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ZKUŠENOSTI S MIKROTECHNIKOU V SËROLOGICKË DIAGNOSTICE

MUDr. Vladimir ZAVÄZAL, jana BLOSOVÄ, pplk. MUDr. Iaromír BRUI
Z Ústavu pro mikrobiologii a epidemiologíí lékařské fakulty Karlovy uıníversíˇty v Plzni,
Z Alergologické Stanice fakultní nemocnice v Plzní a Z Hygienicko-epidemiologíckého

oddílu V Plzní

P'řeSto, že Se Sérologíckých vyšetřovacích me-
tod od minulého Století používá stále více, tech-
nika práce 'Se 'u běžně prováděných reakcí téměř
nezměnila. Rozvoj metod se zaměřil Spíše na Za-
Vádění nových, citlivých metod, 'na průkazy ne-
úplných protilátek, precípítínů, použítí korpus-

kulárních nosičů antígenu, precipitace v gelech
a ímunoelektroforézu. Na druhé Straně Se kla-
Sícké sérologícké reakce ve většině laboratoří
provádějí bez ohledu na Spotřebu reagencíí í čas
pracovníků. Značný přínos v zavádění nových
metodí'k v Sérologíí náleží vírologům. Pro svou
práci s mnoha antígeny současně potřebovali
metodu jednoduchou, rychlou, která by rovněž
snížila Spotřebu často nedostatkových aˇntígenů.
Reakce prováděné na deskách se tedy Stzaly před-
chůdcí nové techniky. .Urychlení práce, které je
současně se zvýšením bezpečnosti Zajištěno polo-
auto'matíckými pípetamí, umožňuje podle naších
Zkušenosti Zvýšit maximální počet vyšetření až
o 1/3 denně. Neodstraňuje však všechny nevýho-
-dy práce se Zkumavkami a složitou přípravu la-
bo-ratorního skla, které je navíc často velmi ne-
jednotné. V roce 1950 se-Strojíl v Mad'ars'ku Ta-
kátsy soupravu pro usnadnění práce s mikrovo-
lumy a nazval jí mikrotitrátor. Použil místo ředi-
cích pípet Zvlášt'ních klíček, místo Zkumavek
plexiskla s jamkami a k přenášení tekutiny
Zvláštnícıh kalíbrovaných pípet. Aparát Se v Ma-
ďarsku velmi osvědčil, a byl proto zařazen í do
výroby [1]. Ieho předností byly potvrzeny pak
celou řadou zkušeností, zvláště ve vírologícké
Sérologíí. Další Zdokonalení bylo provedeno“ ve
Spojených státech, kde činnost míkrotitrátoru
prověřil Sever [2]. Maďarská souprava byla
v posledních letech dovážena í k nám, avšak za-
tím nebyly publikovány v 'našem písemnictví
Zkušenosti s. tímto titračním Zařízením. Dovoluje-
me sí proto sdělit Své zkušeností po několikale-
tém vyz'koušení aparátu v běžné sérologícké
diagnostice. `

Celá souprava se Skládá z několika Součástí
uložených v dřevěné krabici. Ředící klíčky jsou
vyrobeny Z materiálu odolného k teplu —— spirä-
lového drátu, který povrchovým napětím. po na-
močení do kapaliny umožňuje standardní náběr.
12 klíče'k je určeno pro přenos 0,05 ml, 24 klíček
přenáší 0,025 ml tekutiny. Výrobcem. je garanto-
vána u obou typů klíček maximální chyba ± 3 0/0.
Titrovänî se děje přenášením kapaliny kličkou
Z jednoho otvoru do druhého IS pravidelným pro-
míchání'm. Kličky jsou naıhoře zúženy, takže je
možno titrovat současně 6-8 sér. Udržba klíček
je v návodu doporučena pouhým vypálením.

V;

Desky Z plexiskla nahrazují Zkumavky, 12 desek
Se 72 otvory tedy nahrazuje 864 Zkumavky. Otvo-
ry jsou 6 mm. široké Se dnem kuželovitým, umož-
ňujícím Snazší odečítání Zvláště u aglutínace.
Pracovní objem činí 0,075 —- 0,125 ml alumožňuje
tak provedení prakticky všech reakcí. Další Sou-
částí je 6 skleněných pi'pe't a 12 kovových násad-
oů, Zamontovaných do plexiskla, 'kterými lze ka-
páním rozplňovat tekutínu po 0,025 ml v jedné
kapce. -

K přístroji je přiložen návod, podle něhož jsme
Se snažili Zpočátku postupovat. Prvé naše Zkuše-
nosti byly velmi špatné. I když jsme Zachovávali
přesně postup podle návodu, nepodařilo Se nám
nikdy přenést kličkami příslušné množství ka-
paliny, takže pozitivní reakce u Známých pozitiv-
ních sér byly pozorovány maximálně ve dvou až
třech ředěních, í když v kontrolní řadě normální
technikou došlo k reakci až do vysokýcıh títrů.
Určitého Zlepšení jsme dosáhli` až po použítí po-
stupu navrženého Severem [2]. Shodně s ním
jsme totiž pozorovalí, že klíčky čerstvě vypálenıé
přenášejí kapaliny více než klíčky vy'pálené
např. minulého“ dne. Užívalí jsme řaıdu Způsobů
ksledování množství přenášené kapaliny, Zvláště
přenášení barevných tekutin a Srovnání s bar-
vou v řadě připravené naprosto přesnou títrací
ve velkém množství. Nejlépe Z těchto kontrol-
ních. metod se nám osvědčílo odsávání tekutiny -
Z klíčky filtrační-m papírem Stejné kvality
[Whatman 3). Malé klíčky pro 0,025 ml tekutiny
měly vytvořit na papíru kruh o průměru asi
1,6 cm. Kličky však přenášely kapaliny mnohem
méně a navíc velmí nepravidelně, Zvláště k'dyž
od vypálení uplynulo `několik hodin. Nejlépe pra-
covaly těsně po odsátí filtračním papírem [2].
Tímto postupem jsme dosáhli pravídelností
v přenášeném množství a Shody s kontrolní kap-
ko'u. U velkýcıh klíček pak Aprůměry odsátí na
filtračním papíru dosahovaly asi 2 cm jako 2
kapky kalibrovaným kapátkem. Uvedenou tech-
níkou jsme pak provedli řaıdu paralelních testů
Ipro kontrolu postupu ředění a ověřili jsme si do-
statečnou přesnost, odpovídající prakticky běžné
títrační technice pípetamí. Mezi výsledky obou
Způsobů vyšetření jsme nalezli velmi dobrou ko-
relací jak v títrací ASLO, tak í v určování CRP
a později í při jiných metodách v běžné práci.
ZjíStíme-lí Závady při odsávání klíčky, opakuje-
me vyšetření. Ie-lí Zpraoováváno jen málo vzor-
ků, lze titrovat Současně každé Sérum ve dvou
řadách a při výsledku hodnotit dosažený vyšší
títr, nebot' chyba v přenosu při Správné technice
může spočívat jen v přenosu menšího objemu.
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Tabuka 1
Antigen A2 Singapore/57
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Výsledky Srovnání Standardní metody S mikrometodou
v hemaglutinačně inhibičním testu. Z tabulkyˇvyplývá Shoda
výsledků S Výjimkou Ojedinělých případů, kdy klička pře-
nesla méně tekutiny. Tuto Závadu lze Odstranit kontrolou
klíček Odsáváním po každém ukončení ředění Sér.

Současně prováděno vyšetření ještě S antígeny B1, B Lee,
D Sendai, C Bratislava. Výsledky obdobné.

V tabulce uvádíme výsledky Získané Standard--
ní metodou na celkový objem 0,8 ml a mikrome-
todou v hemaglutinačně ínhibíčním testu. Vý-
sledky byly 'vcelku Shodné, i když titry Získané
mikrometodou jsou v průměru poněkud nižší.
V tomto po'kuˇSe bylo použito klíček, které byly
již delší dobu v provozu a jejich funkce nebyla

_ kontrolována odšáváním. Kličky je nutno po po-
užití iIhned odsát iiltračním papírem a uložit do
lázně s destilovanou vodou. Přenáší-li Se mate-
ríál infekční, doporučuje Sever (2] jejich pono-
ření do 0,50/0 roztoku hypochloritu Sodného
alespoň na 1 minutu, pak Znovu odsát'í iiltračním
papírem, na 1 min. ponoření do destilovaně Vo-
dy, odsátí, vypálení a uložení. ıAni čištění desek
Z |plexitu nelze jen jednoduše omezit na vyplách-
nutí a uSušení v termostatu. Pozorovalí jsme na
špatně umytých deskách nepříznivý vliv přede-
vším tam, kde indikátorem reakce byla hemolý- _
Za. Při hemaglutinaci může nedostatečné odstra-
nění Saponátu Samo způsobit aglutínaci krvinek."
Proto doporučujeme postupovat podobně jako
u klíček: 30 minut 0,5% hypochlorít sodný, pak
důkladné opláchnutí pod proudící vodou, 30 mi-
nut ponoření do roztoku Saponátu, pak opako-
vaně aspoň 3krát vymytí jemným kartáčkem a
Saponáte'm, pa'k 3krát kartáčkem S teplou vodou
a 3krát mytí kartáčkem v destilované vodě,
opláchnutí destilovanou vodou a nakonec uSuše-
ní při 50°C. Občas je vhodné ponechat desky
v 0,5% HCL přes noc, nebo 'v 10/0 HCL 10 minut.
Stejným Způsobem je třeba mýt pípety a náSadce
a podle možnosti jícıh používat vždy pro určitý
druh přenášené látky.

k‘

Inkubační doba je při uvedené technice zpra-
vidla kratší než při použití Zkumavek. Osvědčílo
Se nám v některých případech pro lepší odlišení
pozitivních výsledků použít centriiugace při mi-
nimálních otáčkách po dobu 1-3 minut, které
Stačí pro vytvoření typického obrazu na dně a
proja-Snění tekutiny. Je však nutno Si vyrobit
vhodný ZávěS do centrifugy. `

P'o Získání Základ'ních Zkušenosti v technice
práce s mikrotítrátorem jsme provedli pokus
o vypracování praco-vních postupů pro nejběžněj-
ší sérologické reakce, kde by bylo možno využít
všech uvedených výhod.

Widalova reakce může být prováděna po 0,025
i 0,05 ml obou slože'k. Ředění Sér i ostatní postup
lze volit Stejný jako v klasické reakci, inkubace
trvá 1 Ihodinu v termostatu 37°C a přes noc
v chladničce. Centriiugací po 30 minutách 0d
Začátku inkubace při 37°C bylo možno dosáh-
nout ihned konečného výsledku, Shodn'ého se
Standardní metodou.

Latexová aglutinace S gamaglobulinem pro
diagnostiku progresivní artrítidy je rovněž dobře
proveditelná. le však třeba použít hustší suspen-
ze latexových částeček [10krát] a gamaglobulin
ředěný 1 : 10. Po inkubaci 2 hodiny v termostatu
při 37° C je možno již test ma'kroskopicky Ode-
číSt. V pozitivním případě dojde k rychlejší Sedí-
men'taci a k vytvoření nepravidelného sedimen-
tu. Reakcí jeV možno zcitlivit centriiugací při
maximálně 1000 obr./min. po dobu 3 minut.

Kolodiová aglutínace s gamaglobulinem rov-
něž vyžaduje hustší Suspenzi částeček. Osvědčíla
se nám 20krát hustší Suspenze než ve Zkumav-
kovém pokusu, gamaglobulín ředěný 1 : 10. Des-
'ky po hodinové inkubaci při pokojové teplotě je
třeba centriiugovat při nízkýcıh otáčkách [maxi-
málně 1000 obr./min.] po dobu 3 minu't. Pro po-
zitivní nález je charakteristický hrubý ˇShluknut ý
sediment, při negativním zůstává zákal.

Titrace hyaluronídázy a antihyaluroˇnidázy
testem MCP je mikrometodou dobře proveditel-
ná. Změnili jsme kvantitativní poměry v pokuse
jen v tom SmySlu, že místo 0,05 m1 séra užíváme
jen 0,025 ml. Výsledky jsou síce v průměru o 1
ředění nižší, ale tato změna podmiňuje prove-
dení testu, kde reagující Složky naplňují objem
pracovního prostoru. Inkubace obou částí poku-
Su je 20 minut v termostatu při 37° C, inkubaci
v chladničce je třeba zkrátit, aby nedošlo k zmrz-
nutí malých množství tekutin. Pro lepší Znázor- .
nění výsleďků stačí ochlazení na 3 minuty ve
zmrazovací lednici při -— 20° C nebo na 5 minut
v chladničce.

Velmi dobré využití zařízení je u hemagluti-
načních metod, kde pozitivní a negativní výsled-
ky lze již Za velmi krátkou dobu dobře odlišit.

Paulova-Bunnelova reakce se kvantitativně
ani Způsobem inkubace neliší od poměrů v Zku-
mavkov'é aglutínací. Pozitivní reakce je charak-
teristická širokým hrubým sedimentem, negativ-
ní tečkovitým sedimente'm v centru, který při
.nˇakloˇnění stéká.
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C-reaktivní protein, určovaný hemaglu'tinací
S C-polysaclharidem maďarské výroby, je jednou
Z nejvhodnějš'ích metod pro mikrotitraci. Lze
použít jak množství po 0,025 ml, tak i po 0,05 ml
obou Složek, inkubace se Však Zkracuje na 1 ho-
dinu v termostatu, `místo24 hodin při zkumavko-
vé metodě. Odečítání je stejné jako u ostatních
hemaglutinací. .

Heˇmflaglutinačně inhibiční test: titraci virů do-
poručujeme provést obvyklou metodou ve zku-
mavkách [3]. Při vlastním pokusu pipetujeme po
0,025 ml Sıéra, jednu kapku 4 jednotek viru a po
15 minutách, při pokojové teplotě nebo v chlad-

, nièce, přidáme 2 kapky 0,50/0 krvinek a inkubu-
jeme 30 minut při pokojové teplotě, nebo 60 mi-
nut v chladničce. Dáváme přednost ledničkové
metodě, protože výsledky jsou lépe hodnotitel-
né. Odečítáme lna bílém podkladu. Inkubace přes
'noc [2] není nutná, protože již neovlivňuje Vý-
Sledek. Pro krátkou dobu inkubace není nutné
krytí desek, aby se zabránilo odpařování [2].

Krevní skupiny včetně určování Rh faktoru
jsou velmi dobře proveditelné, a to i bez centri-
fugace. ‘

Rovněž reakce Založené na lýze červených
krvinek lze aplikovat na tuto techniku. Anti- .
Streptolyzin-O je v mikrotitrátoru určován ve
Stejnýoh vzájemných poměrech jako ve Zkumav-
kové metodě, rovněž doby inkubace nebylo nut-
no měnit. Pokus je odečítán Za 1 hodinu při
37° C a 1 hodinu při pokojové teplotě.

Deviıaci komplementu lze rovněž Zjednodušit
v technice provedení. Zde však doporučujeme
využít tohoto aparátu jen pro reakce kvantita-
tivní, nebot' při práci S jedním. ředěním séra ne-
jsou přednosti nové techniky dostatečně využity.

Je Samozřejmě, že řada dalších S'érologických
metod i některé metody prováděné v biochemic-
kých laboratořích a založené na Ílokulaci jsou
vhodné pro uvedenou techniku. Výhody celého
postupu jsou značné. Mikrotitrátor umožňuje vy-
šetření mnohem většíiho počtu vzorků, než běž-
nou technikou. V řadě metod zkracuje inkubačn'í

dobu, výsledky lze odečítat S větším přehledem
a je možno lépe Srovnávat reakce v jednotlivých.
sérech. Důležitou předností je 4krát-10krát men-
ší Spotřeba reagencií. jednou z nejcennějších vý-
hod je však výrazné omezení laboratorního skla
pro sérologii —— pipet a zkumavek —— včetně jeho
mytí, které v rutinních laboratořích Značně Za-
městnává myčku Skla.

P'řístroji lze však vytknout i určité nedostatky,
které mohl- výrobce či dodavatel jistě odstranit. '
Kličky totiž nejsou vyrobeny z dostatečně kva-
litního drátu, takže po delším použití Ztrácejí.
přesnost v kalibraci. Též uchycení drátu v držát-
ku často není pevné a Verde k chybné funkci.
Proto by bylo vlhodné zajistit dovoz rezervních
klíček.

Vzhledem k tomu, že mikrotitrátor při Svých
výhodách vcelku nahrazuje podle naší zkuše-
ností klasickou sérologickou titrační techniku,
doporučujeme všem pracovištím, aby využila vý-
hod tohoto maďarského přístroje. Uvedená me-
chanizace práce jistě na mnoha pracovištích
může Zlepšit nedostatky v personálním vybavení
a zvýšit bezpečnost práce. Případné použití pří--
Stroje v polních podmínkách Vzhledem k výše
uvedeným vý'hodám je jasné. ›

Souhrn

Autoři popisují' Své zkušenosti Se Soupravou Ini-
krotitrátoru maďarské výroby v Sérologické práci.
Podle výsledků paralelního vyšetření tento přístroj
prakticky nahrazuje běžnou sérologickou techniku
a umožňuje zrychlení a zlevnéni pracovního proce-
Su. V práci je třeba zachovávat určitý postup, kte-
rým autoři doplňují návod výrobního podniku.
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