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Turbidimetrie a nefelometrie

Patri mezi bezneé analytické opticke metody
v klinické biochemii se pouzivaji k
stanoveni velke skupiny bilkovin — tzv.
,specifickych proteinu”

vyuzivaji rozptylu svetla na heterogennich
casticich v koloidnich roztocich a
mikrosuspenzich



Turbidimetrie a nefelometrie

Princip

Rozptyl svetla na heterogennich Casticich je
zalozen na Tyndallove jevu:

,Rozptylené zareni na Casticich ma stejnou
vinovou delku jako zareni dopadajici na koloidni
castice”.

Rozptylene svetlo vychazi z roztoku vsemi smery.
(Tyndall, britsky fyzik, 19 st.)



Turbidimetrie a nefelometrie

Tyndalluv jev - dokonaly difuzni rozptyl
plati pro Castice které maji velikost mensi nez
1/10 (pr. IgG-20nm) vinové delky dopadajiciho
zareni
U castice o velikosti vetsi 1/10 — 1 (400-1400nm)
nasobek vinove délky dopadajiciho svetelného
zareni je maximum rozptyleneho svetla
smerovano dopredu a malo dozadu vzhledem k
dopadajicimu zareni — elipticky rozptyl



Turbidimetrie

Princip je zalozen na mereni prochazejiciho
svétla zeslabeného rozptylem na Casticich pfri
pruchodu svételného zafeni prostfedim s velkymi
molekulami (bilkoviny)

sleduje pokles intenzity zareni prochazejici
absorbujici a rozptylujici vrstvou

Na Casticich dochazi k rozptylu zareni a Castecne |
jeho absorpci

Zavislost turbidance (odpovida A) na koncentraci
analytu je nelinearni



Turbidimetrie

K turbidimetrickemu mereni zakalu se vyuzivaji
absorpcni fotometry a spektrofotometry -

jednoucelove turbidimetry se dnes v klinicke
biochemii nevyuzivaji

mereni se provadi v pfimém smeru, v ose
svetelného paprsku
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Turbidimetrie

mereni stupne zakalu - turbidity

vyuzivaji se precipitacni reakce mezi
antigenem a protilatkou

Nutno ziskat dostatecne stalou suspenzi
merene reakcni smesi - k tomuto ucelu se
pouzivaji ochranneé koloidy (nejCasteji
polyetylenglykol).




Turbidimetrie

Fotometricka citlivost je neprimo umerna
vinove délce. Proto se napr. specificke proteiny
stanovuiji pri nejkratsi vinove delce dosazitelne
standardnim fotometrem, tj. pri 340 nm v blizke
UV oblasti.

Do stredni UV oblasti nelze dal postupovat, |
kdyby to spektrofometr technicky umoznoval,
protoze se zacne projevovat absorpce
nezreagovanych bilkovin, ktera muze hrubé
zkreslit mereni zakalu po vzniku
Imunokomplexu.



Turbidimetrie

Na biochemickych analyzatorech dosahuiji
turbidimetricke metody reprodukovatelnost
asi 5%

Je treba snizit vliv interferujicich latek na
minimum — jakykoliv vliv, ktery zpusobi
vznik castic odlisne velikosti (koncentrace
Cinidel, teplota)

Hemolyza a ikterus rusi mene nez pri
nefelometrii



Nefelometrie

zabyva se merenim intenzity difuzne rozptyleneého
svetla na dispergovanych casticich.

* Pro tyto ucely slouzi bud’ nefelometricky nastavec k
fotometru, u nichz se difuzné rozptylené svetlo
sleduje pod uhlem 90°, nebo jsou vyvinuty specialni
pristroje - nefelometry

Ney




Nefelometrie x turbidimetrie
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Nefelometrie

Rozdéleni
dle pouzitého zdroje zareni:

Laserovy nefelometr
Konvencni nefelometry



Laserovy nefelometr

Helium neonovy nebo argonovy laser

Tento zdroj monochromatického svétla je
mimoradne intenzivni a ma vysoky stupen
smerovosti paprsku

Rozptylené svéetlo se sleduje detektorem
nastavenym pod uhlem 5 az 35° (fotonkou nebo
fotonasobicem), ale ve viceucelovych pristrojich
pod uhlem 90°.



Laserovy nefelometr

LASER = Light Amplification by Stimulated

Emission of Radiation = zesilovani svéetla pomoci

stimulované (vynucené) emise zareni

Hlavni soucasti laseru :
zdroj excitacni energie
aktivni prostredi

rezonator




Laser

Hlavni soucasti laseru :

zdroj excitaéni energie — budici zdroj pusobici
elektricky vyboj

aktivni prostredi -ij. latka obsahujici oddélené
kvantové energetické hladiny elektronu — muze se
jednat o plyn (nebo smés plynu), krystaly, polovodice
rezonator — tvoren dvemi zrcadly:

Koncové s odrazivosti 100%

Vystupni s odrazivosti 99%, tzn. Castecnée propustne,
umoznujici vyzarovani svételného paprsku



Konvencni nefelometry

Konvencni nefelometry

pouzivaji jako svetelny zdroj zarovku nebo
Xxenonovou vybojku

Monochromator - interferencni filtr.
Detektor je nastaven pod uhlem 70 az 90¢°.



Xenonova obloukova lampa

* Poskytuje intenzivni svetelné zareni pomoci
elektrického oblouku

» Sklada se z ovalné banky vyrobene z
kfemenneho skla ve ktere jsou proti sobé
umistené katoda a anoda v atmosfére xenonu

* Teplota elektrickeho obloku se pohybuje okolo
6000 °C

* Produkuje vysoce energeticke, spojité zareni
v UV oblasti



Xenonova obloukova lampa




Nefelometrie

Rozdéleni podle typu meéreni

Systém meéreni v end point rezimu— po smichani
antigenu a protilatky probehne mereni po dosazeni
rovhovazneho stavu - moznost falesne negativni (nizka)
koncentrace antigenu. Proto je nutné nastaveni
systemu tak, aby méreni probihala v oblasti linearni Casti
KFivky

Mereni v tomto rezimu je o rad citliveéjSi nez turbidimetrie
(0,1 mgl)



Nefelometrie

Systém meéreni v end point rezimu
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" Figure 3. Signal development as a function of time.

. The addition of buffer, antigen (Ag), and antibody (Ab) to the reaction cuvette is
indicated by arrows.



Nefelometrie

Rozdéleni podle typu meéreni

Systém meéreni v kinetickém rezimu -

RATE-reakce je rychlejsi, meri se prirustek
vzniku precipitatu v pravidelnych casovych
iIntervalech, po dosazeni rovhovazneho
stavu (desitky vtefin) se mereni ukoncuje



Nefelometrie

System mereni v kinetickém rezimu
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Figure 4. Reaction velocity ( rate ) as a functton of time. | -
The addition of buffer, antigen (Ag), and antzbody (Ab ) 1o the reactzon cuvette is

indicated by arrows.




Prubéh imunoprecipitacni reakce

nadbytek
Ab

nadbytek Heidelbergova-Kendalova
Ag kfivka:

Oblast ekvivalence

* Oblast nadbytku

protilatky

Zakalové metody:

nefelometrie, turbidimetrie

» Oblast nadbytku antigenu

tatu

20na
ekvivalence
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tvi precipi
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Ab - protilatka
Ag - antigen

mnozstvi antigen




PETIA - Particle Enhanced Turbidimetric Immunoassay

zesileni turbidance je mozné Y

dosahnout pomoci mikrocastic.
Mikrogastice Ize ,potahnout _\
protilatkami. H X

pfi reakci téchto mikrocastic s

analytem dochazi k tvorbé ‘ ‘
zesitovaneho kompaktniho 4 *
precipitujicino komplexu a k naméreni|

vyssSich hodnot turbidance. 4(
Takto je pomoci (mikro) Castic
(particles) posileno (enhanced) }q R
turbidimetrické imunostanoveni

(turbidimetric immunoassay).



PETINIA - Particle Enhanced Turbidimetric Inhibition
Immunoassay

priliS malé molekuly, které samy o sobé& nemohou s protilatkami tvofit
nerozpustné komplexy Ize ,upevnit® na mikroCastice, zvétsit timto
zpUsobem jejich velikost a ,posilit* (enhance) tak metodu (v daném pfipadé
inhibici turbidimetrického stanoveni (turbidimetric inhibition immunoassay).

mikrocCastice ,potazené” malymi molekulami (analytem) tvofi s protilatkami
zesitované, nerozpustné komplexy. Je-li vSak ve vzorku pacienta pritomen
analyt, soupefi tento s analytem na mikrocCasticich o vazebné misto na
protilatce a protoZze sam neni schopen tvorby komplexu, rusi (inhibuje) tuto
tvorbu.Vysledna turbidita je mnohem nizsi, nez by byla bez volného analytu.




Limitujici faktory imunochemickych
stanoveni

Limitujici faktor: precipitat se tvori pouze

pri optimalnim mnozstvi antigenu a

protilatky, pri nadbytku nektere ze slozek

se precipitat zacne rozpoustet.

tzn. JEDNA HODNOTA KONCENTRACE
PRECIPITATU TAK ODPOVIDA DVEMA
KONCENTRACIM ANTIGENU — moznost vydani
falesné negativniho vysledku



Imunoprecipitacni krfivka podle Heidelberga
a Kendalla

< Antigen Excess Zone™
(Prozone Effect)

Measuring Zone —> = Equivalence Zone >

Critical Point:

Antigen levels which may
lead to erroneous results
if not properly flagged




Detekce nadbytku antigenu

Nékolik zpusobu:

Kontrola pridavkem naredeného antigenu po
probehnute imunoprecipotacni reakci — nasleduje
automaticke opakovani analyzy s vyssim redenim.

Pridavek malého mnozstvi vzorku k Cinidlu
pred vlastni reakci — je-li po kratke inkubaci
prekrocen koncentracni prah zjisteny pri kalibraci,
vzorek se meri automaticky znovu pri vyssim
redeni



Detekce nadbytku antigenu

1.

V pfipadé zachovani
nadbytku Ab dojde dalsi
tvorbé imunokomplexu a
narustu intenzity
rozptyleného svétla
Pokud byla protilatka jiz
spotfebovana, nevede
pridani dalSiho antigenu k
tvorbé imunokomplexu a
na detektoru nezjistime
zadnou odezvu — reakce
se automaticky opakuje
pfi vy$Sim fedéni



Imunochemicky systéem - IMMAGE 800

Analyzator vyrobce Beckman Coulter

vyuziva turbidimetrickeho a nefelometrickeho
principu

Pracuje v kinetickém rezimu - meri zvyseni
iIntenzity svetla rozptyleného casticemi v kyvete
v case




IMMAGE 800 - reagencni cast

Reagencni karusel pro 24 reag. kazet
Teplota 15 C

4 lahviCky s pufry bez chlazeni

Reag. kazety znacené carovym kodem
Otevreny system

Softwarova kapacita -50 metod

Kalibracni data- kal. krivka vyrobce ma 8-12
bodu, provadi se pouze jednobodové ovéreni



Vzorkova cast

Vzorky ve zkumavkach s car. kodem

Vzorkovy karusel pro 8 stojanku po 9
vzorcich

redici roztoky pro vzorky
redici segmenty pro rfedéni vzorku

® Kapacita: 180 testu za hodinu, v sérii lze
provest 12 metod



Reakcni cast

Reakcni karusel — 39 reak. plastovych
Kyvet,

1 referencni — znama hodnoty rozptylu,
nastaveni optického systému

Teplota 37 C
Optika — zdroje zareni, detektory



Turbidimetrie

mereni stupne zakalu (turbidity) — v
dusledku imunoprecipitacni reakce
Meri se snizeni intenzity svetla pri
pruchodu roztokem castic v kyveté v
dusledku rozptylu svétla

Immage pracuje v kinetickém rezimu —
hodnoti rychlost narustu zakalu v ¢ase

NIPIA= imunoanalyza na cCasticich v blizke
infraCervené oblasti



Turbidimetrie

Zdroj pro NIPIA: svetlo emitujici dioda —
poskytuje monochromatické zareni A =
940 nm

Detekce zareni: v primém smeru, v ose
svetelneho paprsku zdroje v blizké IR
oblasti (940 nm)

Vyziti: stanoveni FLC



Nefelometrie

Zdroj: helium-neonovy laser — dava
monochromatické zareni o A = 670 nm

Detekce: detektor je umisten v uhlu 90 ke
smeru laseroveho paprsku

Vyuziti: stanoveni specifickych proteinu v
séru, v likvoru a moci



Nefelometrie

Zdroj: helium-neonovy laser — dava
monochromatické zareni o A = 670 nm

Detekce: detektor je umisten v uhlu 90 ke
smeru laseroveho paprsku

Vyuziti: stanoveni specifickych proteinu v
séru, v likvoru a moci



Redeni problému s imunoprecipitaéni kfivkou

Nutno provest takova opatreni, aby nedoslo k
omylu pfi odecitani vyssich koncentraci antigenu

IMMAGE : detekce nadbytku antigenu

pomoci pridavku dalsiho antigenu po ukonceni
reakce



Jestlize Pridavek dalsiho antigenu | System IMMAGE...

nenavazana | bude mit za nasledek...

protilatka

Je pritomna |Zvyseni pomerove odezvy |Pouzije k vypoctu
vysledku puvodni
pomerovou odezvu

Neni Zadné zvyseni pomérové Vzorek automaticky

pritomna odezvy zopakuje s vyssim

redénim s testem na
prebytek antigenu
dokud neziska
spravny vysledek




Automatizovany nefelometr BN Pro Spec

Vyrobce: Siemens (drive Dade Behring)
Max. provozni rychlost 180 analyz za hod.
Pracuje v rezimu po vzorcich

K dispozici je vice nez 60 metod

Zdroj svetla: LED dioda (840 nm)

Detektor — kiemikova fotodioda je umistén
pod uhlem 13-24 °



Automatizovany nefelometr BN Pro Spec

Reagencni disk je temperovan na 8°C,v
analyzatoru Ize umistit 35 Cinidel

Reakcni disk: 60 polystyrénovych kyvet pro

opakovaneé pouziti

M&feni probiha p¥i 37 °C L == -

Délka inkubace je 6-12 min.

Vzorkova €ast: Ize umistit az 100 vzorku,
umoznuje pouzivat primarni, sekundarni
zkumavky a kepy



Nefelometr Array 360

Vyrobce: Beckman Coulter

Mereni v kinetickem rezimu

Rychlost 40-80 analyz za hod.

Zdroj svetla: halogenova zarovka (400-620 nm)
Detektor:kremikova fotonka

K dispozici asi 60metod

Nevyhoda:pracovni teplota pouze 26,7 °C, velky
mrtvy objem, stabilita kalibrace pouze 14 dni



Nefelometr - Delta

Vyrobce Radim
Zdroj svetla laser (670 nm)
K dispozici 100 metod

Rychlost 150 analyz za hod. (startovaci cas 30
min., ukoncovaci cas 15 min. !)

Reagencni Cast: 54 pozic pro reagencie,
chlazena

Reakcni cast:120 omyvatelnych kyvet,
temperovanych na 37 °C

Vzorkova ¢ast: pro 80 vzorku




Turbox plus

Jednoduchy manualni nefelometr
Vyrobce: ORION Diagnostica

Lze mérit az 100 vzorku za hodinu

Zdroj svetla je LED dioda (635 nm)
Detektor: 2 fotodiody

Tovarni kalibrace je na magneticke karte



Opticke metody
(pokrcovani) —
fluorescence, fluorimetrie



Luminiscecni metody

Luminiscence — je emise svétla pfi navratu elektronu
z excitovaného stavu na nizsi energetickou hladinu

Druhy luminiscence:

Fluorescence
Fosforescence
Chemiluminiscence
Vzajemne se lisi:
zpusobem aktivace elektronu do excitovaného stavu
zplsobem vyzareni energie



Fluorescence

druh luminiscence, u niz dochazi k emisi
svétla v ¢ase kratSim nez 108 s

Je to emise elektromagnetickeho zareni
pri prechodu mezi dvema stavy téze

multiplicity (obvyk

molekuly absorbuj

e dvema singlety)
| svetlo pri jedné vinoveé

délce (excitacni) a reemituji pri vetsi
vinové délce (emisni)



Fluorescence a fosforescence

O

excitované rotacni stavy
/EJ{CItﬂvane vibracni stavy
%exmtovane elektronové stavy
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Fluorescence

P‘r,.l eXCItaCI Se mOIGKUIy Ti:Sapphire Absorption/Emission Spectra
dostanou na vyssi 10
energetickou hladinu a pri
navratu do zakladniho stavu
se cast energie vyzari take ve
forme tepla. AW
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vyvolavajici fotoluminiscenci
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Fluorescence

Stokesuv posun
rozdil mezi vinovou délkou excitacniho primarniho)
a emitovaného (sekundarniho) zareni

Quinine Absorption and Emission Spectra
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Fluorimetrie

Pristroje, které se pouzivaji k mereni
intenzity emisniho zareni se nazyvaji

fluorimetry

X

M

excit

Vzorek




Fluorimetry

Zdroj svetla:xenonova
nebo xenono-rtutova
lampa (300-550 nm)

Monochromator pro vyber
excitacniho zareni

AbsorpcCni prostredi — / \
kfemikova kyveta

Monochromator pro

Sample Cell

Diffraction
Gratng |

sekundarni emisni zareni

Detector

Detektor: fotonasobic, je
umisten pod uhlem
90°vzhledem ke zdroji
zareni



Fluorimetrie

Imunochemicke metody s fluorescencni detekci

Intenzita fluorescence je uméerna koncentraci
fluoroforu

Metody jsou radove citlivejsi nez mereni
absorbance (100-1000x)

Fluorescence je vice specificka, protoze existuje
jen malo pfirozenych fluoroforu, které by mohly
zpusobit interferenci



Fluorimetry

Automatizovane imunoanalyzatory

Fluorescencni polarizované systémy —
TDx, Imx

DELFIA — imunoreagencie znaceneée
europiem

Prutokova cytometrie



Fluorofory

-latky, ktere fluoreskuji. Vetsina obsahuje
konjugované dvojne vazby

Prirozene fluorofory
*Tryptofan
eporfyriny

Analytické fluorofory
*Fluorescein
*Methylumbelliferon
*Methylumbelliferonfosfat (MUP)
*Chelaty lanthanidu (Europium)



Dekuji za pozornost



