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ZKUSENOSTI S MIKROTECHNIKOU V SEROLOGICKE DIAGNOSTICE
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Pfesto, Ze se sérologickych vySetiovacich me-
tod od minulého stoleti pouZiva stale vice, tech-
nika prace se u béZzné provadénych reakci témeét
nezmeénila. Rozvoj metod se zaméfil spiSe na za-
vddéni novych, citlivych metod, na priikazy ne-
uplnych protilatek, precipitinti, pouZiti korpus-
kuldrnich nosi¢l antigenu, precipitace v gelech
a imunoelektroforézu. Na druhé strané se kla-
sické sérologické reakce ve vétSin€ laboratoii
provadéji bez ohledu na spotfebu reagencii i ¢as
pracovnikli. Znadny prinos v zavadéni novych
metodik v sérologii néleZi virologlm. Pro svou
prdci s mnoha antigeny soucasné potfebovali
metodu jednoduchou, rychlou, kterd by rovnéz
sniZila spotfebu casto nedostatkovych antigena.
Reakce provadéné na deskach se tedy staly pred-
chiidci nové techniky. Urychleni prace, které je
soucasneé se zvySenim bezpecnosti zajiSténo polo-
automatickymi pipetami, umoZiiuje podle naSich
zkuSenosti zvysit maximdalni pocet vySetfeni aZ
0 1/3 denné. Neodstraiiuje vdak viechny nevyho-
dy préce se zkumavkami a sloZitou pripravu la-
boratorniho skla, které je navic ¢asto velmi ne-
jednotné. V roce 1950 sestrojil v Madarsku Ta-
katsy soupravu pro usnadnéni prdce s mikrovo-
lumy a nazval ji mikrotitrdtor. PouZil misto redi-
cich pipet zvlaStnich klicek, misto zkumavek
plexiskla s jamkami a k prendSeni tekutiny
zvla§tnich kalibrovanych pipet. Aparat se v Ma-
darsku velmi osvédc¢il, a byl proto zarazen i do
vyroby (1). Jeho p¥ednosti byly potvrzeny pak
celou fadou zkuSenosti, zvlasté ve virologické
sérologii. DalSi zdokonaleni bylo provedeno- ve
Spojenych statech, kde cinnost mikrotitratoru
provéiil Sever (2). Madarskd souprava byla
v poslednich letech dovaZena i k ndm, av3ak za-
tim nebyly publikovdny v naSem pisemnictvi
zku$enosti s timto titraénim zarizenim. Dovoluje-
me si proto sdélit své zkuSenosti po nékolikale-
tém vyzkouSeni apardtu v bé&Zné sérologicke
diagnostice.

Celd souprava se sklada z n&kolika soucasti
uloZenych v drevéné krabici. Redici kli¢ky jsou
vyrobeny z materidlu odolného k teplu — spira-
lového dréatu, ktery povrchovym napé&tim po na-
modeni do kapaliny umoZiiuje standardni nabér.
12 kligek je urceno pro pienos 0,05 ml, 24 klicek
prendsi 0,025 ml tekutiny. Vyrobcem je garanto-
véna u obou typa kli¢ek maximalni chyba * 3 %.
Titrovani se d&je prenaSenim kapaliny Kklickou
z jednoho otvoru do druhého s pravidelnym pro-
michanim. Kli¢ky jsou nahofe ziZeny, takZe je
moZno titrovat soucasnd 6—8 sér. UdrZba klicek
je v mdvodu doporuena pouhym vypalenim.

~

Desky z plexiskla nahrazuji zkumavky, 12 desek
se 72 otvory tedy nahrazuje 864 zkumavky. Otvo-
ry jsou 6 mm Siroké se dnem kuZelovitym, umoz-
NHujicim snaz3i odecitani zvladt& u aglutinace.
Pracovni objem ¢ini 0,075 — 0,125 ml a umoZiiuje
tak provedeni prakticky vSech reakci. DalSi sou-
dasti je 6 sklenénych pipet a 12 kovovych nésad-
cl, zamontovanych do plexiskla, kterymi lze ka-
panim rozpliiovat tekutinu po 0,025 ml v jedné
kapce.

K pristroji je pfiloZen ndvod, podle néhoZ jsme
se snaZili zpo€atku postupovat. Prvé nasSe zkuSe-
nosti byly velmi Spatné. I kdyZ jsme zachovavali
presné postup podle navodu, nepodarilo se ndm
nikdy pfenést kli¢kami prisluSné mnozZstvi ka-
paliny, takZe pozitivni reakce u zndmych pozitiv-
nich sér byly pozorovadny maximalné ve dvou az
tfech Fedénich, i kdyZ v kontrolni Ffadé normalni
technikou doSlo k reakci aZ do vysokych titri.
Urcitého zlepSeni jsme dosdhli: aZ po pouZiti po-
stupu navrZeného Severem (2). Shodné s nim
jsme totiZ pozorovali, Ze kli¢ky Cerstvé vypdlené
prendSeji kapaliny vice neZ klicky vypéalené
napf¥. minulého dne. UZivali jsme radu zpsobl
ksledovani mnoZstvi prendSené kapaliny, zvlasté
prendSeni barevnych tekutin a srovnani s bar-
vou v Fadé pfipravené naprosto presnou titraci
ve velkém mnoZstvi. Nejlépe z téchto kontrol-
nich metod se ndm osvédCilo odsavani tekutiny
z klicky filtraénim papirem stejné kvality
(Whatman 3). Malé klicky pro 0,025 ml tekutiny
mély vytvofit ma papiru kruh o praméru asi
1,6 cm. Kli¢ky vSak prenaSely kapaliny mnohem
méné a navic velmi nepravidelné, zvlasté kdyZ
od vypéleni uplynulo nékolik hodin. Nejlépe pra-
covaly t&sn& po odséati filtraénim papirem (2).
Timto postupem jsme dosdhli pravidelnosti
v pfendaSeném mnoZstvi a shody s kontrolni kap-
kou. U velkych klicek pak priméry odsati na
filtraénim papiru dosahovaly asi 2 cm jako 2
kapky kalibrovanym kapéatkem. Uvedenou tech-
nikou jsme pak provedli fadu paralelnich testil
pro kontrolu postupu fedéni a ovérili jsme si do-
statednou presnost, odpovidajici prakticky bézné
titraéni technice pipetami. Mezi vysledky obou
zpiisobli vySetfeni jsme nalezli velmi dobrou ko-
relaci jak v titraci ASLO, tak i v urovani CRP
a pozdgji i pFi jinfch metoddch v b&Zné praci.
Zjistime-li zdvady pii odsavani klicky, opakuje-
me vySetfeni. Je-li zpracovdvadno jen mélo vzor-
ki, 1ze titrovat soucasné kaZdé sérum ve dvou
faddch a pfi vysledku hodnotit dosaZeny vyssi
titr, nebot chyba v pfenosu pfi spravné technice
miiZe spoé&ivat jen v pfenosu mensiho objemu.
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Tabuka 1 ’
Antigen Az Singapore/57
Titr Titr v mikrometodg& ,
zkumav-

kové | Cel
reakce (<8 8 16 32 64 | 128 | 256 -
. kem
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Celkem 38 64 10 | 4 4 ' 4 l 2 | 126

Vysledky srovnani standardni metody s mikrometodou
v hemaglutinaéné inhibi&nim testu. Z tabulky vypl§va shoda
vysledkdl s vyjimkou ojedin&lych pfipadf, kdy klidka pie-
nesla méné tekutiny. Tuto zdvadu lze odstranit kontrolou
klitek odsdvanim po kaZdém ukondeni fed&ni sér.

Soutasné provadéno vysetfeni jeSt& s antigeny B1, B Lee,
D Sendai, C Bratislava. Vysledky obdobné.

V tabulce uvadime vysledky ziskané standard-
ni metodou na celkovy objem 0,8 ml a mikrome-
todou v hemaglutina¢né inhibi¢nim testu. Vy-
sledky byly vcelku shodné, i kdyZ titry ziskané
mikrometodou jsou v priméru pondkud niZ3i.
V tomto pokuse bylo pouZito klidek, které byly
jiZ delsi dobu v provozu a jejich funkce nebyla
. kontrolovana odsavanim. Kli¢ky je nutno po po-
uZiti ihned odséat filtraénim papirem a uloZit do
lazné& s destilovanou vodou. PF¥enaSi-li se mate-
ridl infekéni, doporutuje Sever (2) jejich pono-
Feni do 0,5% roztoku hypochloritu sodného
alespoii na 1 minutu, pak znovu odsati filtracnim
papirem, na 1 min. ponofeni do destilované vo-
dy, odsati, vypéaleni a uloZeni, Ani ¢isténi desek
z plexitu nelze jen jednoduSe omezit na vyplach-
nuti a usuSeni v termostatu. Pozorovali jsme na
Spatné umytych deskdch nepf¥iznivy vliv piede-

v§im tam, kde indikdtorem reakce byla hemoly- .

za. P¥i hemaglutinaci miZe nedostatec¢né odstra-
néni sapondtu samo zplsobit aglutinaci krvinek.
Proto doporudujeme postupovat podobné jako
u klicek: 30 minut 0,5% hypochlorit sodny, pak
dikladné opldchnuti pod proudici vodou, 30 mi-
nut ponofeni do roztoku saponédtu, pak opako-
vané aspoil 3krat vymyti jemnym kartdckem a
sapondatem, pak 3krat kartdckem s teplou vodou
a 3krat myti kartdCkem v destilované vodg,

w

oplachnuti destilovanou vodou a nakonec usuie- -

ni p¥i 50° C. Obcfas je vhodné ponechat desky
v 0,5% HCL pies noc, nebo v 1% HCL 10 minut.
Stejnym zplisobem je tfeba myt pipety a ndsadce
a podle mozZnosti jich pouZivat vZdy pro urcity
druh pFenaSené latky.

Inkubaéni doba je pri uvedené technice zpra-
vidla krat$i neZ pf¥i pouZiti zkumavek. Osvédcilo
se ndm v nékterych pripadech pro lepsi odliSeni
pozitivnich v§sledkli pouZit centrifugace p¥i mi-
nimélnich otd¢kach po dobu 1—3 minut, které
stadi pro vytvoreni typického obrazu na dné a
projasnéni tekutiny. Je vSak nutno si vyrobit
vhodny zavés do centrifugy.

Po ziskani zakladnich zkuSenosti v technice -
prdce s mikrotitrdtorem jsme provedli pokus
0 vypracovani pracovnich postupl pro nejbéZnéj-
3i sérologické reakce, kde by bylo moZno vyuZit
vSech uvedenych vyhod.

Widalova reakce miiZze byt provadéna po 0,025
i 0,05 ml obou sloZek. Redé&ni sér i ostatni postup
lze volit stejny jako v klasické reakci, inkubace
trvd 1 hodinu v termostatu 37°C a pfes noc
v chladnidce. Centrifugaci po 30 minutdch od
zaGatku inkubace pifi 37°C bylo moZno dosih-
nout ihned kone¢ného vysledku, shodného sc
standardni metodou.

Latexova aglutinace s gamaglobulinem pro
diagnostiku progresivni artritidy je rovnéZ dobi'e
proveditelna. Je v8ak tfeba pouZit hust3i suspen-
ze latexovych CGéastecek (10krdt) a gamaglobulin
fed&ny 1 : 10. Po inkubaci 2 hodiny v termostatu
pfi 37°C je moZno jiZ test makroskopicky cde-
¢ist. V pozitivnim p¥ipadé& dojde k rychlejsi sedi-
mentaci a k vytvofeni nepravidelného sedimen-
tu. Reakci je moZno zcitlivit centrifugaci pfi
maxim4lné 1000 obr./min. po dobu 3 minut.

Kolodiova aglutinace s gamaglobulinem rov-
n&% vyzaduje hustsi suspenzi ¢astetek. Osvédcila
se nam 20krat hust3i suspenze neZ ve zkurhav-
kovém pokusu, gamaglobulin Fedény 1 : 10. Des-
ky po hodinové inkubaci pifi pokojové teploté je
tfeba centrifugovat p¥i nizkych otdckach (maxi-
méalng 1000 obr./min.) po dobu 3 minut. Pro po-
zitivni nélez je charakteristicky hruby shluknuty
sediment, p¥i negativnim zlstava zakal.

Titrace hyaluroniddzy a antihyaluronidazy
testem MCP je mikrometodou dobfe proveditel-
na. Zménili jsme kvantitativni pomé&ry v pokuse
jen v tom smyslu, Ze misto 0,05 ml séra uzivame
jen 0,025 ml. Vysledky jsou sice v prameéru o 1
feddni niZsi, ale tato zména podmiiiuje prove-
deni testu, kde reagujici sloZky napliiuji objem
pracovniho prostoru. Inkubace obou ¢asti poku-
su je 20 minut v termostatu p¥i 37°C, inkubaci
v chladnié&ce je t¥eba zkrétit, aby nedoslo k zmrz-
nuti malych mnoZstvi tekutin. Pro lep3i znazor-
n&ni vysledkd sta¢i ochlazeni na 3 minuty ve
zmrazovaci lednici pfi — 20° C nebo na 5 minut
v chladnicce.

Velmi dobré vyuZiti zafizeni je u hemagluti-
naénich metod, kde pozitivni a negativni vysled-
ky lze jiZz za velmi kratkou dobu dobie odlisit.

Paulova-Bunnelova reakce se Kkvantitativné
ani zptisobem inkubace neli3i od pomé&rd v zku-
mavkové aglutinaci. Pozitivni reakce je charak-
teristicka $irokym hrubym sedimentem, negativ-
ni teckovitym sedimentem v centru, ktery pfi
naklonéni stéka.
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C-reaktivni protein, urdovany hemaglutinaci
s C-polysacharidem madarské vyroby, je jednou
Z nejvhodnéjSich metod pro mikrotitraci. Lze
pouZit jak mnoZstvi po 0,025 ml, tak i po 0,05 m!
obou sloZek, inkubace se vSak zkracuje ma 1 ho-
dinu v termostatu, misto 24 hodin p¥i zkumavko-
vé metodé. Odecditdni je stejné jako u ostatnich
hemaglutinaci. .

Hemaglutina¢né inhibiCni test: titraci vird do-
porucujeme provést obvyklou metodou ve zku-
mavkach (3). Pri vlastnim pokusu pipetujeme po
0,025 ml séra, jednu kapku 4 jednotek viru a po
15 minutéch, p¥i pokojové teploté nebo v chlad-
niéce, pfiddme 2 kapky 0,5% krvinek a inkubu-
jeme 30 minut pfi pokojové teploté, nebo 60 mi-
nut v chladnic¢ce. Dadvdme prednost lednickové
metodé&, protoZe vysledky jsou lépe hodnotitel-
né. Odecitdme na bilém podkladu. Inkubace pies
noc (2) neni nutnd, protoZe jiZ neovliviiuje vy-
sledek. Pro kratkou dobu inkubace neni nutné
kryti desek, aby se zabranilo odpafovani (2).

Krevni skupiny vetn& urcovani Rh faktoru
jsou velmi dobfe proveditelné, a to i bez centri-
fugace.

RovnéZ reakce zaloZené mna lyze cCervenych

krvinek lze aplikovat na tuto techniku. Anti- .

streptolyzin-O je v mikrotitrdtoru urcovédn ve
stejnych vzajemnych pomérech jako ve zkumav-
kové metodé, rovnéZ doby inkubace nebylo nut-
no meénit. Pokus je odeditdn za 1 hodinu pfi
37°C a 1 hodinu p¥i pokojové teploté.

Deviaci komplementu lze rovnéZ zjednodusit
v technice provedeni. Zde v3ak doporucujeme
vyuZit tohoto apardtu jen pro reakce kvantita-
tivni, nebot pri préci s jednim Fedénim séra ne-
jsou prednosti nové techniky dostateCné vvuZity.

Je samoziejmé, Ze Fada dalSich sérologickych
metod i nékteré metody provddéné v biochemic-
kych laboratorich a zaloZené na flokulaci jsou
vhodné pro uvedenou techniku. Vyhody celého
postupu jsou znaéné. Mikrotitrdtor umoziuje vy-
Setfeni mnohem vétS§iho poétu vzorkl, neZ béz-
nou technikou. V Fadé metod zkracuje inkubacni

dobu, vysledky lze odecitat s vétSim piehledem
a je moZno lépe srovnavat reakce v jednotlivych
sérech. DileZitou pfednosti je 4krat—10krat men-
i spotfeba reagencii. Jednou z nejcennéjsich vy-
hod je v8ak vyrazné omezeni laboratorniho skla
pro sérologii — pipet a zkumavek — vcetné jeho
myti, které v rutinnich laboratofich znacné za-
meéstnava mycku skla.

PFistroji 1ze v3ak vytknout i uréité nedostatky,
které mohl vyrobce ¢i dodavatel jist& odstranit.
Klicky totiZ nejsou vyrobeny z dostatetn& kva-
litniho dratu, takZe po del$im pouZiti ztraceji .
presnost v kalibraci. TéZ uchyceni dratu v drzat-
ku Casto neni pevné a vede k chybné funkci.
Proto by bylo vhodné zajistit dowoz rezervnich
klicek.

Vzhledem k tomu, Ze mikrotitrator pii svych
vyhodach vcelku nahrazuje podle na$i zkuSe-
nosti klasickou sérologickou titraéni techniku,
doporucujeme vSem pracoviS§tim, aby vyuZila vy-
hod tohoto madarského pfistroje. Uvedena me-
chanizace préace jisté na mnoha pracoviStich
miiZe zlepS$it nedostatky v persondlnim vybaveni
a zvySit bezpecdnost prace. P¥ipadné pouZiti p¥i-
stroje v polnich podminkdch vzhledem k vySe
uvedenym vyhodam je jasné.

Souhrn

Autofi popisuji své zkuSenosti se soupravou mi-
krotitrdtoru madarské vyroby v sérologické praci.
Podle vysledki paralelniho vySetfeni tento p¥istroj
prakticky nahrazuje bé&Znou sérologickou techniku
a umoZiiuje zrychleni a zlevn&ni pracovniho proce-
su. V préaci je tfeba zachovéavat urcity postup, kte-
rym autofi dopliiuji ndvod vyrobniho podniku.
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