reakce.  Afinitní chromatografie můţe být pouţívána samostatně nebo v kombinaci 

s ostatními technikami. Díky nespočtu výhod se stala afinitní chromatografie populární 

metodou, která se vyuţívá v oblastech izolace proteinů, enzymů a protilátek (Pfaunmiller a 

kol., 2013).  

 

1.2.8.3 Nosiče využívané v kapalinové chromatografii  

Nosič vhodný pro separaci látek by měl být chemicky i mechanicky stabilní a v daném 

prostředí nerozpustný, pro izolaci biomolekul dostatečně hydrofilní, s porézní nebo neporézní 

strukturou. Materiál musí umoţnit přístup analytu, izolované látky pro interakci (vazbu) 

s ligandem.  Nosiče dále můţeme dělit na jednosloţkové a sloţené. Jednosloţkové nosiče dále 

dělíme na anorganické, organické a syntetické. Mezi nejčastěji pouţívané organické nosiče 

patří celulóza (Tokomi a kol., 2014), dextran (Vician a kol., 1976) a agaróza (Walkup a kol., 

2014). Mezi anorganické patří různé křemičité (Fengna a Jianmin, 2006) nosiče. Mezi 

syntetické patří polyakrylamid (Atasever a kol., 2013) a podobné. Sloţené jsou tvořeny často 

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

 

1.2.8.4 Příklady ligandů používaných v afinitní chromatografii 

Ligand je látka, se kterou stanovovaná látka vytváří komplex. Mezi hlavní vlastnosti 

správného ligandu musí být specifická a reverzibilní vazba na izolovanou látku a musí být 

přítomné chemicky modifikovatelné skupiny pro vazbu na nosič. Ligandy dále můţeme dělit 

na přirozené či syntetické, mohou mít úzkou specificitu nebo mohou vázat nekovalentními 
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interakcemi celou skupinu látek. Mezi nejčastěji pouţívané typy ligandů patří proteiny, 

nukleové kyseliny, lektiny či enzymy se substrátem, inhibitorem nebo kofaktorem 

(Amersham biosciences, 2002).   

Ligand je předem aktivován pomocí specifické látky, která určí jeho specifitu. Mezi 

nejčastěji pouţívané patří kyanobromid, karbodiimid (Cammarata a kol., 2015), triazin 

(Prokhorov a kol., 2011), hydrát hydrazinu (Cheng a kol., 2007), epoxid (Giacometti a kol., 

2013) nebo pomocí oxidace jodistanem či karbonylací vzniklé sloučeniny.  

 

1.2.8.5 Imunoafinitní chromatografie 

Imunoafinitní chromatografie je speciální druh afinitní chromatografie. Je zaloţená na 

principu reake protilátky s antigenem (Hennion a kol., 2003) Na interakci antigenu 

s protilátkou se podílí několik rozdílných typů nekovalentních vazeb. Jedná se o van der 

Waalsovy síly, hydrofobní reakce, vodíkové můstky a iontové interakce (Fitzgerald a kol., 

2011). Při stanovení antigenu se na stacionární fázi váţe specifická protilátka, naopak 

v případě stanovení protilátek je na stacionární fázi navázán specifický antigen. Směs látek, 

ve které se nachází hledaný antigen nebo protilátka, je nanesena do stacionární fáze. Hledaný 

antigen se díky vazbě antigen - protilátka zachytí na specifickou protilátku (obrázek 4), zbylé 

antigeny se vymytím odstraní. Hledaný antigen, který zůstal uchycený pomocí kovalentní 

vazby na specifické protilátce, je vymyt pomocí elučního pufru. Specificky sorbovaná látka se 

také můţe vymývat změnou podmínek, například přídavkem roztoku o odlišném pH, iontové 

síle, s vyšším obsahem volného ligandu nebo analogem sorbované látky. Po rozvolnění vazby 

pomocí určitého činidla, získáme hledaný antigen (Chase., 1984). 

 

Obrázek 4 Princip imunoafinitní chromatografie v kolonovém uspořádání 

 (převzato od Juřena, 2013).  
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2 Metody založené na reakci antigenu s protilátkou 

Obecně jsou imunochemické reakce zaloţeny na reakci antigenu s vazebnými místy 

specifické protilátky.  Při této reakci vzniká tzv. imunokomplex, který můţeme vizualizovat 

buď pomocí následné reakce, jako je aglutinace, precipitace a monitorovat pomocí 

turbidimetrie či nefelometrie nebo lze vyuţít tzv. indikátorů poskytujících výsledek pomocí 

barevné změny, kdy je indikátorem enzym (EIA), luminiscenčního záření, kdy je indikátorem 

lumifor (LIA), detekce radioaktivity, kdy je indikátorem radioizotop (RIA). V dalších částech 

této práce se budu věnovat popisu metod vyuţívající k detekci protilátku značenou indikátory. 

 

2.1 Antigen 

Antigen je makromolekula přirozeného původu nebo uměle vytvořená. Po chemické 

stránce jsou to různé polymery, např. proteiny, polypeptidy, polysacharidy nebo 

nukleoproteiny. Antigeny mají dvě základní vlastnosti. Zaprvé mají schopnost navodit 

specifickou imunitní odpověď, a to buněčného či protilátkového typu, zadruhé reagují 

specificky s produkty této odpovědi. Tyto dvě vlastnosti má komplexní antigen tzv. 

imunogen, který se skládá z makromolekulárního nosiče a antigenních determinant neboli 

epitopů vybraného antigenu. Antigenní determinanta je specifická pro kaţdý antigen, 

charakterizuje jeho specifitu a jeho schopnost reagovat s určitým vazebným místem protilátky 

nebo antigenním receptorem na lymfocytech. Nízkomolekulární látky nejsou schopné navodit 

tvorbu protilátek, ale specificky reagují s produkty imunitní odpovědi a nazýváme je hapteny. 

 

2.2 Protilátka 

Protilátky jsou produkovány plazmatickými buňkami, které se diferencují z B- 

lymfocytů po stimulaci antigenem. Protilátky jsou skupina heterogenních glykoproteinů 

ţivočišného původu. Nazývají se imunoglobuliny (Ig). Molekula imunoglobulinu se skládá 

minimálně ze dvou identických těţkých a dvou identických lehkých polypeptidových řetězců 

vzájemně propojenými disulfidickými vazbami. Lehké řetězce určují typ imunoglobulinové 

molekuly a jsou dvojího typu κ a λ. Naopak těţké řetězce se vyskytují v pěti různých 

izotopech γ, μ, α, ε a δ, které určují třídu imunoglobulinů – IgG, IgM, IgA, IgE, IgD. 

 

 Protilátky třídy IgG 2.2.1

IgG je nejhojněji zastoupeným imoglobulinem v séru (aţ 80%) a intersticiální 

tekutině. Je to monomer, obsahuje 2 identické těţké řetězce γ, které u člověka existují ve 
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čtyřech subtypech γ1-γ4. Tyto podtřídy se nazývají IgG 1 – IgG4, liší se malými detaily ve 

struktuře konstantních domén a počtem disulfidických můstků v pantové oblasti. Funkčně se 

jednotlivé subtypy odlišují schopností vázat C1 protein (aktivovat komplement).  

V imunochromatografii se IgG vyuţívají díky své jednoduchosti, snadné přípravě.  

Jednoduše na sebe váţí nanočástice, které fungují jako značky. Struktura imunoglobulinu IgG 

znázorňuje obrázek 5.    

 

 

 

Obrázek 5 Struktura imunoglobulinu IgG 

 (převzato z Labguide, 2018) 

 

 Polyklonální protilátky 2.2.2

Polyklonální protilátky se připravují pomocí imunizace zvířat (nejčastěji králíci, kozy, 

ovce) antigenem. Sérum imunizovaného zvířete, ve kterém jsou protilátky proti antigenu 

pouţitému k imunizaci, se označuje jako antisérum. Pokud bylo zvíře imunizováno pomocí 

jednoho antigenu, vytvářejí se monospecifické protilátky (antisérum). Kaţdý epitop 

v molekule antigenu stimuluje na tvorbu protilátek aktivací klonů B-lymfocytů, dle specifity 

BcR receptorů.  Specifita polyklonálních protilátek závisí na imunizačním protokolu, ve které 

fázi jsou protilátky ze zvířete získávány. 

 

 Monoklonální protilátky 2.2.3

Monoklonální protilátky jsou vyrobeny z jednoho klonu plazmatických buněk 

odvozených od B-lymfocytů a jsou připravené v laboratorních podmínkách pomocí 

hybridomové technologie. Podstatou této technologie je buněčná fúze nádorových buněk 
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s lymfocyty sleziny jiţ imunizovaných myší. Monoklonální protilátky působí proti jednomu 

epitopu určitého antigenu a jsou to takové identické kopie molekul imunoglobulinů, které 

mají stejné specifické vazebné místo a stejnou primární strukturu.  

 

2.3 Indikátory imunochemických metod 

Indikátory neboli značky jsou látky, které jsou navázány na jednu komponentu reakce, 

můţe to být značená protilátka nebo značený antigen. Slouţí ke kvalitativnímu stanovení 

nebo také u některých testů se vyuţívá pro kvantitativní stanovení. Mezi prvními 

pouţívanými indikátory byly substance značené radionuklidem. Později byly ke značení 

vyuţívány i neradioaktivní indikátory. Nejpouţívanější jsou především enzymy, látky 

s fluorescenční nebo luminiscenční povahou, enzymy, které pomáhají vzniku látek 

způsobující luminiscenci.  

Další moţností pro viditelnost výsledků se mohou vyuţít barevné značky ve formě 

nanočástic o velikosti řádu desítek nm. Nejrozšířenější je značení koloidním zlatem (Kato a 

kol., 2016; Gao a kol., 2014). Kromě nanočástic zlata se pouţívají nanočástice uhlíku, 

v menším počtu pak latexové nanočástice (Wang a kol., 2017), dále liposomy s fluorescenční 

nebo bioluminiscenční značkou (Posthuma-Trumpie a kol., 2009; Bai a kol., 2015), 

nanočástice selenu (Lou a kol., 1993) nebo silikátové nanočástice s chelátem europia (Ngom a 

kol., 2010) a jiné. 

 

 Enzymy  2.3.1

Nejpouţívanějšími enzymy v roli indikátorů jsou peroxidáza a alkalická fosfatáza, 

méně často se pouţívá glukozaoxidáza, β-D-galaktosidáza a malátdehydrogenáza. Jako 

chromogenní substráty pro fotometrii se pouţívají například 3,3,5,5-tetramethylbenzidin 

(TMB), ortho-fenylendiamin, ortho-toluidin, ortho-dianisidin. Detekce enzymatických 

imunoanalýz nejčastěji probíhá fotometricky, méně často se pak pouţívá luminometrická 

detekce (Chromý a Bittová., 2011). 

 

 Zlaté nanočástice 2.3.2

Koloidní zlaté částice se pouţívají více jak stovky let k barvení hedvábí a skla, ve 

středověké medicíně slouţily pro diagnózu syfilis a v moderní době se také vyuţívají 

například v nelineární optice. Předností zlata je jeho stabilita, je nejstabilnější ze všech 

známých koloidů. V posledních několika letech se nanočástice zlata začaly uplatňovat 
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v imunochemii jako značení proteinových molekul například protilátek, části buněk nebo 

mikroorganizmů nebo nukleových kyselin. Vyuţívá se hydrofobní interakce mezi molekulou 

proteinu či nukleové kyseliny a nanočástic zlata (Seydack, 2005). Nejvíce úspěšné se ukázaly 

částice o velikosti mezi 10-40 nm (Švorčík a kol., 2011). Nejpouţívanější průměr nanočástic 

pouţívaných v imunochemických testech je 40 nm. Zlaté nanočástice mají i další přednosti. 

Na rozdíl od mnoha organických barviv nepodléhají rozkladným procesům účinkem světla, 

jejich aplikace je snadná, jsou dlouhodobě stabilní při skladování v suchu a při 4°C, nejsou 

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

 

 Nanočástice uhlíku 2.3.3

Nanočástice uhlíku mají vyšší barevnou intenzitu neţ zlaté nanočástice. Jsou stabilní a 

jde je vyrobit v potřebné velikosti (Blaţková a kol., 2010). Dnes se tyto nanočástice připravují 

nejčastěji z přírodního uhlíku v prostředí peroxidu vodíku pomocí ultrazvuku (Li a kol., 

2011). 

 Latexové nanočástice 2.3.4

Latexové nanočástice jsou v dnešní době často pouţívané díky své nízké ceně a dobré 

konjugaci. Mohou být vyrobeny tak, aby obsahovaly různé druhy barev, fluorescenční 

barviva, nebo také paramagnetická média. Další velkou výhodou je moţnost vyrobit latexové 

částice s několika vlastnostmi, např. obsahují fluoreskující částice, které jsou navíc také 

obarveny (Wong a kol., 2009).  

 Liposomy  2.3.5

Liposomy jsou díky své velikosti a hydrofobnímu a hydrofilnímu charakteru se 

pouţívají zejména při poskytování léků. Vlastnosti liposomu se značně liší podle sloţení 

lipidů, velikosti, povrchovým nábojem a způsobem přípravy. Jsou velmi stabilní a jejich 

velký vnitřní objem zajištuje interakci s protilátkami, hormony, peptidy a nukleové kyseliny. 

Díky těmto vlastnostem se liposomy mohou pouţívat v terénu nebo v tzv. ,,point of care― 

testech. Jejich nevýhodou je slabost vůči detergentům a změně pH. Liposomy jsou schopné 

v sobě zapouzdřit miliony molekul barviva, díky tomu mohou produkovat velmi intenzivní 

signál. V dnešní době se také vyuţívá fluorescenční značení, které má patnáct krát lepší signál 

neţ vizuální detekce (Bahadir a kol., 2016).    
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 Nanočástice selenu 2.3.6

Nanočástice selenu jsou vyráběny z kyseliny selenové a kyseliny askorbové. Jejich 

výhodou je krátka doba přípravy, průhlednost a přirozeně výrazná oranţová barva (Wang a 

kol., 2014). 

 Silikátové nanočástice s chelátem europia 2.3.7

Silikátové nanočástice s chelátem europia se dobře váţí na protilátky. Díky tomu se 

mohou vyvíjet jednoduší testy pro ,,screening―, ale i kvantitativní a citlivější testy (Xia a kol., 

2008). 
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3 IMUNOCHROMATOGRAFICKÉ STRIPOVÉ METODY 

Imunochromatografické  testy jsou zaloţeny na nekovalentních interakcích protilátek a 

stanovovaného analytu. Historie imunochromatografických technik spadá jiţ do dvacátých let 

minulého století. V dnešní době se vyuţívají hlavně k detekci nízkomolekulárních nebo 

vysokomolekulárních látek, bakteriálních buněk (Gőselová a kol., 2014). 

Tyto metody jsou velice oblíbené, jelikoţ mají řadu výhod, poskytují jednoduchou, 

rychlou a levnou detekci v jednom kroku, vyuţívá se malý objem vzorku, dají se vyuţít mimo 

laboratoř, vzorek se aplikuje přímo. Ale jako kaţdá metoda mají i imunochromatografické 

metody své nevýhody, vyţadují kapalný vzorek, umoţňují pouze semikvantitativní a 

kvalitativní detekci, v některých případech je nutná předběţná úprava vzorku, která můţe být 

časově náročná. Doba analýzy závisí na povaze samotného vzorku, na jeho viskozitě a 

povrchovém napětí. Základem testu je stripový prouţek o další funkční části, které zajištují 

správnou aplikaci vzorku a provedení celého testu včetně odečtení výsledků (Gőselová a kol., 

2014; Sajid a kol., 2015). 

 

3.1 Základní součásti stripového testu 

Schéma imunochromatografického testu je znázorněné na Obrázek 66. Základní 

testovací prouţek obsahuje membránu a tři podloţky, které jsou vyrobeny z porézních 

materiálů. Na začátku testu se nachází tzv. zóna pro vzorek, která slouţí k nanesení kapalného 

vzorku. Dalšími nezbytnými součástmi jsou zóna pro konjugát, membrána a adsorpční 

podloţka. Membrána je jedna z nejdůleţitějších částí testovacího prouţku, na které je 

umístěna testovací a kontrolní linie, které obsahují imobilizované molekuly antigenu nebo 

specifické protilátky, případně aptamery reagující s kapalinou unášeným imunokomplexem 

analytu s konjugátem. Na konci testu se poté nachází adsorpční podloţka, díky které dochází 

k urychlení toku analytu membránou (Gőselová a kol., 2014; Posthuma-Trumpie a kol., 2009;  

Sajid a kol., 2015). Tyto části imunochromatografického testu budou blíţe popsány 

v následující podkapitole 3.1.1. 
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Obrázek 6 Schéma imunochromatografického testu    

(upraveno dle Zhang a kol., 2018) 

 

 Membrána  3.1.1

Membrána je jedna z nejpodstatnějších částí stripového testu. Velice často je vyráběna 

z nitrocelulózy (Paulini a kol., 2017; Shen a kol., 2010; Zhang a kol., 2018), ale vyuţívají se i 

jiné polymerní materiály, jako je například polyethlylen (Fernandéz-Sanchéz a kol., 2005) či 

nylon (Lakner a kol., 1998; Jauset-Rubio a kol., 2016). Membrána je nejčastěji umístěna na 

plastovém vyztuţení, jelikoţ výše zmíněné materiály jsou velmi křehké a tenké (Posthuma-

Trumpie  a kol., 2009). Pro výběr materiálu je důleţitá jeho schopnost dobře vázat reagencie 

(protilátky, aptamery) a podstatná je i velikost jeho pórů, nejlépe 0,05 aţ 12 mm    (Koets a 

kol., 2006). Materiál membrány rozhoduje o citlivosti daného imunochromatografického 

testu. Platí, ţe čím větší jsou membránové póry, tím dochází k většímu rozšiřování testovací 

linie a sniţuje se tak citlivosti detekce (Gőselová a kol., 2014; Sajid a kol., 2015). Jak jiţ bylo 

zmíněno v kapitole 3.1, na membráně jsou umístěny další části, jimiţ jsou zóna pro vzorek, 

zóna pro konjugát a absorpční podloţka, které jsou popsány v následujících odstavcích.   

Jako první část je označována zóna pro aplikaci vzorku. Nejčastěji je vyrobena 

z celulózy nebo skleněného vlákna. Funkcí této vrstvy je pomalé, nepřetrţité přenášení vzorku 

homogenním způsobem do zóny pro konjugát. Tato část bývá v některých případech navrţena 

tak, aby v ní docházelo i k předúpravě vzorku. Zóna pro aplikaci vzorku bývá nasycena 

látkami pro úpravu pH, solemi, proteiny i surfaktanty, které ovlivňují rychlost vzlínání 

analytu membránou, nebo tato zóna funguje díky pórům jako filtr, jenţ odstraňuje hrubé 

částice ze vzorku (Gőselová a kol., 2014; Sajid a kol., 2015, Wong a kol., 2005). 

 Zóna pro konjugát je nejčastěji tvořena ze skleněného vlákna, polyesteru nebo 

celulózy a obsahuje nasorbovaný, coţ je specifická protilátka (aptamer) značená indikátorem, 

např. latexovou částicí. Konjugát by měl být chemicky stabilní a měl by se uvolnit z místa 
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fixace aţ při reakci s kapalným vzorkem. Jakákoliv změna v uvolňování konjugátu můţe 

negativně ovlivnit výsledek testu (Sajid a kol., 2015, Wong a kol., 2005).  

Absorpční podloţka nasává kapalinu nanášeného vzorku a pomáhá udrţovat průtok 

kapaliny přes membránu. Navíc zabraňuje zpětnému toku vzorku (Sajid a kol., 2015). 

Nejčastěji se pouţívají celulózové filtry nebo adsorpční papíry (Kato a kol., 2016).  

 Indikátory  3.1.2

Jakýkoli materiál, který se pouţívá jako indikátor, tj. molekula generující signál by měl 

být detekovatelný při velmi nízkých koncentracích a měl by zachovat své vlastnosti i po 

konjugaci. Konjugací je myšlena vazba mezi molekulou indikátoru a molekulou specifické 

protilátky. Snadná konjugace a stabilita po delší stabilní období jsou ţádoucími rysy dobrého 

indikátoru. Po dokončení testu některé značky sami generují přímý signál (barva z koloidního 

zlata), zatímco jiné vyţadují další kroky k vytvoření signálu (fluorescenční značky), (Sajid a 

kol., 2015). 

Seznam materiálů, které se pouţívaných jako indikátory v imunochromatografických 

stripových metodách je velice rozsáhlý. V testech se pouţívají nejčastěji nanočástice zlata 

(Gao a kol., 2014), barevné latexové perličky (Wang a kol., 2016), uhlíkové nanočástice 

(Blaţková a kol., 2010), nanočástice selenu (Huang a kol., 2016), kvantové tečky (Qi a kol., 

2016) a fosfor (Hampl., 2001).  

 Reagencie   3.1.3

Nejvýznamnější reagencie v imunochromatografických metodách jsou protilátky. 

Protilátky se pouţívají biorekognitivní molekuly na testovacích a kontrolních liniích, váţí se 

na cílový analyt pomocí imunochemických interakcí. Protilátky jsou v dnešní době 

k dispozici proti všem běţným klinickým analytům, ale také mohou být syntetizovány proti 

specifickým cílovým analytům. Protilátka, která váţe specifický analyt, je známá jako 

primární protilátka. Tyto protilátky se obecně připravují se imunizací  myší nebo potkanů 

pomocí specifických antigenů (Sajid a kol., 2015). Přednostně se pro imunochromatografické 

testy pouţívají monoklonální protilátky připravené hybridomovou technologií (viz. kap. 

2.2.3) 

Další pouţívanou reagencií jsou aptamery. Aptamery jsou uměle nasyntetizované 

nukleové kyseliny. Mají silnou vazbu a selektivně reagují s cílovými analyty.  Jsou 

upřednostňovány před protilátkami díky mnoha vlastnostem, které zahrnují snadný výrobní 

proces (Obrázek 77), jednoduché strukturní modifikace, bezkonkurenční stabilitu, 
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reprodukovatelnost a všestrannou aplikaci (Chen a kol., 2015). Aptamery stejně jako 

protilátky mohou být pouţity sendvičovém (pro stanovení thrombinu (Xu a kol., 2009)) i 

v kompetitivním uspořádání(aflatoxinu B1 (Shim a kol., 2014 )). 

 

Obrázek 7 Výroba specifického aptameru  

(upraveno dle Chen a kol., 2015) 

 Plastové ochranné pouzdro pro uložení stripových proužků 3.1.4

 Celý systém můţe být, zejména pro komerční účely, uloţen v plastovém krytu 

(Obrázek 88), který má otvory pouze pro aplikaci vzorku a vizuální kontrolu testovací a 

kontrolní linie. Tento obal má za úkol, aby membrána a reagující sloţky testu zůstaly 

nepoškozené a chráněny. Na rozdíl od stripových testů, které se nejčastěji ponořují do vzorku 

(Sakamoto a kol., 2016; Wang a kol., 2016) je v tomto případě vzorek nakape pipetou, nebo 

pomocí speciálního kapátka (Obrázek 99). 

 

Obrázek 8 Ukázka plastového pouzdra  

(převzato od Kato a kol., 2016) 
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Obrázek 9 Příklad speciální úpravy před pouţitím testu  

(upraveno dle Hangzhou, 2018)  

 

3.2 Uspořádání testů a jejich dělení       

 Využití imunochromatografických testů v praxi    3.2.1

Imunochromatografické testy jsi díky své jednoduchosti a rychlosti získaly na 

oblíbenosti v mnoha oborech. Imunochromatografické testy jsou široce vyuţívány 

v laboratořích pro detekci konkrétních tzv. nízko i vysokomolekulárních antigenů (Boisen a 

kol., 2015) nebo specifických protilátek (Nielsen a kol., 2008). 

Různé druhy biologických vzorků mohou být testovány pomocí 

imunochromatografických testů, včetně slin (Carrio a kol., 2015), potu (De Giovanni a 

kol., 2013), plné krve a moči (Moreno a kol., 2015). Dále se testy vyuţívají na vyšetření 

chorob u zvířat (Kim a kol., 2015), patogenů (Shukla a kol., 2014), toxinů (Shyu a kol., 2002) 

anebo pro kontrolu kvality potravin (Ching a kol., 2015). 

 Dělení imunochromatografických testů uspořádání    3.2.2

Imunochromatografické metody můţeme dělit do třech hlavních skupin dle 

uspořádání testu. První skupinou jsou samostatné tzv. ,,stripy― (Obrázek 1010a) neboli 

prouţky, které se nejčastěji pouţívají v laboratořích, kde je kapalný vzorek po úpravě 

nanášen kapátkem.   Další skupinou jsou kazetové (Obrázek 1010b) testy, které jsou určeny 

do prostředí hlavně mimo laboratoř, kdy je definovaný objem vzorku přímo aplikován na 

okénko určené k nanášení vzorku. A poslední skupinou jsou ,,midstream―(Obrázek 1010c) 

testy, kde se strip částečně vloţený do plastového pouzdra vkládá přímo do proudu moči. 
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Obrázek 10 Příklady uspořádání testu  

a) stripový test b) midstream test c) kazetový test (Převzato z Clongene,2018)   

Dále lze dělit testy podle počtu analytů, které lze v rámci jedné analýzy stanovit 

současně. Testy, které stanovují více analytů, mají uloţeno v zóně pro konjugát více druhů 

protilátek, jejich výhodou je stejná spotřeba vzorku jako u normálního testu.  Například 

stanovení třech různých antibiotik v mléce (Wang a kol., 2016) nebo třech různým toxinům 

v potravinách (Song a kol., 2014), Další moţností je detekce více analytů v paralelně 

uspořádaných prouţcích v jednom uzavřeném boxu viz obrázek 11. Aplikaci většího objemu 

vzorku získáme informací o přítomnosti více analytů současně během jednoho měření.  

 

Obrázek 11 Příklad paralelně uspořádaného boxu  

(převzato z Homehealttesting,2018) 
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 Třídění imunochromatografických testů dle stanovovaného analytu  3.2.3

3.2.3.1 Princip testu pro stanovení nízkomolekulárních látek  

Pro stanovení látek, které mají niţší molekulovou hmotnost, se pouţívá kompetitivní 

uspořádání imunochromatografického testu. Do skupiny nízkomolekulárních látek se řadí 

např. léčiva, drogy nebo hormony. Na svém povrchu obsahují pouze jednu antigenní 

determinantu, tzv. epitop, schopný se vázat na vazebné místo protilátky, z tohoto důvodu není 

moţné tzv. sendvičové uspořádání testu. Kompetitivní uspořádání testu se poté dělí na přímé 

a nepřímé (Obrázek 1212).  

U prvního typu kompetitivního testu pro stanovení nízkomolekulárních látek je 

označený standardní antigen, který je obsaţen v zóně pro konjugát. Tento označený antigen 

soupeří s analytem obsaţeným ve vzorku o vazebná místa na primárních protilátkách, které 

jsou upevněné v testovací linii. Na kontrolní linii jsou poté ukotvené sekundární protilátky, 

které reagují pouze se značeným antigenem.  

U druhého typu kompetitivního uspořádání testu pro stanovení nízkomolekulární látky 

je značená primární protilátka, která se nachází v zóně pro konjugát. Testovací linie obsahuje 

standardní značený antigen, který soupeří s antigenem ze vzorku o vazebné místo na 

protilátce. Z toho důvodu, pokud vzorek obsahuje stanovovaný antigen, vzniklý komplex 

stanovovaný antigen-značená protilátka se v testovací linii není schopen navázat. Kontrolní 

linie obsahuje imobilizované sekundární protilátky, které jsou schopny vázat primární 

značené protilátky. 

Pokud je výsledek testu pozitivní, objeví se barevný prouţek pouze na kontrolní linii, 

zatímco je-li výsledek testu negativní, objeví se zbarvení i na linii testovací (Bahadir a kol., 

2016). 

 

Obrázek 12 První a druhý typ kompetitivního uspořádání pro nízkomolekulární látky  

(upraveno dle Bahadir a kol., 2016)  
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3.2.3.2 Princip testu pro stanovení vysokomolekulárních látek  

Pro stanovení vysokomolekulárních látek, které mají na rozdíl od nízkomolekulárních 

látek více antigenních míst, se pouţívá sendvičový uspořádání imunochromatografických 

testů (Obrázek 133). Označená primární protilátka, tzv. konjugát je umístěna v zóně pro 

konjugát. Analyt ze vzorku reaguje s konjugátem (označená primární protilátka s indikátorem, 

např. latexová částice a poté reaguje vzniklý imunokomplex se specifickou protilátkou 

zakotvenou v testovací zóně, kde se nahromadí latexové nanočástice a vytváří okem viditelný 

prouţek. Přebytek imunokomplexů analytu s konjugátem dosáhne postupným vsakováním 

kapaliny aţ do kontrolní zóny, pomocí absorpční podloţky, kde se imunokomplexy zachytí 

pomocí specifických anti-IgG protilátek, vznikne okem viditelný prouţek potvrzující správné 

provedení testu (Bahadir a kol., 2016). 

 

Obrázek 13 Sendvičové uspořádání testu  

(upraveno dle Bahadir a kol., 2016) 

 

3.2.3.3 Princip testu pro stanovení specifických protilátek   

Protilátky stejně jako vysokomolekulární látky mají více vazebných míst, proto na 

jejich stanovení můţeme vyuţít sendvičové uspořádání testu. Kdy je v podloţce pro konjugát 

umístěna značená primární protilátka proti protilátce ve vzorku, na testovací linii je upevněna 

bud primární protilátka nebo antigen (obrázek 14) a na testovací linii je upevněna sekundární 

protilátka proti primární protilátce. Pokud je stanovovaná protilátka ve vzorku váţe se na ní 

značená primární protilátka a pak se váţe v testovací linii na primární protilátku nebo antigen 

a tím vytváří zbarvení. Značená primární protilátka se dále váţe na sekundární protilátku 
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v kontrolní linii a tím vytváří zbarvení. Pokud je vzorek negativní objeví se zbarvení pouze na 

kontrolní linii (Bahadir a kol., 2016). 

 

Obrázek 14 Reakce stanovované protilátky v testovací linii  

(upraveno dle Fiksová, 2013) 
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4 PŘÍKLADY VYUŽITÍ IMUNOCHROMATOGRAFICKÝCH 

STRIPOVÝCH METOD 

V dnešní době se imunochromatografické stripové metody vyuţívají hlavně díky své 

rychlosti a nízké ceně. V této kapitole jsem popsal několik příkladů. 

4.1 Potravinové testy 

 Stanovení leptospermum v manuka medu 4.1.1

Med manuka je vytvářen z nektaru květiny balmín (obrázek 15), která roste na Novém 

Zélandu a v Austrálii. Tento med má antibakteriální účinky i proti patogenům, které jsou 

rezistentní vůči antibiotikům. Hlavní bakteriocidní sloţky v medu jsou methylglyoxal . Bylo 

zjištěno, ţe methylglyoxal, který je unikátní sloţkou manuka medu, je vzniká 

z dihydroxyacetonu při skladování za mírných podmínek. Obecně aldehydy, včetně 

methylglyoxalu, jsou známy díky své vysoké reaktivitě, která vypovídá o tom, ţe 

antibakteriální aktivita není během přepravy a skladování konstantní. Protoţe methylglyoxal 

je levně dostupný, můţe být přidáván i později do vzorku, a tím uměle lze navýšit 

antibakteriální aktivitu, proto je potřeba tento aldehyd identifikovat (Kato a kol., 2016). 

Nové studie popsaly nový glykosid v manuka medu známý jako  leptosperin. Tento 

glykosid byl nalezen ve všech druzích balmínu. Je velice stabilní a dříve byl stanovován 

metodou HPLC (Kato a kol., 2016). 

 

Obrázek 15 Květina balvín  

(dostupné z Dobbies, 2018) 
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Tato studie popisuje imunochromatografický test v kompetitivním uspořádání, který 

slouţí k detekci leptosperinu. Testovací prouţek byl připraven podle Obrázek 16. Leptosperin 

se smísí se specifickou protilátkou značenou koloidním zlatem za vzniku imunokomplexu, 

který dál putuje podél destičky do testovací linie, kde byl zakotven konjugovaný leptosperin 

konjugovaný s BSA (hovězí sérový albumin, z angl. bovine serum albumine), přebytečné 

imunokomplexy vzlínají dále do kontrolní linie, kde je zachytí protilátka namířená proti 

protilátce značené koloidním zlatem.  Po odečtení výsledků a pomocí standardu se určila 

koncentrace leptosperinu ve vzorku (Kato a kol., 2016). 

Ve srovnání s HPLC a ELISA metodou je tato imunochromatografická metoda 

výhodnější z hlediska časové náročnosti, ceny a technického provedení, ale na druhou stranu 

je limitována počtem vzorků. Tato metoda je vhodná pro měření leptosperinu v terénu, mimo 

laboratoř (Kato a kol., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 16 Struktura testovacího prouţku  

(upraveno dle Kato a kol., 2016) 

 

 Stanovení chloramfenikolu v kuřecím mase pomocí fluorescenční 4.1.2

imunochromatografie  

Veterinářská antibiotika se často pouţívají u zvířat pro podporu růstu a jako prevence 

proti onemocnění. Avšak vylučování antibiotik do prostředí a výskyt reziduí antibiotik 

v potravinách vyvolává otázky ohledně jejich bezpečnosti, protoţe jejich konzumace můţe u 

lidí způsobit zvýšenou odolnost vůči působení antibiotikům nebo mohou vyvolat neţádoucí 

účinky u lidí. Chloramfenikol (CAP) je antibiotikum, které navázáním na prokaryotické 

ribosomální peptidické vazby můţe inhibovat translaci mRNA do pořadí aminokyselin 
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v bílkovině. Ačkoliv je toto antibiotikum účinným antimikrobiálním lékem, jeho zbytky 

(rezidua) v potravě způsobují u lidí několik vedlejších účinků, jako je například aplastická 

anémie, leukémie nebo syndrom šedých dětí (Bai a kol., 2015). 

Pro stanovení chloramfenikolu je potřeba citlivá a přesná detekce pomocí metod jako je 

plynová chromatografie, kapalinová chromatografie nebo plynová chromatografie 

s hmotnostní detekcí. Tyto testy jsou časově náročné, vyţadují speciální vybavení a pro 

obsluhu dobře vyškolený personál. Imunologické testy byly vţdy pouţívány pro detekci CAP, 

včetně ELISA metody a imunochromatografických testů vyuţívající koloidní zlato pro 

značení. ELISA metoda je nákladná a má dlouhou časovou prodlevu. Imunochromatografie 

poskytuje pouze semikvantitativní výsledky. V dnešní době se pouţívá imunochromatografie  

s fluorescenční detekcí, viz Obrázek 177. Tento test je zaloţen principu chromatografie a 

pomocí skeneru s mikročipem se měří fluorescence. Výhodou této metody je, ţe se nemusí 

provádět ţádné promývací kroky a je proto vhodná pro analýzu reziduí antibiotik ve vzorcích. 

Díky detekci pomocí čtečky je zaznamenána i malá změna fluorescence (Bai a kol., 2015). 

 

 

Obrázek 17 Kalibrační řada ukazující závislost fluorescence na koncentraci CAP  

(převzato z Bai a kol., 2015) 

 

 Stanovení β2- antagonistů  4.1.3

β2-antagonisté patřící mezi β-blokátory se podávají zvířatům pro snížené ukládání tuků, zvýšení 

tuků, zvýšení syntézy proteinů, díky tomu se u zvířat vytváří libové maso. Bylo prokázáno, že 

dlouhodobé podávání nebo vysoká dávka β2- antagonistů je nebezpečná pro lidské zdraví. Podle 
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Podle výzkumu (Gao a kol., 2014) byl připraven testovací proužek (

 

Obrázek 188) na nitrocelulózové membráně. Test byl zaloţen na kompetitivním 

uspořádání testu. Vzorek obsahoval tyto dva β2- antagonisty –  ractopamin (RAC) a 

salbutamol (SAL). Během pohybu podél prouţku reagovaly s protilátkami značenými 

křenovou peroxidázou namířených proti RAC a proti SAL protilátkám. Vzniklé 

imunokomplexy postupovaly dále aţ na testovací linii 1. V této zóně 1 se zachytil přebytek 

nenavázaných RAC na HRP-značených anti-RAC mAb   s RAC-BSA (BSA hovězí sérový 

albumin). Poté tekutina vzlínala k testovací linii 2, kde reagovaly nenavázané SAL na HRP-

značených anti-SAL mAb  s SAL-BSA. Po těchto kompetitivních imunitních reakcích byl 

testovací prouţek připraven chemiluminiscenční detekci. Koncentrace RAC a SAL byla 

měřena pomocí intenzity záření v testovacích liniích 1 a 2 (Gao a kol., 2014). 

 

 

Obrázek 18 Struktura testovacího prouţku  

(upraveno dle z Gao a kol., 2014)  

 

Tento imunochromatografický test byl navrţen pro rychlé stanovení RAC a SAL 

během 20 minut. Ve srovnání s testy, které vyuţívají principu koloidního zlata, vykazuje tato 
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metoda vyšší citlivost v důsledku uplatnění chemiluminiscenční detekce. Tento test má 

výhodu stanovení dvou látek současně, proto se zkracuje doba analýzy a sniţují se náklady 

(Gao a kol., 2014). 

 

 Multiplexové stanovení více antibiotik v mléce  4.1.4

Rezidua antibiotik se vyskytují v ţivočišných produktech nesprávným pouţíváním 

antibiotik při léčbě chorob nebo jako růstový přípravek při nadměrném pouţití u zvířat. Tyto 

antibiotika mohou mít vliv ekosystém a mohou ohrozit veřejné zdraví. Sulfoamidy (SAs), 

chinolony  (QNs) a tetracykliny (TCs) jsou široce pouţívané při chovu zvířat, kvůli jejich 

širokospektrálním antibakteriálním vlastnostem. Při pouţití bez dodrţování pokynů se tato 

antibiotika mohou hromadit v potravinách ţivočišného původu. Přítomnost těchto reziduí 

v mléce můţe mít neţádoucí účinky u lidí, včetně alergických reakcí a intoxikace. Největším 

problémem je však to, ţe toto mléko obsahuje patogeny odolné právě proti těmto antibiotikům 

(Wang a kol., 2016). 

Testovací prouţek (Obrázek 199) byl vytvořen z nitrocelulózové membrány, a na tři 

místa byly naneseny protilátky proti sulfonamidům, chinonům a tetracyklinům. Na kontrolní 

linii byly naneseny kozí protilátky proti myším protilátkám IgG. Pomocí tohoto testu můţeme 

stanovit tři druhy antibiotik naráz (obrázek 19), navíc je test velice ekonomický a velice 

citlivý (Wang a kol., 2016).  
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Obrázek 19 Struktura testovacího prouţku a ukázka moţného výsledku  

SAs, sulfoamidy ; QNs, chinolony; TCs, tetracykliny C linie, kontrolní linie;(upraveno dle Wang a kol., 2016) 

4.2 Příklady klinických testů 

 Imunochromatografický test pro stanovení α-fetoproteinu  4.2.1

α-Fetoprotein (AFP), je důleţitý pro diagnostiku primárního karcinomu jater, proto je 

potřeba kvalitní a přesné stanovení i stopového mnoţství této látky v organizmu (Yang a kol., 

2011). 

 Kvantové tečky jsou v dnešní době povaţovány za slibné fluorescenční sondy 

vzhledem k jejich jedinečným vlastnostem (např. široká adsorpce, úzké a symetrické 

fotoluminiscenční spektra, silná luminiscence a fotostabilita), (Yang a kol., 2011). 

Test pro stanovení α-fetoproteinu je zaloţen na sendvičovém uspořádání. Je 

tvořen nitrocelulózovou membránou a obsahuje myší monoklonální protilátky, na kterých 
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jsou navázány protilátky proti AFP (obrázek 20).  Ke kvantitativní analýze byl pouţit skener. 

Hodnota intenzity záření je úměrná koncentraci AFP ve vzorku (Yang a kol., 2011). 

 

 

Obrázek 20 Struktura testu pro stanovení AFP  

(upraveno dle Yang a kol., 2011) 

 

 Imunochromatografický semikvantitativní test pro detekci C-reaktivního 4.2.2

proteinu při rozlišování bakteriální a virové infekce 

C-reaktivní protein (CRP) je plazmatický protein akutní fáze známý několik desetiletí 

jak nespecifický, ale citlivý zánětlivý marker. U zdravých lidí se vyskytuje ve velmi nízké 

koncentraci pod 2 mg/l, ale během zánětlivého procesu bakteriální infekce se CRP výrazně 

zvyšuje. Naopak u virových infekcí se hodnota CRP zvedne jen o pár mg/l. Díky tomu je 

moţné určit, zdali se jedná o virovou či bakteriální infekci (Leung a kol., 2008). 
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Obrázek 21 Schématické znázornění stripového testu pro stanovení C-reaktivního proteinu 

(upraveno dle Leung a kol., 2008) 

 

Test byl připraven dle následujícího obrázku a je zaloţen na sendvičovém uspořádání 

(obrázek 21). CRP ve vzorku se spojí s myší protilátkou proti CRP, která je označená zlatými 

nanočásticemi. Vzorek postupuje podél nitrocelulózové membrány a zachytává se na linii 

protilátek proti CRP. Pokud je vzorek pozitivní na zánět, všechna vazebná místa se obsadí a 

nadbytek značených protilátek s navázaným CRP pokračují k testovacím liniím. Podle 

červených prouţků (obrázek 22) určíme semikvantitativní koncentraci ve vzorku (Leung a 

kol., 2008). 

 

 

Obrázek 22 Ukázka výsledku testu a zbarvení závislé na koncentraci  

(upraveno dle Leung a kol., 2008) 
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4.3 Příklady toxikologických testů 

 Stanovení toxinu produkovaného řasou Alexandrium minutum pomocí 4.3.1

paramagnetického proužku 

Toxický vodní květ je díky globálnímu oteplování a lodní dopravě rozšířený i mimo 

své přirozené prostředí. Tato rostlina ničí ekosystém, rybolov i turismus. Detekce této rostliny 

se stala úkolem ze zdravotnického i ekonomického hlediska. Jedna z nejvíce kritických a 

rozšířených otrav je otrava měkkýšů, na kterých vodní květ parazituje a vyvolá u nich 

paralytickou otravou (Gas a kol., 2016). 

Základ testovacího prouţku tvoří nitrocelulózová membrána. Vzorek se před 

nanesením na testovací prouţek smíchá s protilátkami  AM16 a následně se inkubuje při 

teplotě 37°C po dobu jedné hodiny.  Po inkubaci se směs nanáší na prouţek, kde je v testovací 

zóně zachycena testovaná řasa A. minutum protilátkami AM12 za vzniku hnědého komplexu. 

Výhodou je, ţe protilátka AM12 a AM16 vyuţívají jiný epitop na mikrořase.  Díky pouţité 

paramagnetické metodě je moţné odečítat výsledek pomocí specifické magnetické čtečky i při 

nízkých koncentracích (Gas a kol., 2016). 

 

 

 

 Stanovení marihuany, kokainu, opiátů, metamfetaminu a amfetaminu 4.3.2

pomocí multi screeningového testu 

Tento test je zaloţen na paralelním stanovení více analytů v jednom okamţiku. Test 

stanovuje pět odlišných typů drog. Na testovacích liniích byly ukotveny protilátky proti 

stanovovaným typům drog. Tento test je zaloţen na kompetitivním uspořádání, pokud je tedy 

výsledek pozitivní soutěţí stanovovaná látka o místo s konjugátem označeného antigenu a 

nevzniká barevný prouţek na testovací linii (obrázek 23)(Medimpex, 2018).   
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Obrázek 23 Příklady výsledků multi screeningového testu na drogy 

(upraveno dle Medimpex, 2018)   

 

 Stanovení mykotoxinů v potravinách 4.3.3

Mykotoxiny jsou sekundární metabolity, které jsou produkovány mnoha druhy 

invazivních vláknitých hub, jeţ se usazují za příznivých podmínek a vlhkosti na obilovinách, 

jako je kukuřice, pšenice nebo rýţe. Hlavním problémem mykotoxinu jsou jeho karcinogenní,  

nefrotoxické, hepatotoxické, neurotoxické, mutagenní, estrogenní a imunosupresivní účinky. 

Mezi mykotoxiny, které se objevily u obilovin a od nich odvozených produktů, byly 

aflatoxiny, zearalenon a příbuzné sloučeniny, stejně tak deoxynivalenol a jemu příbuzné 

sloučeniny. Aflatoxiny, nejčastěji B1 (AFB1), jsou běţně produkovány aspergillem, zatímco 

zearalenon (ZEA) a deoxynivalenol (DON) jsou produkovány hlavně furasiriumem. Zearelon 

a jeho metabolity jsou podezřelé jako spouštěcí faktory pro předčasnou pubertu u ţen v USA 

a byly také hlášeny karcinogenní příznaky a reprodukční toxicita. Naopak poţití velké dávky 

deoxynivalenolu způsobuje akutní gastroenteritidu. Nízká dávka zhoršuje růst i změnu 

imunitní funkce. Aflatoxiny jsou nejvíce toxické ze všech těchto mykotoxinů, díky tomu jsou 

silnými činiteli podporující rozvoj rakoviny, nejčastěji způsobují jaterní cirhózu nebo 

primární karcinomy jater. Proto bylo potřebné vytvořit rychlý a přesný test, který by tyto látky 

stanovoval (Song a kol. 2014). 

Song a kol. (2014) připravili imunochromatografický test, který dokáţe pomocí tří 

monoklonálních protilátek stanovit simultánně všechny tři výše zmíněné toxiny Obrázek 244. 

K sestavení testu vyuţili nitrocelulózovou membránu, na kterou nanesli jednotlivé protilátky a 

jako kontrolu pouţili kozí protilátky proti myším IgG.  
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Obrázek 24 Struktura testovacího prouţku pro stanovení mykotoxinů 

 AFB1, aflatoxin B1; ZEA, zearalenon; DON, deoxynivalenol; BSA, hovězí sérový albumin (upraveno dle Song 

a kol., 2014) 

 

 Stanovení brevetoxinu v rybách pomocí imunochromatografického testu 4.3.4

značeného koloidním zlatem 

Brevetoxin je silný neurotoxin produkovaný červeným planktonem Karenia brevis z 

řádu obrněnek. Je zapojen do úmrtí milionu ryb a má potenciál způsobit otravu člověka. 

Konzumace měkkýšů kontaminovaných brevetoxinem vede k těţkým formám otravy z jídla 

(Zhou a kol., 2016). 

Základem testovacího prouţku je nitrocelulózová membrána. Na kontrolní linii byla 

nanesena kozí protilátka proti myším IgG a na testovací linii byl nanesen konjugát toxinu a 

kravského albuminu (Zhou a kol., 2016). 
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Obrázek 25 Vyhodnocení výsledků pro stanovení brevetoxinu 

C, kontrolní linie; T; testovací linie; 1 negativní výsledek testu, barva prouţku u testovací linie je stejná jako 

kontrolní linie; 2 pozitivní výsledek testu, barva testovací linie je slabší neţ testovací; 3 pozitivní výsledek, 

koncentrace toxinu ve vzorku byla vysoká, proto došlo k neutralizaci veškerého konjugátu; 4 a 5 jsou neplatné 

výsledky testu (převzato z Zhou a kol., 2016) 

 

Tento test je pouze semikvantitativní a určuje pouze, zda vzorek dosáhl limitní hranice 

nebo ne (obrázek 25). Testem se dá stanovit přítomnost analytu vyskytující se v 

koncentračním rozmezí od 1 do 4000 ng . ml
-1

 (Zhou a kol., 2016). 

 

4.4 Příklady imunochromatografických testů používaných ve veterinární 

medicíně      

 Stanovení Toxoplasma gondii u psů a koček pomocí zlatých nanočástic 4.4.1

Toxoplazmóza je celosvětově rozšířená nemoc způsobena Toxoplasma gondii, 

parazitem infikující páteř hostitele, včetně lidí. Pro stanovení se často pouţívá několik 

standardizovaných sérologických metod. Mezi ně patří hemaglutinační testy, latexové 

aglutinační testy a metoda ELISA. Nicméně, tyto testy jsou časově náročné, vyţadují drahé 

přístroje a velmi dobře vyškolený personál. Proto se imunochromatografické testy staly běţně 

pouţívanými diagnostickými metodami pro stanovení toxoplazmózy. Většina metod pouţívá 

zlaté nanočástice pro barevnou detekci. Protilátky upevněné na povrchu zlatých nanočástic 

mají dlouhou trvanlivost a stabilitu v kapalné i pevné formě. Většina studií pouţila pro 

úspěšnou detekci výše zmíněný způsob stanovení, některé se však zaměřily na detekci 

protilátek proti Toxoplasma gondii (Jiang a kol., 2015). 

Test funguje na sendvičovém formátu. Testovací prouţek byl připraven 

z nitrocelulózové membrány, membrány ze skelných vláken a absorpční podloţky. Na 

testovací část byly připraveny antigeny T. gondii a na kontrolní linii stafylokokový protein A 
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(SPA). Během testování byly nejprve nadávkovány zlaté nanočástice konjugované se 

stafylokokovým proteinem A a poté byl aplikován vzorek podle Obrázek 2626 (Jiang a kol., 

2015). 

 

Obrázek 26 Struktura testovacího prouţku pro stanovení Toxoplasma gondii 

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

  

 Citlivost metody je velice vysoká, srovnatelná s metodou ELISA. Jak je vidět na 

Obrázek 2727, čím menší je koncentrace T.gondii, tím klesá zbarvení prouţku (Jiang a kol., 

2015). 

 

 

 

Obrázek 27 Klesající zbarvení v závislosti na koncentraci T. gondii v ředěných vzorcích vzorku 

 (převzato z Jiang a kol., 2015) 
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4.5 Příklady imunochromatografických testů používaných v mikrobiologii 

V dnešní době existuje celá řada testů pro stanovení celé škály patogenních bakterií, 

původců onemocnění, průkaz specifických protilátek v infektologii, průkaz toxinů 

produkovaných patogenními mikroorganismy.   

 

 Stanovení antigenů Mycobacterium tuberculosis 4.5.1

Tuberkulóza zůstává hlavním zdravotním problémem ve většině rozvojových zemí. 

Rychlá a senzitivní detekce tuberkulózy a jejího původce bakterie Mycobacterium 

tuberculosis, je důleţitá pro prevenci, diagnostiku a následnou léčbu tohoto onemocnění. 

Významné pro detekci jsou proteiny, které Mycobacterium tuberculosis vylučuje. Jedná se o 

Mpt64, ESAT6, CFP 10 a antigen 85 (Bekmurzayeva a kol., 2013). 

Stanovení pomocí imunochromatografických testů se dá pouţít k detekci jednoho nebo 

více antigenů nebo protilátek proti Mycobacterium tuberculosis. Testované vzorky (nejčastěji 

krev nebo bakteriální kultury) reagují v jednoduchých testech a pozitivní reakce je znázorněna 

pomocí barevných čar. V dnešní době jsou nejčastěji pouţívané testy, pomocí kterých se 

stanovují protilátky třídy IgG a IgM proti antigenům tuberkulózy. Vyvíjí se nové testy, které 

jsou zaloţeny na detekci Mpt64. Tyto testy jsou schopné rozlišit Mycobacterium tuberculosis, 

které tuberkulózu nezpůsobují. Mají vysokou senzitivitu a specifitu (kolem 98%), jsou levné a 

u připravených vzorků je výsledek moţné odečíst ihned po 15 minutách (Bekmurzayeva a 

kol., 2013). 

 

 Stanovení Salmonella Typhimurium ve vzorku rajčat 4.5.2

Salmonelová infekce je jedna z nejčastějších nemocí přenášená potravinami 

v západním světě. Infekce je často způsobena nedodrţením správných hygienických 

podmínek při práci s potravinami. Spotřeba ovoce a zeleniny se v poslední době zvýšila 

z důvodů stravovacích trendů (Shukla a kol., 2014). 

Tento test je navrţen tak, aby stanovoval celé bakterie během několika minut. 

Základem testu je  nitrocelulózová membrána, na kontrolní linii byly připevněny králičí 

protilátky proti kozím IgG a na testovací linii kozí IgG protilátky proti salmonele (obrázek 

28), (Shukla a kol., 2014). 
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Obrázek 28 Sktruktura testu pro stanovení Salmonella Typhimurium  

 C, kontrolní linie; T, testovací linie (upraveno dle Shukla a kol., 2014) 
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5 Výzkum a vývoj v oboru imunochromatografických testů 

Dnešní doba vyţaduje čím dál rychlejší získávání výsledků. Nejnovější testy vydávají 

výsledky v rámci několika minut (Naik a kol., 2017; Zamora-Gálvez a kol., 2017), vyuţívají 

se nové technologie pro stanovení koncentrace analytu ve vzorku, bez pouţití drahých 

přístrojů na odečítání výsledku. Například se můţe pomocí mobilního telefonu (Shah a kol., 

2018) nebo fotoaparátu (Magiati a kol., 2018) odečíst fluorescenční záření. Vyuţívají se nové 

typy indikátorů (Wu a kol., 2018; Maffert a kol., 2018). Vyvíjejí se i testy, které stanovují 

specifickou DNA (Takalkar a kol., 2017) či RNA (Zheng a kol., 2018). 

 

5.1 Pro stanovení aflatoxinu M1 v mléce pomocí fluorescence mikrosfér 

Mikrosféry jsou malé kuličky z polystyrenu a jsou intenzivně zbarveny na základě 

smíchání dvou fluorescenčních barev. Fluorescenční mikrosféry mají stabilní konfiguraci a 

vysokou intenzitu fluorescence, jsou vícebarevné a bezpečné. V lékařské diagnostice mají 

fluorescenční mikrosférické imunochromatografické testy 8x větší senzitivitu neţ 

imunochromatografické testy značené koloidním zlatem.  Aflatoxiny jsou vysoko toxické a 

karcinogenní mykotoxiny vylučované  Asperglius flavus a Aspergllius parasiticus. Čtyři 

základní přirozeně vyskytující aflatoxiny jsou aflatoxin B1, B2, G1 a G2. Aflatoxin M1 je 

hydroxylovaný metabolit aflatoxinu B1 (Zhang a kol., 2016). 

Stanovení aflatoxinu M1 (Obrázek 2933) funguje na principu kompetitivního 

uspořádání testu. Základem testu je nitrocelulózová membrána a vyuţívají se zde 

monoklonální protilátky. Test se dá odečítat třemi způsoby: pomocí oka, po nasvícení UV 

lampou a pomocí přístroje, který vydá nejpřesnější výsledky (Obrázek 3029). Výhodou testu 

je stanovení aflatoxinu ve vzorku i při velice nízkých koncentrací (Zhang a kol., 2016). 
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Obrázek 29 Princip stanovení aflatoxinu M1 v mléce  

(upraveno dle Zhang a kol., 2016) 

 

Obrázek 30 Způsoby odečítání testu při stanovení aflatoxinu M1 v mléce 

 A vizuální odečet výsledků; B odečítání výsledků s vyuţitím UV lampy; C odečet výsledků pomocí přístroje 

(převzato z Zhang a kol., 2016) 

 

5.2 Stanovení Talaromyces (Penicillium) marneffei v moči pomocí 

specifikých protilátek 

Talaromyces marneffei je tepelně dimorfní houba, která můţe způsobit oportunní, 

systémové mykózy u pacientů, kteří jsou infikováni virem HIV. Objevuje se i u pacientů 

s imunodeficitními poruchami, jako je například systémový lupus, rakovina nebo u pacientů 
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s transplantovanými orgány, kteří dostávají imunosupresivní léky. Včasná diagnóza je 

důleţitá pro kvalitní léčbu (Pruksaphon a kol., 2018). 

Imunochromatografický test vyuţívá vysoce specifickou monoklonální protilátku 4D1 

proti T. marneffei konjugovanou s koloidním zlatem.  Test byl vyroben s nitrocelulózové 

membrány a na testovací linii byly ukotveny králičí protilátky proti myším IgG (Pruksaphon a 

kol., 2018). 

Díky vysoce specifické protilátce nedochází ke vzájemné reaktivitě mezi antigeny T.  

marneffei a jinými běţnými houbami, včetně Aspergillus fumigatus, Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans, H. capsulatum, Coccidioides immitis, Paracoccidioides 

brasiliensis and Blastomyces dermatitidis. Jak je vidět na obrázku 31 vysledek testu byl 

pozitivní pouze u moči obsahující T. marneffei (Pruksaphon a kol., 2018). 

 

 

Obrázek 31 Ukázka specifity testu pro stanovení T. marneffei 

Vzorky močí s: PC, pozitivní kontrola; PM CMA, myceliální forma T.marneffei; Ca, C. albicans; Cn, C. 

neoformans; Pi, P. insidiosum; Hc, H. capsulatum; Ps,Penicillium sp.; Af, A.fumigatus; NC-negativní kontrola 

(upraveno dle Pruksaphon a kol., 2018) 

 

5.3 Pro stanovení viru západonilské horečky 

Virus západonilské horečky patřící do rodu Flavivirus, je v současné době jedním 

z nejrozšířenějších virů přenášených pomocí komárů. Virus je udrţován v cyklu komárů a 

ptáků a je patogenní u lidí a koní, kteří jsou povaţováni za konečné hostitele (Rebollo a kol., 

2018).  
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Vedle viru západonilské horečky se v různých částech světa šíří i jiné patogenní 

flaviviry, jako je virus japonské encefalitidy v Asii, virus encefalitidy Saint Louis v Americe, 

virus encefalitidy Murray Valley v Austrálii a virus Usutu v Africe a Evropě. Identifikace viru 

je podstatná pro správnou léčbu (Rebollo a kol., 2018). 

Tento test vyuţívá monoklonální protilátku 1D11, která rozeznává epitop obalovéhho 

glykoproteinu viru západonilské horečky a bez vedlejších reakcí se zbytkem flavivirů. Test je 

vytvořen z nitrocelulózové membrány a jako kontrola se pouţívá BSA a protilátky proti němu 

(Rebollo a kol., 2018). 

Imunochromatografický test potvrdil vysokou specifitu monoklonální protilátky 1D11 

vůči viru západonilské horečky a jeho úspěšnost byla 100%. Vzorky, které obsahovaly ostatní 

typy flavivirů byly negativní (Rebollo a kol., 2018).   

 

 Pro stanovení bioaktivního Ganoderma triterpenoids 5.3.1

Ganodema lingzhi, známá pod českým názvem jako Lesklokorka lesklá (Chyba! 

Nenalezen zdroj odkazů.32), je lékařská houba pouţívaná v Číně uţ přes tisíc let. 

Lesklokorka je parazitující houba, která prorůstá do stromů. V dnešní době se pouţívá k léčbě 

mnoha nemocí včetně hepatitidy B, rakoviny, poruch imunity a neurastenií. Nicméně je 

lesklokorka primárně určena pro léčení rakoviny (Sakamoto a kol., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 32 Lesklokorka lesklá  

(převzato z Medicinman,2018) 

 

Je známo, ţe extrakt lesklokorky vykazuje aktivitu proti různým druhům rakovinných 

buněk, jako je například MCF-7 a MDA-MB-231 (rakovinné buňky prsu), 95-D (rakovinné 

buňky plic), PC-3 (rakovinné buňky prostaty) a HUC-PC a MTC-11 (rakovinné buňky 

močového měchýře). K léčbě rakoviny se vyuţívají triterpenoidy, jedná se o kyseliny 

izolované z leskokorek. K dnešnímu dni je známo více jak 100 těchto kyselin. Nejhojnější 

z nich je kyselina A (GAA; Obrázek 3333), u které bylo zjištěno, ţe potlačuje růst a invazivní 
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chování rakoviny prsu, tím ţe má antiproliferační účinky. Pro stanovení kvality a obsahu 

kyseliny A ve vzorku leklokorky a její kvality, byl vytvořen tento test (Sakamoto a kol., 

2016). 

 

Obrázek 33 Struktura kyseliny A z lesklokorek 

(převzato z Sakamoto a kol., 2016) 

Testovací prouţek (34) byl vytvořen z nitrocelulózové membrány, obsahoval kontrolní 

myší protilátky třídy IgG proti králičím protilátkám, králičí protilátky a testovací konjugát, 

který je tvořený ganodermickou kyselinou A (GAA) a myším serózním albuminem (GAA-

MSA) (Sakamoto a kol., 2016). 

 

 

Obrázek 34 Struktura testovacího prouţku 

 pozitivní výsledek testu (vlevo), negativní výsledek testu (vpravo); C, kontrolní zóna; T, testovací zóna 

(upraveno dle Sakamoto a kol., 2016) 

Test pro stanovení ganodermické kyseliny A je zaloţený na nepřímé kompetitivní 

imunoanalýze vyuţívající vysoce specifické protilátky proti GAA. Protilátka 12A 

konjugovaná s koloidním zlatem  reaguje s přítomnou GAA. Vzniká imunokomplex, který 

prochází testovací zónou a zachytí se aţ v kontrolní zóně. Pokud však není GAA přítomna ve 
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vzorku, samotná protilátka 12A je zachycena jak v testovací, tak kontrolní zóně, coţ se 

projevím vznikem barevných skvrn. Tento test je velice citlivý a účinný z  kvalitativního i 

kvantitativního hlediska (Sakamoto a kol., 2016). 
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6  ZÁVĚR 

Imunochromatografické stripové metody v posledních letech zaznamenaly veliký 

rozmach. Svou oblíbenost si získaly hlavně díky rychlé detekci testovaného analytu, 

jednoduchosti a nízké ceně. Imunochromatografické testy mají podobu prouţku, tzv. stripový 

test, dále se vyuţívají midstream testy anebo kazetové testy. 

Stále se hledají nové způsoby značení protilátek, anebo antigenů, které se vyuţívají 

k detekci analytu ve vzorku. Nejčastěji se pouţívají nanočástice značené koloidním zlatem, 

dále se vyuţívají značené nanočástice uhlíku nebo latexu, které bývají značené například 

fluorescenčními barvami. Nově se ke značení protilátek vyuţívá fluorescence mikrosfér. 

Imunochromatografické testy poskytují hlavně kvalitativní a semikvantitativní 

analýzu. Výsledky testů se odečítají nejčastěji vizuálně nebo pomocí UV lamp. V dnešní době 

jsou však dostupné testy, které dokáţí stanovit látky i kvantitativně pomocí speciálních 

čteček. Nadále se vyvíjejí nové způsoby odečítání výsledků, například pomocí mobilních 

telefonů.  

Imunochromatografické metody nacházejí vyuţití v mnoha oborech. Jsou vyuţívány 

v mikrobiologii, toxikologii, potravinářství nebo v klinické praxi. Mohou být vyuţívány 

v laboratoři pro rychlé stanovení analytů v krvi, moči, slinách, slzách i potu, nebo 

potravinách. Imunochromatografické testy nacházejí své uplatnění i v terénu, kde se pouţívají 

v ochranném plastovém obalu jako tzv.,,screeningové― testy, nebo je mohou pouţívat lidé 

sami doma, např. těhotenské testy. V dnešní době se na trh dostávají i testy, které dokáţí 

stanovit více analytů najednou (aţ dvanáct analytů) paralelně na více testech v kazetě nebo na 

jednom prouţku. Tyto testy se hlavně vyuţívají v toxikologii, kdy se testuje přítomnost drog, 

popř. léčiv v moči, anebo krvi. Své další vyuţití imunochromatografické metody nacházejí 

jako tzv.,,point of care― testy, které se provádějí u lůţka pacienta. Mezi tato vyšetření se 

například řadí stanovení hladiny glykémie nebo se pomocí těchto testů zjišťují přibliţné 

koncentrace C-reaktivního proteinu v krvi. 

Vyuţití imunochromatografických testů v praxi je v dnešní době jiţ nezastupitelné a 

jsou nedílnou součástí laboratoří.  
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