Végpontos reakciok és sebességi (kinetikus) reakcidk

Ha az analitot kémiai reakcidval detektaljuk két lehet6ség van a
koncentracié meghatarozasara: ezek a végpontos reakcidk és a sebességi
(kinetikus) reakciok

Végpontos reakcidok

* RoOvid id6 alatt és sztochiometrikusan (pl. egy molekula analitbél egy
molekula termék keletkezik) végbemend kémiai reakcidk esetén

« Alt. az analit teljes mennyisége termékké alakul at

* Lehet vizsgalni a termék képzddését (end-up reakcid, abszorbancia
magasabb a végpontban), vagy a kiindulasi anyag (analit) csokkenését
(end-down reakcid, abszorbancia alacsonyabb a végpontban)

* Pl. Albumin + bromkrezol lila = szines komplex

Sebességi (kinetikus) reakcidk

*  Amikor enzimaktivitdst mérink (egy enzimnél nem tudjuk mennyi
végterméket produkal = nem sztéchiometrikus

e Azt vizsgaljuk, hogy fix mennyiségl szubsztrat (a mérendd enzimé,
analité) milyen gyorsan alakul at termékké

* Minél tobb az analit (enzim) a mintaban, annal gyorsabb a szubsztrat
- termék atalakulas

* Lehet vizsgalni a termék képz6dését (rate-up reakcid, abszorbancia
idével nd), vagy a szubsztrat eltlinését (rate-down reakcio,
abszorbancia idével csokken)

* Pl lipaz, GOT

* Lehet alkalmazni nem enzim analitok esetén is (pl. ammaodnia mérése,
amikor a reakcio nagyon lassan éri el a végpontot)
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Kreatin-kindz (CK) meghatirozas

A CK meghatirozist NAC (N-acetilcisztein) aktivilt UV kinetikus modszerrel végezziik:

CK
kreatinfoszfit + ADP ———— kreatin + ATP enzimreakcio
HK L ' I3 [y
ATP + glikéz ——— gliikoz-6-foszfit + ADP segédreakcid
G6PDH ; . . . .
glitkdz-6-foszfit + NADP* ———» 6-foszfogliikondt + NADPH + H* indikdtor reakcio
HK: hexokindz

G6PDH: gliikoz-6-foszfit dehidrogeniz

Az indikitor reakciéban a NADPH abszorbancia szint novekedését mérjiik 340 nm-s hullimhosszisigi fény-
elnyelés viltozdsa alapjin, ami a CK aktivitdssal arinyos. Az oxidaltill. a redukdlt NADPH UV spektruma ki-
lonbozik egymistol, a redukalt forma abszorpeiés maximuma 340 nm-n van, ahol a NADP nem abszorbeil.

A vizsgilatot szérumbél végezziik. Haemolysis zavarja a meghatdrozdst. A vorosvértestek ugyan nem
tartalmaznak CK enzimet, de a belélik kiszabadulé adenildt kindz zavarhatja a meghatirozist. Az adenilat
kindz ugyanis a 2 ADP & ATP + AMP dralakuldst katalizilja és ezért a valésigosnil magasabb CK értéket
eredményezhet.

Referencia tartomdny: 24-195 U/L

Az egység (1 Unit/L) az az enzimaktivitds, amely 1 perc alatt 1 pmol szubsztritot alakit dt.
Az eredmények értékelésénél feltétleniil figyelembe kell venni, hogy elzetes fizikai megerdltetés, trauma,

miitét, sot, intramusculiris injekcio, tovibba hypo-, és hyperthermia, intoxicatio és cerebrovasculdris tor-
ténések hatisira megemelkedhet a CK aktivitds.



Mérés hibai és teljesitményjellemzéi

* Meérés soran mindig el6fordul hiba

* A mérés teljes hibaja (TE) a szisztémas és a véletlen hibabdl adddik 6ssze

* Szisztémas hiba: a mért értékiink mennyire tér el a valédi értékt6l, minél nagyobb ez a hiba a mérésiink
torzitasa (bias), annal nagyobb (minél kisebb a szisztémas hiba, a mérésiink valédisaga annal jobb)
* Véletlen (random) hiba: az ismételt mérések eredményei eltérnek, szorédnak (minél kisebb a széras (SD)

mértéke, anndl nagyobb a mérérendszeriink precizitasa)

* Tobbféle precizitas létezik:

* Ismételhetdség (repeatability): rovid id6én (futtatdson) beliili mérések, azonos korilmények
* Laboratoriumon beliili reprodukdlhatdsdg: hosszabb id6szak, napok kozott is lehet (futtatdsok kozotti)
* Laboratoriumok kézotti reprodukdlhatosdg: ez adja a legkisebb precizitast

TR

Precise } [ Not Precise ]

) @
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Meérési modszer verifikalasa

*  Amikor a laborban uj vizsgalat, mdodszer, miiszer bevezetésére vagy reagens valtasra keriil sor
*  Agyarté pl. tesztleirdsdban kozolt allitasainak helyességét kell ellenérizni az adott laboratérium kortlmeényei kozott
* Azellen6rzés kiterjed a kbvetkez6kre:
*  Precizitas
* Valédisag
* Torzitasbecslés
* Interferenciavizsgalat
* Modszer 6sszehasonlitas
*  Meérési tartomany
* Referenciatartomany

*  Precizitas-ellen6rzés
* Véletlen (random) hiba mértékét becsuiljik
* Pl 5 napon keresztiil 5 pdrhuzamos mérése kétszintl kontrollt haszndlva (kontrollszintekként 25-25 mérés)
*  Futtatdsokon beliili precizitast az egyes napok 5 mérésének atlaga, SD és CV értéke adja
*  Futtatasok kozotti precizitast az 5 nap 6sszes mérésének atlaga, SD és CV értéke adja
* Haaz eredmények a gyarto altal megadott értékek alatti vagy azzal egyenl6, akkor verifikalas sikeres

* Valodisag-ellendrzés

*  Aszisztémas hiba mértékét becsuljuk

* Torzitasbecslés
* Visszanyerésnek (recovery) is hivjak
* Avizsgalt analitra nézve célértékkel rendelkez6 minta sziikséges hozza (pl. tanusitott referenciaanyag,

kils6 minGség-ellenérzé minta, standard)

* Betegmintdahoz (matrix) adunk kiilénb6z6 koncentracidju analitot tartalmazé standardot
* Avisszanyert mennyiség a mddositatlan és a kiegészitett betegmintaban mért analit koncentracid

kozotti kiilonbség osztva a hozzdadott analit koncentracidval és szorozva 100-zal = Visszanyerés (%)
* El6re meghatdarozott teljesitményelvarasokkal vetik 6ssze
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Meérési modszer verifikalasa

* Valédisag-ellen6rzés Absorption spectra
*  Aszisztémas hiba mértékét becsuljiik A
* Torzitasbecslés n
* Interferenciavizsgalatok ] | Hemolsi
* Annak vizsgdlata, hogy interferdld anyag befolydsolja-e a ‘ f 'tl
vizsgalt analit koncentracidjanak pontos meghatarozasat = ' .
* Leggyakoribb a hemolizis, lipémia és a bilirubin : . ;r I}
* Interferal6 anyagot max. koncentracidéban hozzaadjuk a j _. /\}' 1
mintdhoz A IR | -
* Ha befolyasolja a mérést, akkor addig csokkentjiik, amig .'I l AR
mar nem - interferalé minimalis koncentracid ~ E e
meghatérozhaté ANWAVA Ry
* Interferencia mechanizmusa: | 1 L1 PJ—L|—P
* Azinterferdlé anyag kozvetlendl elnyeli, vagy szérja a oo w00 e eon e s
fényt Wavelength (nm)
* Ateszreagensével reagalva megakadalyozza azt a
céljanak tervezett elérésében . Result. .
* Maodszer 6sszehasonlitasa Regression Line £

e Célja a szisztémas hiba mértékének és tipusanak
meghatarozasa

* A haszndlt mérési eljarast (referenciamédszer) hasonlitjuk
0ssze az Uj mérési eljarassal

* 40, az egész mérési tartomanyt lefedd, betegminta
megmérése mindkét eljarassal

* Xtengely arégi, y tengely az 4j mddszer

* Ha a korrelacids koefficiens négyzete nagyobb mint 0,95,
akkor a két médszer jol korreldl egymadssal

Vizsgalandé (aj) modszer
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Meérési modszer verifikalasa

*  Mérési tartomany ellendrzés

A gyart6 altal megadott tartomany ellenérzése

o 7o

kozelébdl)

Min. 5 higitas készitése és lemérése: 4részL,3részL+1részH,2részL+2részH, 1részL+3részH,4részH
Mért és vart koncentraciok 6sszehasonlitdsa = ha elére meghatarozott tlréshataron beliil, akkor elfogadhato a
gyarto altal megadott mérési tartomany

Fogalmak:

* Analitikai mérési tartomany (linearitdsi tartomany): minta el6kezelése (pl. higitdsa, koncentrdlasa) nélkil
lemérhetd tartomany

* Klinikai mérési tartomany: a minta higitdsa vagy koncentraldsa révén lemérhet6 tartomany

* Referenciatartomany ellenérzése

Gyarto altal megadott referencia tartomanyt kell ellenérizni
20 referenciaegyed mintajat lemérjik

A gyarto altal megadott referencia hatarok elfogadhatdk, ha a vizsgalt egyének maximum 10 %-a esik ki
Ha 10% felett, akkor tovabbi 20 referenciaegyedet kell bevonni

Ha igy is van 10% kiesd, akkor 120 referenciaegyed bevonasaval fel kell venni a sajat referenciatartomanyt
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Kalibracio

7o

Linearis vagy nemlinedris kapcsolat
Minden egyes analithoz szlikség elvégezni

Kalibracios gorbe készitése

" =

Tobb esetben a gyarté megcsinalja, nekiink nem kell (pl. POCT 08 —

készllékek)

Ha nekiink kell, akkor a kalibraciés oldatsorozatot (standard
betegmintahoz hasonlé matrix)

A felhasznalt kalibrator oldatok szamatél figgbéen egy-, két-,
hatpontos stb. kalibraciordl beszélhetlink

Kalibracios gorbe felhasznalasa

Ital mért jel

77

muszer a

A betegmintabdl a

Mért jel

v

Kalkulalt koncentréci()—l Analit koncentraci6
(szamitott)
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Kalibrator koncentracio

Kalibraciét kell végezni:

« Uj LOT (gyartasi tétel) szamu reagens

* Kies6 kontrolleredmény esetén

* Bizonyos események utan (pl. mUszer javitasa,

karbantartdsa)
A, Linear B. Nonlinear
- @
| | | | | | | |
1 2 3 “ 1 2 3 4
Calibrator Calibrator

v



A laboratoriumi vizsgalatok kontrollrendszerei
I —
Egy mérési mddszer bevezetése utan annak teljesitményét (kalibraciét és az analizator megfelel6 miikodését)
folyamatosan ellendrizni kell, aminek eszkozei a kiils6 és belsé minGség-ellen6rzés (belsé és kiilsé kontrollanyagok
felhasznalasaval)

Mind&ség ellenbrzés

l I

Kilsé ellen6rzés Bels6 ellen6rzés
| | |
EQA 1IQC Peer Group
Kiilsé kontroll (EQA) Belsé kontroll (1QC) Laboratoriumi 6sszehasonlito
* Nemzeti programok (QualiCont) e Onellen8rzés rendszerek
* Nemzetkozi programok (pl. EQAS) «  Gyartoi kontrollok * Flggetlen kontroll gyartoi
* Ismeretlen mintak «  Valédisagkontrollok *  Kontrollok napi vizsgalati
* Havi, negyedéves, féléves *  Figgetlen kontrollok eredményeit
gyakorisag e Ismert mintak * Ismert mintak
*  Homogeén felhasznaloi csoport «  Napigyakorisag *  Szlkitett modszertani
(Peer: szlkitett médszertani csoport
csoport) *  Gyakorisag valtozo

* Konszenzus, referens értékek
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Belsd minodségellendrzés

A belsé (napi) kontrollokhoz a gyarto célértéket és elfogadasi tartomanyt allapit meg, ami tajékoztato jellegi

Minden egyes vizsgalandd analithoz szlikséges kontroll anyag

Célérték: a kontrollanyagban |évé vizsgalandd analit koncentracidja

Elfogadasi tartomany: az a tartomany, amin bellil szérhatnak a kontrollmérések eredményei, ha egy kontrollmérés
ezen kivilre esik a kontrollmérés nem elfogadhatd

Bels6 kontrollal kapcsolatban elvart kévetelmények:

Belso kontroll kiszerelése:
Liofilizalt kontroll: szabalyozott el6készitési protokoll

Folyékony kontroll

Humadn matrix alapu (szérum, plazma, vizelet, vér stb.)
Klinikailag relevans szinteket képviseli (normal és patolégias)

Ertékei legyenek a diagnosztikai dontési hatarérték korili tartomdanyban
HosszU szavatossagi id6, felbontas utdn is (stabilitas)
Minimalis mennyiség (javasolt az 1 év)

Multikomponens(i — gazdasagosabb felhasznalds
Legyen minél tobb készilékre bemérve, tajékoztatod értékek legyenek feltiintetve
Elfogulatlan megitélést tegyen lehet6vé (fliggetlen kontroll)

* higitd oldat minGsége

* pipetta minGsége

* olddédasiidé

* keverés, homogenizalas

* el6ny: készen van, hosszabb eltarthatdsag bontva
* hatrany: draga, tartdsitdszert tartalmaz =matrix problémakat okozhat
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Kontroll mérések szemléltetése

Levey-Jennings Chart: 3 @ Limits (Mean & StdDev: Estimated)

200
115-| +2s(182)
= +25(161)
E b +15(140)

g 125 - Ahean (120)
g 100 15(99)
75 -25(78)
B

Kalibralas utani kontroll mérés

Kalibralas Kalibralas
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Levey-lennings-diagram  Periddus: 2025. 02. 05. - 2025. 03. 07.

Labor: 360743, SE_KPLA Siemens Atellica CH21,KPLA K&zponti Laboratdrium

Lot: 45980, Multiqual 1,2,3

ALT (ALAT/GPT),Siemens Atellica CH Analyzer, U/L

Halm &tlag/SD/CV: [1]32,86/2,16/6,56, [2] 88,61/2,60/2,53

Osszegzd statisztika azdtlag/SD/CV/SDI pontokra ettdl: 2025, 02. 05.eddig: 2025. 03, 07.[1]32,52/1,29/3,98/25, [2] 88,84/2,10/2,36/25
Abrazolas a kdvetkezd fliggvényében: Sajat labor, Aktudlis eszkiz, Kumulatv
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Analitikai modszerek — optikai modszerek

Fotometria: a fény a vizsgalt mintaban torténé elnyel6désén (abszorpcid), szordddsan (turbidimetria, nefelometria),
gerjeszt6 tulajdonsdgan (fluoreszcencia, langfotometria, lumineszcencia) és ezek fotodetektorral torténé mérésén

alapszik.
Analit: 6sszefoglald néy, azt a mintaban lévé anyagot, komponenst, paramétert nevezziik analitnak, aminek a

mennyiségét (koncentracidjat) egy adott mérés sordn meg akarjuk hatdrozni

Vizsgalt minta

megvilagito fény . atjutott feny Abszomcid
AAAAAANAAS NN VLVIS, IR
=WV
visszavert fény : _, l
."J L‘.?.

-
¢ S L
/ L 1‘7 spektrofotometria
S turbidimetria

reflexios \ )
spektrometria 2 L atomabszorpcios spektroszkopia
§ i -
TN
/ e
kibocsatott fény szortfeny
Raman és Rayleigh
Lumineszcencia szoras
(Fluoreszcencia és
Foszforeszcencia)

nefelometria

fluorimetria
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Analitikai modszerek — Spektrofotometria

Adott hullamhosszu és ismert intenzitasu fénnyel egy mintat
besugarozva:

* Egy része elnyel6dik (abszorpcid)

*  Masik része athalad rajta (transzmisszio)

* Harmadrészt visszaverddik (reflexio)

A spektrofotometria soran azt vizsgaljuk, hogy az adott anyag
milyen mértékben nyeli el a fényt

Az elnyelési szinkép (milyen hulldmhosszu fényt nyel el)
jellemzo6 az anyagra és annak szerkezetére

A hasznalt fény lehet az UV-VIS tartomdanyban (elnyeléskor a
molekula kot6 elektronjai gerjesztédnek)

Altaldban oldatok mennyiségi elemzésére hasznaljak, ennek
alapja a Lambert-Beer torvény

Az abszorbancia (jele: A) a fényelnyelés mértékét mutatja meg
és aranyos a koncentracidval

Monochromator -
Piricm Sample  light

\

Light

4
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Lambert - Beer torveény
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Analitikai modszerek — Spektrofotometria

I
 Transzmittancia (Atereszt6képesség): T(%) = /1, - 100(%)

A T %
* Abszorbancia (Elnyelés): A =log 1/T = -logT = log(l,/1) 0,01 |98%
0,1 79%
* Abszorbancia hullamhosszfiiggése anyagi mindségre jellemzé! 05 32%
1 10%

Lambert-Beer-torvény: 2 1%
A=¢g-c-| 3 0,1%

Az abszorbancia (jele: A) aranyos a koncentraciéval

=
0.a — II
=3 )
—— 0.6 — =
I, T —
0.2 —
e o2
— | | | | | .
e I I I I I
1 2 3 4 5

Concentration {g/L)
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Analitikai modszerek — Spektrofotometria

A spekrofotométer f6bb részei:

Dr. Blaha Béla, Laboratériumi Medicina Intézet, Semmelweis Egyetem

Fényforras:
e UV (ultraibolya, 200 - 320 nm kozo6tti tartomdny) esetén deutérium ldampa, nagynyomdsu hidrogén, esetleg
nagynyomasu xenon lampa
* VIS (lathato fény tartomany) esetén és kozeli infravords tartomanyban wolframszalas [dmpa, halogén l[dampa
* Fotodidda, amely adott hulldmhosszu fény kibocsatasara képes

Monokromator: feladata az emlitett fényforrasok folytonos spektrumabdl egy adott hullamhosszusagu fény
kivalasztdsa (rés: mérete meghatdarozza a beesé fény (l,) er6sségét és a hullamhossz tartomanyt)

Kiivetta (muntatartd): anyaga fligg a mérésre hasznalt hulldamhossztartomanytdl
e Kvarc kiivetta: 190 nm és felette
e Mlanyag kivetta: 300 nm és felette
e Uveg kiivetta: 340 nm és felette
Detektor: a kimend fény (1) mérésére szolgal (pl. fotodiddak, diédasoros detektor, PMP-photomultiplier)




Analitikai modszerek — Spektrofotometria

FAébb alkalmazasi teriiletei:

* oldott anyag elnyelési spektrumanak
meghatdrozdsa — anyagok azonositdsa

* oldott anyag koncentracidjanak

meghatarozasa
* oldott anyagok koncentraciéjanak id6beli

valtozasanak kovetése — kinetikai mérések

Fotometrias miiszerek a laborban:

* klinikai kémiai automatak
(spektrofotometria, turbidimetria)

* hematoldgiai automatak (fehérvérsejtek
differencidlasa)

* koagulométer (optikai alapu)

* vérgdz analizator (CO-oximéter)

* ELISA
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Analitikai modszerek — Spektrofotometria

Beckman Coulter AU680 kémiai analizator

Az optikai rendszer specifikacioi

Fotométer Fotometrias pontok

Tébb hullimhosszi, diffrakciés rdcsos spektrofotométer 28
Fotometrids lizemmoédok
Mérés tipusa
Mono- vagy bikromatikus
» Végpontos vizsgalat

Hullamhosszak * Sebességi vizsgalat

340-800 nm (13 lépés: 340, 380, 410, 450, 480, 520, 540, 570, 600, 660, 700, 750 és * Rogrzitett pontos vizsgalat

800 nm) » Elektr6da mdédszer (ISE) (opcionalis)
Fotodetektor

Reakcié-hémérséklet
Szilicium fotodiédasor

Szaraz inkubédlékamra: 37 + 0,3 °C (98,6 + 0,5 °F)
Fényforras

Halogénldmpa: 12 V/20 W A reakciooldat mennyisége

e 120-420 pL (Japan kivételével minden orszagban)
Mérhetd abszorbanciatartomany

0-3,0 Abs (10 mme-es optikai Githossz egységekre atvéltva)

Fotometrias felbontas
0,0001 Abs

Reakcidcella

Négyszogletli tivegkiivetta

e Fényuat hossza: 6 mm (Japan kivételével minden orszagban)
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Analitikai mddszerek — Spektrofotometria példak

NAD* — NADH atalakulas és ezekre visszavezethetd mérések:
* Glikdz (HK-mddszer)

* Kreatin-kinaz

* AST (GOT)

« ALT(GPT)

 Karbamid

ADP ADP
Ritlr"“ Ru:i.*"’
N .
= Reduction
L o= [ |
Oxidation
H NH, H H NH,

NAD" + H +2e- ——> NADH
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Analitikai mddszerek — Spektrofotometria

Zavaro tényez6k Absorption filter
(Wavelength selector)

*  Hemolizalt mintaban: Photoresistor

*  Eritrocitakbdl felszabaduld egyéb (Detector)

komponensek (pl. LDH, AST, K*...)
* Felszabaduld hem és vasion reakcidi
* Spektralis atfedés Light Source
(LED)
Multimeter

Sample solution

* Icterusos mintaban: Resistance
*  Peroxidazos reakciok (H,0,-dal (Red 40) (Res! )
reakcidba lép)
* Spektralis atfedés E=F : 3
 Lipemia/turbidity
* Lipémias mintaban: ¥ ,\
e Fényszoras \ \Bilirubln
3 [ \
4 [
2 .
c Hemoglobin
£
o
2
<

300 350 400 450 500 550
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Analitikai modszerek — Reflexids spektrofotometria

* Szarazreagens technika
* Afolyadékminta + szilard fazisban lévé reagensek - szines
termék
*  Megyvilagitas monokromatikus fénnyel - a szilard fazisrol
visszaver6dott fény intenzitasat mérjik
* A beesé és visszavert fény intenzitasabol szamithato
reflektancia forditottan aranyos a mért komponens
koncentracidjaval
*  Felhasznalasi teriletek (példak):
* Vizeletkémiai analizatorok
*  POCT vércukorszintméré (GOD-POD)
* Lab-on-a-chip fejlesztések
* Neminvaziv szGveti vizsgalomodszerek  Tungsten
halogen lamp

LED display

- Monochromatic
filter

Slit — S <a—

Diffuse reflected light
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Analitikai modszerek — Turbidimetria, nefelometria

* Aturbidimetria és a nefelometria a kolloid oldatok
(részecsketartomany: 1 nm — 500 nm)
fényszérodasanak mérésén alapuld optikai analitikai
madszer

* Ha kolloid oldatra vagy diszperziéra fénysugarat (1)
iranyitunk, akkor a fény egy része elnyel6dik, a masik
része szérdédik, mig a maradék (1) valtozatlanul halad
tovabb

* A nefelometridas mérések soran az oldat altal szért
fény intenzitasat, a turbidimetrids mérésnél az
oldaton athalado fény intenzitas csokkenését, azaz

latszélagos abszorbanciajat (turbiditdsat) mérjik
= A

Detector
spectrophotometer
turbidimetry

Lens
Light \
source
é Detector
forward light scatter
Detector, nephelometry
90° light scatter
nephelometry
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Analitikai mddszerek — Antigének és antitestek

Antigén: az az anyag (testidegen), ami egy adott szervezetben immunreakciét valt ki

Antitest: antigén adott epitdpja (antigéndeterminans) ellen termel6d6é immunglobulin (lg, immunfehérje)

“% lgG 00 ‘ IgE ' Q}? IgD@
N \\S¥7

igM "

Disulfide N\ 2 3
bond \ & IgA > :8
7 &

== -

Joining — ) N Q&3 ]
chain pd A ‘ @ ey
Joining Secretory £

chain protein 3

c

=

£

E

Multivalent Antigen Polyclonal Antibodias Artibogy-Antigan
Complex Complax

Dr. Blaha Béla, Laboratériumi Medicina Intézet, Semmelweis Egyetem

Heidelberger-Kendall-gorbe

[Ag] + [At] = [AgAt]

Ellenanyag-
tulsaly

Precipitacid
Ekvivalencia-
z0na

Antigén-
tulsaly

>

Antigénkoncentracio (allando antitestmennyiség mellett)

Oldott immunkomplexek



Analitikai madszerek — Turbidimetria, nefelometria

Jelerdsités (nefelometria, immunturbidimetria)

*  Mindkét mddszer érzékenysége fokozhaté latex gyongyokhoz kotott antitestek hasznalataval

*  Meérési tartomanyuk/érzékenységiik igy atfedhet

gyongyhoz kapcsolt antitest

LA A
o

antigén

= megyvilagito
@ fény

<95 X

komplexke;pzc'idés' Y/&O"-!{YJ-‘(A%

S

ﬂ ateresztett
fény

Jelolot nem alkalmazé modszer

Kimutathatésdgi hatdr (tomeg/térfogat koncentrdcio)

immunprecipitdcio >0,1g/l
immunturbidimetria > 0,05-5 mg/l
immunnefelometria > 0,01 mg/l
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Analitikai mddszerek — Turbidimetria

» Zavarossag (turbiditas) mérés

*  Megvilagitas monokromatikus fénynyalabbal

* Az athaladé fény intenzitasa csokken, mert a fény egy
része a kolloid részecskékbe uitkdozve iranyt valtoztat

(szorédik)

* 180°-0s szogben detektaljuk az ateresztett fényt

* Fényintenzitas gyengiilését mérijiik

Felhasznalas:
*  Immunturbidimetria (340 nm)
*  Oldott immunkomplexek mérése (ld.
késébb)
* Szérumfehérjék koncentraciojanak
mérése (C-reaktiv protein, IgA, IgG,
IgM, transzferrin, prokalcitonin...)
*  Vizelet- és liquorfehérjék mérése

*  Aggregométer (620-660 nm)
* trombocita aggregacido mérése optikai
alapon:
*  aktivacié hatdsdra alakvaltozads -
jelcsokkenés
* aggregacio - lelilepedd aggregatum
- jelndvekedés

*  Hemosztazismérések (optikai alapu
koagulométereken)

Light source

Direct
light
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Analitikai mdédszerek — Nefelometria

* Kolloid részecskéken szorédo fény
intenzitasat mérjiik

* Kis koncentraciok tartomanydban a szoért
fény intenzitdsa a koncentracio linearis
fliggvénye

. :C\{Iegwlagjtas monokromatikus Nephelometry U
énynyalabbal b

- Arészecskék altal sz6rt fényt tipikusan a detector .  Scattered
kiivettabdl kijové fényre 15—90°-0s szogben —  light
detektaljuk.

* A megvilagité lézerfény altaldban v
kisteljesitményd hélium-neon lézerbdl
szarmazik. A bioldgiai anyagok 6nmagukban
ezen a hulldmhosszon nem mutatnak
elnyel6dést.

* A nefelometria a turbidimetrianal jéval
érzékenyebb mddszer, mivel nem a Suspended
fényszorassal ardnyos fényintenzitas- particles
csokkenés mérését, hanem maganak a szort
fénynek a mérését jelenti

* Rutin diagnosztikaban:

e Szérum-, liquor- és vizeletfehérjék
mérése (pl. szabad konnydlanc, Ig
alosztalyok, Ig, prealbumin, CRP,
fibrinogén)

* Hemosztazis (VWF:GPIbB)

]
—
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Il .b
\
\<
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2
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LED light v
source

A

Szort fény intenzitasa

>
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Fénymikroszkdpok - Fluoreszcens anyagok

Energy

So

Fluorokrém molekulak gerjeszthetSk (gerjesztett allapot ps-os) FITC (Fluorescein-5-isothiocyanate)
Delokalizalt elektronrendszer (sokszor heterociklusos, aromas vegyiiletek) HO

* Endogén (pl. fehérjék [Tyr, Trp], NADH, szteroidok...)

*  Exogén (pl. fluoreszcein, rodamin, EtBr...)
Amikor az elektron a gerjesztett allapotbdl az alacsonyabb energidju
alapallapotba ugrik, akkor fotont bocsathat ki (ezt a foton kibocsatast
nevezziik fluoreszcens emisszidnak)
Gerjeszt6 fény nagyobb energidju (és kisebb hullamhosszu) mint az emittalt
fény
Minden fluorokrémnak van egy abszorpcios és egy emissziés maximuma
Ezeknek min. 40 nm kiilonbség kell, hogy szlir6kkel elvalaszthatok legyenek

‘ A fluoreszcein spektrumai
@ Stokes-shift
<~
100
1 g o
© .| gerjesztési spektrum SmisszIas Spekurum
4
a E AN -~
h».'” kl) (3
h"";m (3} E %
b=
©
EI_J 25
Y O_ X ———————
300 400 500 600 700 800

hullamhossz (nm)
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Analitikai modszerek — Fluorimetria

* A fluorimetria a fluoreszcens molekulak
fluoreszcencidjanak kvantitativ vizsgalata

* A biomolekuldk jelent6s része fluoreszcens,
illetve fluoreszcens molekuldkkal kémiai Uton
jelélhet6, ezért a fluorimetria széles korben
alkalmazhaté mind analitikai eljarasként mind
kiilonb6z6 képalkotd eljarasokban

> > l Sample

holder

Primary

*  Erzékeny (~pmol/l) filter

* \eszélytelen

h 4
I Secondary
filter

* Mivel a gerjeszt6 fény hulldmhossza
kiilonbozik a detektdlt (emittalt) fényétdl,
ezért megfeleld korilmények alkalmazasaval a
gerjesztd fény jelentette mérési hattér
minimalisra csokkenthetd

Source

* Valtozatos jelolési lehetdségek

Photomultiplier
tube

Readout
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Group A

Group B

Group AB

Group O

Red blood

cell type

Antibodies ’QQ\ '\%Y% V\QQC ’Q Q‘

in plasma ’/<\\|" /{ \“ /( \\\“ J( ﬁ"
Anti-B Anti-A None Anti-A and Anti-B

Antigens in

red blood ? t ot

cell A antigen B antigen Aand B None

antigens
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Agglutinacioé

* Agglutinacio: ha az antitestek nagyobb partikulumokat (pl. sejteket, latex gyongyoket) kotnek
keresztbe, azok Gsszecsapzédnak = szabad szemmel is lathaté

*  Hemagglutinacio: ha vorosvérsejtek csapzddnak Ossze

* Az agglutinacid az antitestek egyik élettani funkcidja is, a kdrokozok agglutindcidja hatraltatja a fert6zések
terjedését

* Lehetdirekt vagy indirekt, illetve aktiv vagy passziv.

* Szamos laboratériumi teszt agglutinacién alapul

35

e
3
e+ = ¥
2
e @
Anti-,A” IgM  Vorosvérsejt Hemagglutinacid .. .
,A” antigénnel N . S
o - - - ‘
"
v . - - ©
B 5. [0y
SR =
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Agglutinacio fajtai

Direkt agglutinacio:

* Ugyanaz az antitest képes keresztbe kotni a
partikulumokat

* Az IgM izotipusu antitestekre jellemzé

Indirekt agglutinacio:

* Egy masodlagos antitest koti keresztbe a részecskéket

Aktiv agglutinacio:
* A sejt a sajat, sejtfelszini antigénjével vesz részt a
reakcidban
* Példa:
* Vércsoport meghatarozas
*  Bakteridlis sejtfelszini kimutatdsa
Passziv agglutinacio:

* A reakcidban résztvevé hordozd részecskére mesterségesen
van rakotve az antigén

e Példa:
* Latex agglutinacids tesztek
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Az agglutinacio orvosi jelentosége

* Azantitestek egyik élettani funkcidja, a kdrokozoék elleni

védelem része

*  Bizonyos koérallapotokban (pl. autoimmun haemolyticus

anaemia) in vivo is létrejohet hemagglutinacio
*  Diagnosztikai tesztek:
*  Latexagglutinacios tesztek:

*  Autoimmun kérképek (autoantitestek
kimutatasa: pl. Rheumatoid arthritis >
rheumatoid faktor, SLE = kiilonb6z6
autoantitestek)

*  Fert6zések (kérokozd antigénjét vagy az
ellene termelt antitestet mutatjak ki: pl.
anti-streptolizin O antitest, ASO/AST)

*  Egyéb fehérjék (pl. CRP, hCG, D-dimer)
kimutatdsa
* Hemagglutinacios tesztek:
* Vércsoport meghatarozas
* Coombs-teszt
* Hemagglutindcids assay
* Hemagglutinacio-gatlason alapuld vizsgalatok:
* Virus hemagglutininek azonositasa

*  Virus hemagglutinineket neutralizalo
antitestek tesztelése
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Negativ

Latex gyongyok felszinére van kotve areakcidban
résztvevs antigén/antitest >ha a hozzaadott
mintaban jelen van avizsgalt antitest/antigén,

akkor az agyongyok 6sszecsapzodasat idéziel6



Kromatografias madszerek csoportositasa - Immunkromatografia

Immunkromatografias gyorsteszt technoldgia

A mintat a gyorsteszt mintaablakaba kell tenni
Nitrocellul6z-membran

A minta a kapillaris jelenség hatasara mozog

A mintdban |évé analit (antigén) a konjugatumhoz kot6dik (jelolt
antitest)

A minta ezutdn athalad egy vagy két teszt vonal (T) és egy kontroll
vonal (C) terliletén is, amelyekre kétféle megkoté molekula van
rogzitve:

* A teszt vonal(ak)on lévé megkoté molekuldkhoz csak a vizsgalati
minta analitjai kot6dhetnek. Ez a mérés specifikussagat
garantalja.

* A mintaban lévé analit (antigén) mennyisségének fliggvényében
a tesztvonal(ak) szinének intenzitasa lehet alacsonyabb vagy
magasabb, eziltal lehet6vé téve az analit (antigén) mennyiségi
meghatdrozasat.

* A kontroll vonal teriiletén rogzitett molekuldk kotik meg az
0sszes marker részecskét, ami athalad rajtuk. Ez a vonal mutatja
meg, hogy a tesztkazetta m(ikodik.
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A LABORBAN ELERHETO GYORSTESZTEK:

. Clostridium difficile gyorsteszt

. RSV gyorsteszt

. Influenza gyorsteszt

. H.pylori Ag gyorsteszt

. Legionella gyorsteszt

. Streptococcus pneumoniae gyorsteszt
. Rota-Adenovirus gyorsteszt

. Noro virus gyorsteszt

. Cryptococcus gyorsteszt

10. Cryptosporidium-Gradia lambia gyorsteszt
11. Cryptosporidium/Grardia/Entamoeba
12. Meningitis gyorsteszt

13. TBC gyorsteszt e
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Immunkromatografas eljaras lényege

é Particle Conjugate
é on conjugate pad

Control Line

l

Sample Pad Wick

\
I
Backin
g Nitrocellulose Membrane

Test Line

»Szendvics” immunkromatografias teszt

\ Labeled Primary Secondary Monomer

antibo antibod antibo gD, IgE. 195G
Analyte 4y % dy gD. IgE. Ig

- N Dimer
[[i}
Analyte-labeled antibody

complex

|~
O 5
v A"ﬁ'

Test Control
line line
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