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I. Zasada metody

Metoda immunodyfuzji radialnej oparta jest na reakeji precypitacji, przebiega-
jacej pomiedzy antygenem i przeciwcialem. Jeden z dwéch skladnikow reakcji, z re-
guly przeciwcialo, zostaje réwnomiernie wymieszany ze zbuforowanym zelem aga-
rowym. Antygen dyfundujac promieniscie (radialnie) do Zelu z matego zbiorniczka
tworzy ze znajdujacym sie w zelu homologicznym przeciwcialem pierscien precy-
pitacyjny. Srednica precypitatu jest proporcjonalna do stezenia antygenu.

II. Odczymnniki

1. Bufor Dbarbituranowy: rozpusci¢é 1,84 g kwasu dwuetylobarbiturowego
CsH;pN,O, c.cz. 1842 w okolo 700 ml wody destylowanej (w razie potrzeby lekko
podgrzaé¢). Do otrzymanego roztworu dodaé 10,30 g sodowego dwuetylobarbituranu
CgH;N,OgNa c.cz. 2052 i wymieszaé do rozpuszczenia. Dopelnié wodg destylowana
do 1000 ml. pH buforu powinno wynosié 8,6, w razie potrzeby doprowadzié¢ do
wlasciwego pH za pomoca kwasu dwuetylobarbiturowego lub sodowego dwuetylo-
barbituranu. Do przygotowania agaru bufor ten nalezy rozcienczyé w stosunku 1:2
woda destylowang.

2. Agar, np. Special Agar Noble Difco: odwazyé 1 g sproszkowanego czystego agaru
i zawiesi¢é w 100 ml rozcienczonego 1:2 roztworu buforu barbituranowego. Pozo-
stawié do napecznienia przez noc, a nastepnie ogrzewaé w lazni wodnej do calko-
witego rozpuszczenia. Dla konserwacji doda¢ na gorgco sodowego azydku NaN; cz.,
c.cz. 65,01 w stosunku 1:1000. Zastygly zel agarowy przechowywaé w malych por-
cjach (aby zapobiec wielokrotnemu rozgrzewaniu i wykrzepianiu agaru, co nie
jest wskazane) w zamknietych naczyniach w temperaturze 4°C przez 2—3 miesigce.

3. Surowice odpornosciowe monowalentne (syn. immunosurowice, antysurowice)
prod. Wytwoérni Surowic i Szczepionek ,,Biomed”.

4. Wzorcowa (metrykowana) surowica ludzka (np. firmy Behringwerke). Surowi-
ca ta zawiera frakcje biatkowe w stezeniu zblizonym do wartosci fizjologicznych.

Jako surowicy wzorcowej mozna takze uzyé jakiejkolwiek surowicy, w ktérej
uprzednio oznaczono w laboratorium referencyjnym stezenia poszczegblnych frak-
cji biatkowych.

5. Roztw6r barwigcy: w 500 ml wody destylowanej rozpuscié 5,0 g rteciowego
chlorku HgCl, c.cz. 271,5. Nastepnie do roztworu dodaé¢ 5,0 g kwasu octowego lo-
dowatego CHgCOOH c.cz. 60,01 i rozpuscié 0,5 g czerni amidowej 10B. Dopetlnié
woda destylowang do objetosci 1000 ml.

6. Roztwor kwasu octowego CH;COOH cz., c.cz. 60,0; 0,5 mol/l: 30 ml kwasu octo-
wego lodowatego rozcienczyé woda destylowang do konicowej objetosci 1000 ml.
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III. Postepowanie

1. Przygotowanie plytek: istnieja dwie metody przygotowania plytek z immuno-
surowicg:

a) poprzez zmieszanie immunosurowicy z zelem agarowym. Do zelu agarowego
(ktérego potrzebna objetosé wynosi 0,1 ml/ecm? plytki) ogrzanego do temperatury
56°C dodaé odpowiednig ilo$é immunosurowicy (patrz mnizej). Dobrze wymieszaé,
szybko wylaé na uprzednio odtluszczone szkielko (zanurzone w etanolu, wyptukane
woda i wysuszone) i rozprowadzi¢ réwnomiernie po jego powierzchni. Tak przy-
gotowang plytke zostawié do zastygniecia (na okolo 1/2 gbdziny),

b) poprzez wecieranie immunosurowicy w powierzchnie zelu agarowego. Sposob
poleca sie szczegdlnie w wypadku matej liczby badan, gdy do badania wystarczy
powierzchnia agarowa jednego lub kilku szkietek podstawowych.

Na szkielko podstawowe odmierzyé 2 ml gorgcego agaru i rozprowadzié réwno-
miernie po jego powierzchni. Plytki zostawié do zastygnigcia (okolo 1/2 godziny). Po
tym czasie na powierzchnie agaru odmierzyé odpowiednia objeto$é immunosuro-
wicy i wcieraé ja réwnomiernie po calej powierzchni agaru za pomoca zagietej
bagietki szklanej, az do calkowitego wessania si¢ immunosurowicy. Tak przygo-
towane plytki mozna przechowywaé przez kilka dni w temperaturze 4°C w wilgot-
nej komorze.

2. Dobieranie odpowiedniej proporecji immunosurowic.

Objetosé immunosurowicy malezy dobraé i sprawdzié doswiadczalnie poniewaz
kazda seria immunosurowic ma inne miano przeciwcial. Nalezy dobraé taka obje-
to$é immunosurowicy, zeby' $rednica piericienia precypitacyjnego byla latwa do
odczytania (w_ granicach od 3 do 12 mm dla danego zakresu stezen).

Uzywajgc immunosurowic przeciw immunoglobulinom produkeji Wytwérni Su-
rowic i Szczepionek ,Biomed”, dobre wymiki daja nastepujace ich iloSci w prze-
liczeniu na 1 ml agaru:

okolo 0,075 ml surowicy anty IgQG,

okoto 0,1 ml surowicy anty IgA, »

okolo 0,05 ml surowicy anty IgM.

3. Nanoszenie wzorcéw i materialu badanego.

W uprzednio, przygotowanych ptytkach wycigé zbiorniczki o S$redmicy 3 mm
w odlegtosci nie mniejszej miz 1 cm od siebie. Do trzech pierwszych zbiorniczk6w
odmierzyé pipeta Hamiltona lub inng dokladng mikropipeta standardy:

do pierwszego — wzorcowa surowice, rozcienczong roztworem chlorku sodowego
0,15 mol/l w stosunku 1:2, w ilosci 1 ul (konicowe stezenie wynosi 1/2 stezenia me-
trykalnego),

do drugiego — wzorcowg surowice nie rozcienczona w ilosci 1 wl (stezenie réwne
stezeniu metrykalnemu),

do trzeciego — wzorcowa surowice nierozcienczong w ilosci 2 ul (stezenie dwa
razy wieksze niz metrykalne).

Do nastepnych zbiorniczkéw namie$é po 1 pul materialu badanego.

4. Inkubacja

Plytki pozostawié do inkubacji w temperaturze pokojowej w wilgotnej komo-
rze, przy czym czas inkubacji dla IgG i IgA wynosi 24 godz, a dla IgM — 72 godz.
Dla innych frakcji biatkowych czas inkubacji trzeba sprawdzi¢ doswiadczalnie
(szybko$é¢ dyfuzji zalezna jest m. in. od temperatury i wielkoéci czasteczki).

5. Ujawnienie pierscieni precypitacyjnych. .

Po inkubacji ptytki zanurzyé na 24 godz. w 0,9% roztworze NaCl. Po tym czasie
ptytki wyjaé i suszyé pod bibula Whatman Nr 1 w temperaturze pokojowej lub w
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cieplarce. Nastepnie zdjaé ostroznie bibulke, a plytki barwié przez 15 min. roz-
tworem barwigcym (II/5). Nadmiar barwnika wyplukaé roztworem kwasu octo-
wego (11/6).

6. Odczytywanie wynikow

Odczytaé $rednice pierscieni precypitacyjnych z dokladnoscia do 0,1 mm (naj-
lepiej za pomoca specjalnego szablonu firmy Behringwerke). Szablon taki mozna
wykonaé¢ samemu (ryc. 1).
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Ryc. 1. Sposob wykonania szablonu do odczytywania Srednic pierscieni precypita-
cyjnych z dokladno$cia do 0,1 mm. Poprowadzié linie pozioma dlugosci ok. 30 cm
i podzielié ja na pietnascie rownych odeink6w, za§ kazdy z tych odeinkéw jeszeze
na dziesigf. Nastepnie z punktu odpowiadajacemu wartoéci 15 poprowadzié pro-
stopadla linie wysokosci 15 mm. Gérny punkt tej linii polaezyé z 0 skali poziomej.
W celu zmierzenia S$rednicy piersScienia precypitacyjnego nalezy plytke umie$cié
na sporzadzonym szablonie w taki sposéb, aby obwdd pierécienia znalazt sie do-
kladnie pomiedzy dwoma liniami szablonu, jak pokazano na rysunku. Srednice
jej w mm wyznacza punkt zetkniecia obwodu ze skala szablonu. Ze wzgledu na
grubo$é plytki, przy mierzeniu $rednicy pierécieni nalezy polozyé plytke na szablo-
nie zawsze powierzchnig agarows.

IV. Sporzagdzanie wykresu kalibracyjmnego

Majac zmierzone S$rednice i znajac stezenie uzytych trzech roztworéw wzorco-
wych dla badanego parametru, nalezy sporzadzié wykres kalibracyjny. _

Azeby uzyskaé¢ liniowa zaleinosé pomiedzy $rednica pierScienia precypitacyjne-
go a stezeniem antygenu wykres mozna sporzadzié dwoma sposobami:

a) odkladajac na osi rzednych logarytm ze stezen antygnu, a na osi odcietej
Srednice pierscieni precypitacyjnych,

b) ‘odkladajac na osi rzednych stezenie antygen, a na osi odcigtych kwadraty
$rednic pierscieni precypitacyjnych.,

Znajac $rednice pierScienia precypitacyjnego dla badanego materiatu, odczytuje
sie na osi rzednych odpowiadajgce mu stezenie.

V. Wartosci prawidtlowe

Immunoglobuliny klasy IgA — 800—1500 mg/dl
immunoglobuliny klasy IgA — 50— 200 mg/dl
immunoglobuliny klasy IgM — 40— 120 mg/dl
immunoglobuliny klasy IgD — 1— 40 mg/dl

VI. Odtwarzalno$é metody

Wspblezynnik zmiennos$ci nie moze przekraczaé 10%.
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