
Klinick· biochemie a metabolismus 4/2009 233

Klin. Biochem. Metab., 17 (38), 2009, No. 4, p. 233–238.

Výhody, nevýhody a úskalí imunochemických analytických 

metod v toxikologické praxi

Habrdová V., Voříšek V., Černíková B., Palička V.

Ústav klinické biochemie a diagnostiky LF UK a FN Hradec Králové 

SOUHRN
Imunochemické analytické metody jsou nenahraditelnou součástí toxikologie díky svému technickému provedení a rych-
losti získání výsledku. Těchto výhod je využíváno převážně v klinické toxikologii, kdy je nutno rychle diagnostikovat, zda 
se jedná o intoxikaci a jaká noxa tuto intoxikaci způsobila. Široké používání imunoanalytických metod má i své nevýhody 
a úskalí. Nejobtížnější a zároveň nejproblematičtější je interpretace naměřených dat. Pomocí imunotechnik lze zachytit 
jen relativně úzké spektrum analytů. Pro hledání neznámé noxy v biologických materiálech je proto nutné použít i jiné 
analytické screeningové metody. Nálezy získané pomocí imunotechnik je vždy potřeba potvrdit jinou nezávislou metodou. 
Testy pro záchyt toxikologicky významných nox (drogy i léčiva) jsou zaměřeny na celou skupinu strukturně podobných 
látek a nelze jednoznačně říci, která noxa otravu způsobila. 
Klíčová slova: toxikologie, imunochemické analytické metody, výhody, nevýhody, úskalí.

SUMMARY
Habrdová V., Voříšek V., Černíková B., Palička V.: Advantages, disadvantages and limitations of immunochemical 
assays in analytical toxicology
Immunochemical analytical methods represent an irreplaceable part of the toxicology for their technical implementation 
and rapid outcome. These advantages are used predominantly in clinical toxicology for quick diagnose whether intoxica-
tion occurs and what has been the cause. A broad application of immunoassays has certain disadvantages and pitfalls 
too. The interpretation of measured data is the most diffi cult step and brings a lot of problems. The spectrum of drugs 
detected using immunoassays is relatively narrow. Therefore, the use of other analytical screening procedures is required 
for searching of unknown compounds in biological materials. Always, the results obtained by immunoassays need to be 
confi rmed using another, independent method like chromatography coupled to mass spectrometry. The immunoassays 
used in toxicology or drug-abuse screening are designed to be broadly cross-reactive with a whole drug group. Therefore, 
it often impossible to conclude what drug has caused the poisoning.
Key words: toxicology, immunochemical analytical methods, advantages, disadvantages, limitations.

Úvod

Imunochemické metody zaujímají významné místo 
mezi rutinními toxikologickými metodami pro analýzu 
léčiv a drog v biologických vzorcích i jiných vhodných 
matricích. Tyto techniky představují vhodný nástroj 
pro rychlý screening exogenních nox v biologických 
vzorcích, převážně v moči a krevním séru. Pro testo-
vání léčiv a drog využívají imunochemické techniky 
nejčastěji princip kompetice o vazbu na protilátku 
(antibody, Ab) mezi antigenem, Ag (látkou, noxou, jejím 
metabolitem/metabolity) ve vzorku a fi xním množstvím 
značeného antigenu přidaného jako součást testovací-
ho systému. Značení tohoto přidaného antigenu nebo 
protilátky vhodným markerem a měření produkované-
ho signálu vhodným detektorem umožňuje, aby byly 
výsledky srovnávány s kalibrační závislostí připrave-
nou měřením řady standardů o známé koncentraci 
sledované látky. Jinou možností je srovnání výsledku 
měření s hodnotou jednobodového „cut-off“ kalibrátoru. 
Takto lze při kvalitativní analýze eliminovat negativní 
výsledky (pod cut-off hodnotou) od pozitivních. V toxi-
kologické analýze je nejpoužívanější značení enzymem 
(enzymová imunoanalýza, EIA, metody EMIT, CEDIA, 
ELISA) či chromogenem (fl uorescenční imunoanalýza, 
FIA, metoda FPIA).

V imunoanalýze léčiv a drog pro účely klinické a 
forenzní toxikologie je nutno zmínit, že protilátky jsou 
sice vyvinuty proti konkrétní noxe (např. v EMIT testu 
na barbituráty je protilátka vyvinuta proti secobarbitalu 
a fenobarbitalu), ale zároveň s určitou mírou zkříženě 
reagují (tzv. cross-reactivity) i s jinými strukturně podob-
nými látkami, a to nejen ze skupiny barbiturátů. Z tohoto 
důvodu je nutné všechny pozitivní výsledky imuno-
analýz konfirmovat jinou neimunochemickou, více 
specifi ckou metodou, která je schopna identifi kovat, o 
jaký barbiturát či jinou látku se jedná. Mezi konfi rmační 
metody uplatňované v toxikologické laboratoři patří 
kapalinová chromatografi e s optickou detekcí (HPLC/
UV), plynová chromatografi e s plamenoionizačním 
detektorem (GC/FID), plynová chromatografi e s detek-
torem elektronového záchytu (GC/ECD) či detektorem 
citlivým na dusík a fosfor (GC/NPD) a hlavně plynová 
chromatografi e spojená s hmotnostním spektrometrem 
(GC/MS), která je stále vedena jako zlatý standard 
v klinické i forenzní toxikologické analýze. Pro analýzu 
polárních léčiv a termolabilních sloučenin je metodou 
volby kapalinová chromatografi e ve spojení s hmot-
nostním spektrometrem jednoduchého nebo dnes 
lépe tandemového typu LC/MS/MS (triplekvadrupol, 
kvantitativní analýza) nebo LC/MSn (lineární iontová 
past, průkaz, strukturní analýza).
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