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1. Uvod

Instrumentalni analyza je kazdym rokem obohacova-
na novymi pfistroji umoziujicimi netuSené moznosti vyu-
ziti pfi stanoveni a detekci nizko- i vysokomolekularnich
latek, a to jak vmnoha védnich odvétvich, tak
i v praktickych aplikacich. Soub&zné s témito mnohdy
vysoce sofistikovanymi analytickymi postupy se jiz desit-
ky let vyvijeji metody imunochemické. Zatimco analyticky
chemik pouzivé pfedevsim fyzikalni a chemické techniky,
chemik pfiroda vyuziva zvlasté nekovalentni vazby. Imu-
nochemické techniky jsou zalozeny na nekovaletnich in-
terakcich mezi specifickym ¢inidlem (protilatka) a analy-
tem. Je zfejmé, ze uvedené metody jsou ve svém principu
detekce zcela odliSné. Protilatky rozeznédvaji molekuly
nikoliv striktn¢ podle jejich chemického slozeni, ale podle
jejich prostorového usporadani, resp. vnéjsiho elektrono-
vého obalu. Jde tedy o vzdjemné interakce atomi nebo
celych molekul na principu zndmé teorie Emila Fischera
,.zdmek a kli¢“! nebo efektu indukovaného pfizpﬁsobeniz.

Imunochemické techniky maji potencidl detegovat
nebo i stanovit nizko- a vysokomolekularni latky relativné
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rychle a to &asto velmi jednoduchym postupem™”. Historie
téchto metod zacala jiz ve dvacatych letech minulého sto-
leti vyvojem imunoprecipitacnich technik’. Rokem 1959 je
datovan rozvoj kvantitativnich imunochemickych postupii
na mikrotitraénich desti¢kach. Objev radioimunoanalyzy®
byl ocenén Nobelovou cenou. O deset let pozdéji byla
vyvinuta uZzivatelsky pfijemnéj$i enzymova imunoanaly-
za’, kterd doznala §irokého rozsiteni ve vSech oblastech
bioved®.

Brzy poté byl rozpoznan potencial imunochemickych
metod pro vyvoj jednoduchych a rychlych technik detekce
nizko- a vysokomolekularnich latek, jakoz i mikroorganis-
mi. Cilem téchto metod je sestavit co nejjednodussi sys-
tém, kterym by bylo mozné pouhou aplikaci kapalného
vzorku ziskat na detek¢ni membrané vysledek v n€kolika
minutach. VSeobecné zndmym reprezentantem téchto tech-
nik je domaci téhotensky test’. Jinou moznosti je tzv. dip-
stik, ktery nahrazuje membranu plastovou ty&inkou'* "%

Tyto jednoduché postupy se mohou kombinovat
s jinymi technikami, napf. se soucasnou detekci nukleo-
vych kyselin. Takovd metoda je potom vhodnd zejména
pro detekci patogennich mikroorganismi'* ">, Vyvoj t&ch-
to technik stale pokracuje a v posledni dobé se detekcni
systémy dopliiuji mikroCipy, nanocasticemi a elektronic-
kou detekei' ',

V tomto ¢lanku se budeme zabyvat popisem jedné
z jednodussich, rychlych a nejrozsifenéjsich imunoanaly-
tickych technik, ,lateral flow immunoassay* (LFIA), pro
v lateralnim toku na membrané*. Tato technika je zalozena
na interakci specifickych protilatek s detegovanym analy-
tem, pricemz jeden z partnerl je barevné oznacen a druhy
je zakotven na membrané. K interakci protilatky
s analytem dochazi pfi pritoku interagujicich latek mem-
branou. Analyt je potom mozné vizudlné detegovat.

2. Piiprava imunochemického testu

Schéma LFIA je na obr. 1A. Na plastovém vyztuzeni
je polozena membrana. Na levé strané membrany (zacatek
testu) je jedna nebo vice podlozek, které slouzi k aplikaci
vzorku nebo dal$ich imunoreagencii. Na vlastni membrané
jsou pak minimaln¢ dvé mista, na kterych jsou imobilizo-
vany protilatky nebo konjugaty proteinti s analytem,
v podobé¢ uzkych pri¢nych linek. O misté, kde je protilatka
nebo konjugat protein-analyt imobilizovan, rozhoduje
zvoleny format detekce. Na pravé strané membrany (konec
testu) je absorp¢ni podlozka, kterd urychluje tok membra-
nou. Cely systém muze byt, zejména pro komercni ucely,
ulozen v plastovém krytu, ktery ma otvory pouze pro apli-
kaci vzorku a vizudlni kontrolu testovaci a kontrolni linie.
Nejvyznamngéjsi slozky imunochemického testu jsou mem-
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Obr. 1. Schéma imunochromatografického testu; A — pohled z boku, B — pouzity format ¢. 2, viz kap. 3, C — pohled shora, D — ko-
mercni souprava, a — podlozka pro vzorek, b — podlozka pro konjugat, ¢ — testovaci linie, d — kontrolni linie, e — absorpéni podlozka, f—
membrana, g — podlozka pod membranu, h — plastovy kryt, i — konjugat inertni bilkoviny s haptenem, j — hapten, k — konjugét primarni

protilatky protilatky s barevnou ¢astici, 1 — sekundarni protilatka

brana, protilatka jako cinidlo specificky vazajici analyt
a znacka pouzita k barevnému zviditelnéni vysledku testu.

2.1. Membrany

Membrany pouzivané pro pripravu diagnostickych

Jsou vesmés tenké a kiehké, a proto jsou umistény na plas-
tovém vyztuzeni. Nejéastéji pouzivanym materidlem je
nitrocelulosa, kterou vyrabi fada firem, napf. Whatman,
Millipore. Vyuzivany jsou vsak i jiné polymerni materialy,
napi. nylon nebo polyethylen'®. Dilezita kriteria pro vybér
membrany jsou jeji schopnost dobfe vazat detekéni Cini-
dlo, tj. proteiny (protilatky nebo konjugat protein-analyt)
a vhodna velikost jejich pord, ktera ovliviuje kapilarni sily
a tim i prabeh detekéniho procesu. Velikost port vyrabé-
nych membran je mezi 0,05 az 12 mm. Vlastnosti mem-
bran vSak lépe charakterizuje rychlost pritoku kapaliny
jejich kapilarami v cm s~ (cit.?®). Rychlost prittoku roztoki
analytu nebo znacenych molekul membranou vyznamné
ovliviiyje interakce detekéniho Cinidla a analytu, a tudiz
i vysledek analyzy. Obecné plati, Zze vétsi velikost port
rozsifuje testovaci linku a potom je citlivost detekce niZsi.
Zatim vsak nebyl v literatufe popsan vybér vhodné mem-
brany, a tak optimalni podminky detekce si musi zjistit
kazdy experimentitor sam’'. Membrany s imobilizo-
vanymi proteiny mohou byt skladovany pfi b&znych teplo-
tach v laboratofi po dobu n¢kolika mésici.
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Detekéni systém obsahuje, kromé diagnostické mem-
brany, jest€ podlozky pro aplikaci vzorku a konjugatu.
Podlozka pro vzorek je z celulosy a podlozka pro konjugat
je tvofena sklenénymi, celulosovymi nebo polyesterovymi
vldkny*.

Podlozka slouzici pro aplikaci vzorku mize byt vyu-
zita riiznym zpusobem. Kromé jednoduché, pfimé aplikace
vzorku k analyze, mize byt tato podlozka nasycena ruzny-
mi reagenciemi, napf. proteiny, detergenty, které ovliviuji
rychlost pritoku vzorku diagnostickou membranou, reak¢-
ni dobu analyzy, ale mohou také pusobit jako filtr, ktery
odstraiiuje hrubé Castice pfitomné v analyzovaném vzorku.
Rovnéz v tomto ptipadé musi experimentator sam vyhledat
optimalni podminky priibéhu analyzy"®.

Absorbéni podlozka pisobi jako tampon, nasava roz-
tok z membrany a urychluje tak postup detekce. Nejcastéji
se pouzivaji celulosové filtry.

2.2. Znacky pouzivané k vizualni detekci

Vizualni detekci vysledku analyzy umoziiuje pouziti
barevnych znacek ve formé nanocastic velikosti v fadu
pouziva je vétSina autort (az v 75 %). Kromé nanocastic
zlata se pouzivaji nanocastice uhliku (az v 5 %), v mensi
mife barevné latexové nanocastice, liposomy s fluorescen-
¢ni nebo bioluminiscenéni znackou'’, nanodastice selenu?,
silikatové nanoéastice s chelatem europia'’, aj.
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Nanocastice zlata

Koloidni zlato je pouzivano stovky let k barveni skla
a hedvabi, ve stfedovéké mediciné na diagnozu sifilitidy
a v moderni dobé v chemické katalyze, v nelinearni optice,
v supramolekularni chemii, pfi molekularnim rozliSovani
a v biov&dach. Prednosti koloidniho zlata je, Ze je nejsta-
bilngjsi ze vSech dosud znamych koloidd. V poslednich
15 letech se uplatiuji v imunochemii nanocastice zlata ke
znaéeni proteinovych molekul (napt. protilatek), nukleo-
vych kyselin, ale i ¢asti bun€¢k nebo mikroorganismu.. Vyu-
ziva se hydrofobni interakce mezi nanocastici zlata a mole-
kulou proteinu/nukleové kyseliny'®. Jako velmi usp&ina se
ukazala velikost &astic mezi 10-40 nm (cit.*). Typicky
pramér ¢astic pouzivanych v imunochemickych testech je
40 nm. Takovéto ¢astice jsou Gervené”. Nano&astice zlata
maji jesté dalsi prednosti. Na rozdil od mnoha organickych
barviv nepodléhaji rozkladnym procesim ucinkem svétla,
nejsou toxické, jejich aplikace je snadnd a jsou dlouhodobé
stabilni, pokud jsou skladovany v suchu pti 4 °C. Jsou
komercné dostupné, ale vétSina autort si je pripravuje
redukei jednoduchych soli zlata".

Nanocastice uhliku

Podobné jako u nanocastic zlata, které jsou Cervené,
je rozhodujici prednosti materiald s obsahem uhliku pro
jejich vyuziti pro vizualni detekci jejich Cerné zbarveni.
Prvni vyuziti sazi (typ Special Black 4, firmy Degussa
AG) jako znatky bylo popsano jiz pied dvaceti lety®.
Vlastnosti a pfednosti nanoc¢astic uhliku jsou detailné pied-
staveny v prehledném &lanku®’. Na rozdil od nano&astic
zlata nejsou nanocastice pfipravené ze sazi presn€ defino-
vané a jejich velikost se pohybuje v desitkach az stovkach
nm. Ackoliv se miiZze zdat heterogenni nedefinovana smés
¢astic uhliku nevhodnou pro uplatnéni v analyze, v mnoha
aplikacich se vSak ukazuje vyhodna. Je tomu tak proto, Ze
mensi Castice dosahnou testovaci linii rychleji nez vétsi
a dochazi tak k roz$ifeni analyticky vyuzitelné oblasti kon-
centraci detegované¢ho analytu (potlacenim tzv. hook efek-
tu), v nékterych ptipadech az o &tyfi fady”™®. Nano&astice
uhliku se mohou ziskat také z jinych zdroji, napt. riznych
uhlovodikd, cyklodextrintl, fruktosy, aj. Pfiprava nanocas-
tic ztéchto zdroju je pomérné slozitd a mnohdy je také
cena vychoziho materidlu pomérn€ vysoka. Tyto nedostat-
ky byly odstranény pfipravou nanocastic z prirodniho uhli-
ku pomoci ultrazvuku v prostiedi peroxidu vodiku®’. Poda-
filo se tak ziskat nanocastice uhliku velikosti 5-10 nm.
S pomoci nanocastic uhliku 1ze dosahnout detekénich limi-
th v fadu pM a to jak vizualni detekci, tak i pomoci skene-
ru nebo digitalni kamery. Studie, ktera se zabyvala vhodnosti
riznych znacek pro imunochemické detekce, prokézala, Ze
nano&astice uhliku patii po zlatu mezi nejpouzivangjsi>’.

2.3. Specificka detekéni ¢inidla — protilatky

Kli¢ovy vyznam pro ziskani specifity a citlivosti de-
tekce analytu mé afinita/avidita pouZivané protilatky. Ac-
koliv se jedna o nejvyznamnéjsi soucast detek¢niho testu,
zmifuji se o nich autofi publikaci jen velmi okrajové. Mo-
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noklondlni protilatky se pouzivaji asi pétkrat Castéji nez
polyklonalni protilatky. V mensi mife se objevuji préce,
které vyuzivaji rekombinantnich protilatek. Velmi se
osvédeily napt. pii detekci mikrocystinu®'. V detekénim
postupu mizeme pouzivat jak neznacené, tak znacené spe-
cifické protilatky vybranou znackou. Znaceni protilatky je
s ohledem na jejich vysokou cenu a jejich vyssi spotiebu
finan¢né narocné. Jisté nebezpeci skryva i vlastni proces
znaceni protilatky, ktery mize ovlivnit/snizit jejich imuno-
reaktivitu. Nékdy je vhodné&jsi pouzit znacené tzv. sekun-
darni protilatky. Jsou to protilatky, které interaguji se spe-
cifickou protilatkou a jsou tedy univerzalnim cinidlem
bézné komercné dostupnym, a proto mnohem levnéjsi nez
specifické/primarni protilatky. Jejich dalsi vyhodou je, Ze
bezprostiedné nezasahuji do vlastni interakce analyt-
specificka protilatka a neovliviuji vysledek analyzy'’.

3. Detekéni princip

Princip detekce LFIA spocivd v pohybu kapalného
vzorku membranou, na které je testovaci linka (detekéni
z6éna) a kontrolni linka. Pokud je analyt pfitomen
v analyzovaném vzorku, zachyti se v detekcni zoné a to se
projevi zbarvenim linky podle druhu pouZité znacky. Pre-
bytecna protilatka se zachyti na kontrolni lince, ktera se
také zbarvi. Neobsahuje-li vzorek analyt, zabarvi se pouze
kontrolni linka. Zbarveni kontrolni linky dokazuje spravny
pribeh detekcee.

Detek¢ni formaty

Pouzity format detekce se voli podle typu analytu.
Nizkomolekularni latky, které maji jedno vazebné misto
(jeden epitop) pro protilatku, se mohou detegovat pouze
v tzv. kompetitivnim formatu. Nejcastéji se pouzivaji dva
formaty'”:

1. Protilatka je nanesena na testovaci linii. Smés analytu
pritomného ve vzorku je aplikovana na podlozku pro
vzorek, znaceny analyt na podlozku pro konjugat
a oba typy analyti soutézi spolu o vazebné misto na
protilatce navazané na testovaci linii.

Na testovaci linii je nanesen konjugat analyt-protein.
Analyt je aplikovan na podlozku pro vzorek a znacend
protilatka na podlozku pro konjugat. V tomto uspota-
déni soutéZi o vazbu na znacenou protilatku analyt
vazany na testovaci linii s analytem vzorku (obr. 1B).
Obr. 1C je pohled shora na detekéni membranu
a obr. 1D je ukazka komer¢ni soupravy.

V obou ptipadech ziskané vysledky negativné koreluji
s koncentraci analytu. Cim vice je analytu ve vzorku, tim
je zbarveni testovaci linie slabsi*”.

Vysokomolekularni latky, které maji vice nez jeden
epitop, se deteguji v tzv. sendvicovém formatu. Na testo-
vaci linii se nanese specificka protilatka proti analytu. Na
podlozku pro vzorek se aplikuje druha (jina) specificka
protilatka proti analytu, ktera je znacena, a analyt. Analyt
se v pribéhu detekce vaze jak na druhou protilatku, se
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kterou putuje membranou, tak i na vazanou prvni protilat-
ku. Cim vice je analytu ve vzorku, tim je zbarveni testova-
ci linie silngjsi*>.

Optimalizace detekce

Pfi vyvoji detekéniho systému je tieba nejprve najit
optimélni koncentrace znacenych molekul a pouzitych
protilatek. Dalsim krokem je pak vyhledat vhodnou polohu
pro testovaci linku. Oba tyto kroky maji vliv na ziskani co
nejnizsiho detekéniho limitu'®. Vyznamnou roli viak hraje
i vybér materidlu pro diagnostickou membranu, znaceni
protilatky nebo konjugatu hapten-protein. Pouze sladéni
viech téchto faktorti vede k usp&iné detekéni souprave®’.

4. Vyhodnoceni vysledku imunochemického
testu

Vysledek ziskany pomoci LFIA je mozné vyhodnoco-
vat jednak vizualn€ (kvalitativn€) a jednak kvantitativné.
Pro kvantitativni hodnoceni se detekéni prouzek skenuje,
ve stupnich intenzity zabarveni, a nasledné jsou zmétené
hodnoty zpracovany napf. programem TotalLab TL100
software (Nonlinear USA Inc., NC, USA). V tomto pro-
gramu je mozné sytost zbarveni v oblasti kontrolni

Tabulka I
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a testovaci linie prevést na ¢iselné hodnoty, které jsou dale
zpracovany v programu MS Excel.

Pro pouziti kompetitivniho formatu detekce plati, ze
stupné barevného zabarveni testovaci a kontrolni linky
jsou nepifimo umérné koncentraci analytu. Namétené hod-
noty stupiiti barvy pro jednotlivé koncentrace kalibraéni
fady je tfeba zprimérovat a vynést do grafu proti dekadic-
kému logaritmu koncentrace stanovovaného analytu. Zis-
kanymi body se pak programem MS Excel prolozi sig-
moidni kfivka, kterou je mozné popsat pomoci Ctyfpara-
metrové rovnice regresni funkce. Parametry této regresni
funkce se vypogitaji pomoci Regitele v programu
MS Excel.

5. Detekce nizko- a vysokomolekularnich latek

LFIA doséahla v posledni dekadé znac¢ného rozsifeni.
V databazi Web of Science lze najit jiz skoro
1000 pavodnich sdéleni o detekci Siroké palety latek, od
nizkomolekularnich sloucenin az po biomakromolekuly.
Jen za rok 2012 pribylo dalsich 140 ¢lankt. Nékolik ilu-
stracnich ptikladi detekce nizkomolekularnich analyt,
jako jsou pesticidy, mykotoxiny a veterinarni 1é¢iva, uvadi
tab. L.

Priklady nizkomolekularnich analyti detekovanych imunochromatografickym testem (ICT)

Analyt Znacka® Vzorek Detekéni limit Lit.
Pesticidy

Methiokarb C voda 0,5ng ml™' 37
Metamidofos Au zelenina 1,0 mg ml™! 38
Triazofos Au voda 4-32ml I 39
Atrazin Au voda 1,0 ng ml™! 40
Thiabendazol C ovocné dzusy 0,005-0,5 mg kg™ 41
Carbaryl Au ryze, jeCmen 50-100 mg I 42
Carbaryl C ovocné dzusy 5ngml” 43
Mykotoxiny

Zearalenon Au pSenice 0,1 mgkg" 44
Deoxynivanelol Au pSenice, kukufice 50 ng ml™ 45
Aflatoxin B1 Au ryze, kukutice 0,05-2,5 ngml™" 46
Aflatoxin B2 mag ruzné ofechy 0,9 ng ml™ 47
Ochratoxin Au jecmen, oves, kava 1 ng ml™ 48
T-2 Toxin Au pSenice, oves 0,1 mg kg™ 49
Veterinarni léciva

Sulfometazin Au mléko, ryby 0,02 mg kg 50
19-Nortestosteron Au moc¢ 200 ng ml™ 51
Progesteron Au mléko 0,6-1,2 ng ml™ 52
Chloramfenikol Au vodni rostliny 10ng g’ 53

* Au — nanocastice zlata, C — nano¢astice uhliku, mag — magnetické nanocastice.
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Tabulka II
Prednosti a omezeni imunochromatografického testu (ICT)
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Vyhody

Nevyhody

Pfima aplikace vzorku

Detekce v jednom kroku

Rychla, levna detekce; maly objem vzorku
Moznost ziskat semikvantitativni vysledky
Jednoduchy postup detekce

Aplikace mozna v ,,polnich* podminkach
Ruizné varianty detekéniho formatu

Detekeni testy 1ze skladovat za béznych teplot

vzorek musi byt kapalny

problém s multirezidualni detekci

pouze kvalitativni a semikvantitativni vysledky
omezeni celkového objemu vzorku

potieba kvalitni protilatky

problémy kontaktu porit membrany s matrici vzorku

Prehled detekénich postupi a komeréné dostupnych
souprav na alergeny’* a ptivodni sdéleni o detekei protei-
novych toxind, viri a patogennich mikroorganismi byla
publikovana nedavno'’***. Komeréni detekéni soupravy
pro riizné analyty jsou dostupné na internetu.

6. Pfednosti a omezeni metody

Vyvinuta LFTA ma své vyhody i nevyhody. Nejvy-
znamnéj$i z nich shrnuje tab. II. Uvedené vyhody naznacu-
ji moZnosti uplatnéni této metody. Kromé& vyuziti
v laboratotich se nékteré postupy dockaji i komerc¢niho
vyuziti ve formé¢ testG aplikovatelnych prakticky
v jakychkoliv podminkach. Hlavnim omezenim pifevodu
této metody do praxe je jeji mozny odbyt, a proto se ko-
meréné vyvijené soupravy uplatiuji zejména v medicing,
a to od lékafskych ordinaci aZ po nemocnice. V mensi mife
také v oblasti péCe o zivotni prostfedi, ve veterinarnim
1ékatstvi, pfi vyrob€ potravin a krmiv. V posledni dob¢ se
stale vice objevuji LFIA ve forenzni analyze. V uvedenych
ptipadech se uplatni hlavni pfednosti metody, a to jeji jed-
noduchost, rychlost a vizudlni detekce vysledku. Vlastni
detekeni postup neni za téchto podminek naro¢ny na kvali-
fikaci pracovnika. Mezi vyhody LFIA je tieba také uvést
komer¢ni dostupnost detekénich souprav pro Sirokou pale-
tu latek' "',

Z praktického hlediska je snad jedinym, avSak zasad-
nim omezenim této metody, nutnost mit proti analytu spe-
cifickou protilatku s vysokou afinitou. Ve vyctu nevyhod
metody je mozné také zminit pietrvavajici obtize pfi poku-
su o soucasnou detekci vice analytu.

7. Zavér

Pozadavky na rychlou a spolehlivou detekci nizko-
i vysokomolekularnich latek, jakoZ i mikroorganismi se
stale zvySuji. Stejné tak se objevuji nové metody detekce
zalozené na riznych principech. Mezi témito metodami ma
technika LFIA, prezentovana v tomto piehledu, stale vy-
znamnéj$i misto. Jeji pfednosti je rychlost detekce; vysle-
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dek se vétSinou ziskda v fadu jednotek minut. Metoda je
jednoducha a jeji format umoziuje ptipravovat ,,polni tes-
ty* s vizualni i instrumentdlni semi/kvantitativni detekci.
Prednosti metody je moznost dosahnout nizké detekéni
limity, coZ ji pfedurcuje k hromadnému vySetfovani vzor-
ki s cilem detegovat ur€ity analyt. Diagnostické testy mo-
hou byt skladovany pfi laboratorni teploté po dobu nékoli-
ka mésici. Aplikaéni moznosti téchto metod zahrnuji
v celé §ifi zejména vSechny biovédy.

Dalsi vyvoj metody sméfuje k automatickému davko-
vani vzorkl, soucasné detekci vétsiho poctu analyti a elek-
tronickému zpracovani zméfenych dat'®.

Autori dékuji Grantové agentuie MV CR za financni
podporu projektu MV0O VG20112015045.
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S. Goselova, M. Blazkova, B. Holubova, L. Kara-
monova, and P. Rauch (Department of Biochemistry and
Microbiology, Institute of Chemical Technology, Prague):
Immunoassay in Membrane Lateral Flow

The review focuses on the latest development of the
title method. Compared with conventional instrumental
techniques the method is simple and fast. It can be used for
qualitative and/or semiquatitative detection and should be
applied in non-laboratory environment. The principles of
current formats, different markers, such as gold, carbon,
and latex nanoparticles as well as possible quantitative
monitoring are described. The applications generally in-
clude tests for low- or high-molecular-weight compounds,
such as pesticides, drugs, mycotoxins, hormones, aller-
gens, pathogens and metabolites in food or feed, as well
as veterinary, biomedical and environmental purposes.



