Automatické imunochemickeé
analyzatory

Automatizace koncem 80. let

Uplatneni pro analyty s nizkou koncentraci
(nmol/l, pmol/l)

Vyuziti reakce antigen — protilatka

Znacena protilatka (pripadne antigen)
Vetsinou heterogenni imunoanalyza (pevny
povrch — paramagneticke castice, kulicka)

Doba analyzy 15 — 60 min

Detekce s vysokou citlivosti (chemiluminiscence,
elektrochemiluminiscence, fluorescence..)




Automatické imunochemickeé
analyzatory

Zakladni postup:

« smichani komponent

* inkubace — vznik kompexu antigen - protilatka

« separace (v pripade heterogenni imunoanalyzy,
caste vyuziti magnetu)

* reakce znacenky komplexu antigen — protilatka
s chemickou latkou startujici reakci
s detekovatelnym efektem

« detekce (pr. chemiluminiscence)



Automatické imunochemickeé
analyzatory

Jsou opatreny cteckou caroveho kodu, umoznuji tak
jednoznacnou identifikace pacienta

Zpracovavaji vzorky v primarni zkumavce , prace po
pacientech - Random Access

Pozadavky pro jednotlivé analyzy jsou prijimany
z laboratorniho informacniho systemu (LIS), analyza
pak probiha automaticky bez zasahu obsluhy

Jedna se o0 uzavrené systémy — pouze pro reagencie
vyrobce pristroje



Automatické imunochemickeé
analyzatory

Kazetovy systéem reagencii
Detekce srazeniny patri ke standardni vybavé

Cena imunochemickych vysetreni pomérné vysoka -
radové mezi 50 — 200 Ké

Principy jednotlivych firem se liSi typem znacenky,
separace a detekce




Advia Centaur (Siemens - Bayer)

* Pracuje s diagnostickymi
soupravami firmy BAYER
Diagnostics

* Analyzovanym materialem je
sérum/plasma nebo mo¢.

* Pracuje po pacientech pri
vyuziti principu "RANDOM
ACCESS, - analyzy se
provadeji v optimalnim
casovem rytmu

« Stroj se nemusi zastavovat pro
doplnéni reagencii a vzorku




Advia Centaur (Siemens)

ADVIA Centaur je plné automatizovany |
chemiluminiscencni analyzator pro rutinni i statimova
vysetreni.

Vykon: 240 stanoveni za hodinu, prvni vysledek je po
15 minutach, dale kazdych 15 sekund

Princip méreni: Systém méri kvantitativni mnozstvi
svéetla emitovaného behem chemiluminiscenéni
reakce, pevna faze jsou paramagneticke Castice
(Fe 03) magneticka separace, znackovac je AE
(acrldmlum ester), coz je chemiluminiscencni latka,
ktera emituje svetlo pri oxidaci H,O,v alkalickem
prostredi. Reakce groblha b&hem Jedne sekundy a je
velice citliva ( 10




Advia Centaur (Siemens)

Metody: Thyroidni hormony:
Reproduktivni hormony:

Anemie:
Tumor markery:

TDM:

Kardio markery:
Alergie:
Ostatni:
Infekce:

FT4, TT4,FT3, TT3, TSH, TU, TSH-3,
neonatal TSH, Anti - TPO
Prolactin, FSH, Progesteron, hCG, Estradiol,
Testosteron, LH
B12, Folaty, RBC Folaty, Ferritin
AFP, CEA, PSA, komplex PSA, CA 15-3,
/IB27.29/, CA 125, CA 19-9,
Digitoxin, Carbamazepin, Phenobarbital,
Tobramycin, Digoxin, Genamicin

CKMB, cTroponin |, Myoglobin
total IgE
Kortizol
Rubella G, Rubella M, Toxoplasma G,
Toxoplasma M



Advia Centaur (Siemens)

Reagencie: Kazetovy chlazeny zasobnik s 30 pozicemi -
jsou neustale promichavany. Automaticka kontrola
hladiny reagencie

Vzorky: Linearni podavac s kontinualnim pristupem
totéz pro kontroly, standardy

Kyvety: akrylove, na jedno pouziti

Kalibrace: Kalibra¢ni krivka se vklada do analyzatoru
pomoci CteCky caroveho kodu nactenim. Master krivky z
prislusneho setu.



Advia Centaur (Siemens)

» Optimalni produktivita a vykonnost

* Doplneni reagencii, Spicek, destilovane
vody, kyvet, vyliti odpadu, odstraneni
pouzitych spicek Ci kyvet za chodu

* Analyzator je 24 hodin pripraven k praci



Advia Centaur (Siemens)

1 chlazeny zasobnik reagencii
2 3 reagencni jehly
&) inkubacéni kotou€ s kyvetami
4 luminometr
. 5 jehla pro davkovani NaOH
6 odsavaci jehla pro odpad
7 dodavani kyvet
8 promyvaci jehly
. 9 magnety
. 10  promyvani
« 11 jehla pro davkovani H,0,
. 12  jehla pro davkovani pomocnych roztoku
. 13  vzorkova jehla
. 14  chlazeny zasobnik pomocnych reagencii
. 15  zasobnik Spicek
18 . 16  prostor pro aktualné davkované vzorky
. 17  vstup pro vzorky
. 18  stojanek pro vzorky
. 19  vstup pro statim
. 20  vystup hotového vzorku
. 21  softwarové ovladani analyzatoru




Advia Centaur (Siemens)

Vzorek je vlozen do stojanku a ten je dan do vstupu pro vzorky. Stisknutim tlaCitka START je stojanek

posunovan v fadé a vsunut do davkovaciho prostoru . Vzorkova jehla nabere ze zasobniku pro Spicky
jednu Spicku, nabere vzorek ze zkumavky a nadavkuje jej do kyvety v inkuba¢nim kruhu. Ten je
vyhfivan na 37°C a neustale se otaci, Cimz umoznuje takt zpracovani 15 sekund. Kyveta se vzorkem
se otoCi k jehle, ktera event. davkuje pomocny roztok dale ke 3 reagencnim jehlam, které nezavisle
davkuji primarni reagencie z primarnich zasobnikl. Kyveta se poté oto€i k promyvacim jehlam a
promyvaci stanici. Magnetické ¢astice jsou pomoci magnetl pfichyceny na sténu kyvety, promyvaci
jehly odsaiji tekutinu z kyvety a magnetické Castice jsou promyty destilovanou vodou, ktera je opét
odsata. Inkubacni kruh posune kyvetu k jehle, ktera davkuje peroxid vodiku a poté k vytahu, ktery
dopravi kyvetu do luminometru. Ten ma 3 €asti: fotonasobic, jehlu, ktera davkuje NaOH a jehlu, ktera
odsava vSe do odpadu. Po pfidani NaOH, probéhne chemiluminiscencni reakce.

Luminometr méfi emitované svétlo v relativnich svételnych kvantech a ta prevadi na vysledky /
koncentrace.




Elescys (Roche) — nova verze Cobas e411

Analyzator ELECSYS 2010®

je plné automatizovany

softwarove fizeny system

« Systém je zalozen na
technologii
Elektrochemiluminiscence
(ECL), dosahujici mimoradné
citlivosti, Sirokeého mériciho
rozsahu a rychlosti stanoveni

« Jedna se o benchtop

analyzator s kapacitou 86 testu

za hodinu

Operacni systém je zalozen na

vkladani dat prostrednictvim

unikatniho dvourozmerneho

caroveho kodu




Elescys (Roche)

« ELECSYS 2010® je uzavreny system a pouziva
vyhradné systémove reagencie, kalibratory a roztoky
firmy Roche

» Elecsys 2010 se vyrabi ve dvou variantach-Disc a Rack

 Reagencni disk_obsahuje 18 pozic pro reagencni
soupravy, predzpracujici reagencie a diluenty - najednou
muze byt zalozeno maximalné 15 ruznych metod v
jednotlivych pozicich



Elescys (Roche)

Davkovani vzorku a reagencii

pristroj je vybaven funkci detekce hladiny, ale i
detekce pripadne srazeniny Ci peny
promichavani magnetickych mikrocastic
zajiStuje presnost a integritu davkovani vzorku a
reagencii

jednorazove spicky - minimalizuji kontaminace
3 zasobniky spicek po 120 ks a 3 zasobniky
cupu



Elescys (Roche)

Inkubacni jednotka 37 ¢C + 0,5 «C

« Zde probiha vlastni imunochemicka reakce mezi
vzorkem a reagenciemi

 Délka inkubace — 9, 18 nebo 27 minut

* Po ukoncCeni reakce je reagencni cup premisten na
pozici pro davkovani reakcni smesi do mérici cely.



Elescys (Roche)

Meérici jednotka

» Je klicovou jednotkou analyzatoru Elecsys® 2010

» Obsahuje fotonasobic, prutokovou mérici celu,
magnetickou jednotku a zesilujici obvod

« Teplota je udrzovana na hodnote 28 «C + 0,5 «C.



Elescys (Roche)

« Elektrochemiluminiscence - proces pri kterém
vysocereaktivni latky reaguji na povrchu
elektrody a produkuji svéetlo

* Protilatka (prip. antigen) je oznacena
rutenium(ll) tris-bipyridylovym komplexem

* K elektrochemiluminiscenci dochazi po viozeni
napeti na elektrodu a reakci s tripropylaminem
(TPA)



Architekt i 2000 SR, Abbott

Obrazek 1.4: Primarni soucasti systému i 2000,

1. 1200045 ™ modul: Diagnosticky 2. Podava¢ RSH (podavac vzorku pro
modul s pfednostnim zpracovanim |  opakovaneé testovani): Pfepravni
vzork(, ktery pro zpracovani vzorki |  modul, ktery pfesunuje vzorky do
vyuziva metodu CMIA modulu(-10) k analyze
{chemiluminiscenéni imunoanalyza a opakovanému testovani.

na mikrocasticich).

3. Jednotka SCC (fidici jednotka
systemu}: PoCitaCovy system, ktery
uzivatellim umozniuje Fidit modul(-ly)
a pfibuzné soucasti pomoci
jednotneho centralniho rozhrani.




ARCHITECT i2000/i2000SR

Systémy ARCHITECT i2000SR/i2000 - pIlné
automatizované systémy poskytujici vysoky stupen
flexibility

25 metod, chlazeny karusel

Velikost reagencnich souprav 100 a 500 testu
Automatické opakované testovani, redéni a reflexe
Detekce kapalin, detekce srazenin

Pouziti ¢arovych kodu

Moznost integrace s biochemickym analyzatorem
ARCHITECT ¢8000

Vykon systému je az 200 testu za 1 hodinu (400 pro
14000, 600 pro i6000 a 800 pro i8000)
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Architekt 1 2000 SR, Abbott - detekce

Technologie ChemiFlex CMIA
(chemiluminiscencni imunoanalyza na
paramagnetickych mikrocCasticich)

- meéreni vyzarovanych chemiluminiscencnich
emisi v reakCni nadobce

Strucny postup:
1. Zmereni pozadi po pridavku peroxidu vodiku
2. Davkovani NaOH (Trigger) do reakcni nadobky

3. Zachyceni emitovaneho svetla a jeho odvedeni
svetlovodem do fotonasobice (PMT)

« Znaceni patentovanym akridiniem



Unicel DxI 800 (Beckman Coulter)

kompaktni piné automaticky

uzavreny system umoznujici

provadeni imunoanalytickych

stanoveni

 zalozen na pouziti alkalicke
fosfatazy jako markeru

« paramagnetickych mikrocastic
jako nosice protilatek resp.
antigenu

* luminiscencni detekci vyuzivajici

premeny dioxetanfosfatu na

dioxetan

* pfistroj ma vysokou detekcni
citlivost pri Sirokém koncentracnim
rozmezi a velmi dobrou presnost a
reprodukovatelnost vysledku




Unicel DxI 800 (Beckman Coulter)

* Vykon:
Az 400 testd /hodinu

Rychlé uvolnéni vzorku ze systemu - systém si vytvari viastni interni
alikvot.

« Jednoducha obsluha:
Minimalni ,kontakt” obsluhy s fidicim softwarem.

Doplnovani reagencii a spotrebniho materialu prostym provedenim
ukonu.

* Nepretrzity provoz
Doplnovani reagencii a spotrebniho materialu za plného provozu
(bez nutnosti pauzy).
Minimalni udrzba (5min.denné)



Unicel DxI 800 (Beckman Coulter)

Kontrola integrity vzorku — detekce srazeniny a bublin

Kompatibilita s biochemickymi analyzatory Synchron
LX® 20, UniCel® DxC s automatizaci — preanalycka
linka, Power Processor®,

Siroka nabidka testt



Axsym (Abbott)

Velmi rozsireny
analyzator

80-120 testu/ hod

Merici principy — MEIA,
FPIA, REA a ICIA
Robustnost,

Dotykova obrazovka
Doba analyzy 15 - 20 min

Technologie zabranuijici
tvorbe peny



Xsym - procesni centrum

Processing Carousel
Air Heater
Inlet Filter
FPIA
Optical o
Assembly G2\ Transfer
== o -
Carousel
L .
i =
m o
IE4ckR L)
Matrix Cell
Delivery ﬁ 4 E’S @)
System \ L &)
Pipetting 3
System : Bulk Solution
Dispensers 1, 3
MEIA
Optical
Assembly

Matrix Cell
Carousel

AxEVAr

Processing Center



Axsym = reakcni nadobka

Reagent 3
Reagent 2

Cuvette Reagent 1

Predilute Well

Sample Well
Buffer Well

Incubation Well

Reaction Vessel
Carousel



Axsym (Abbott)

MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay)
- Enzymova analyza na mikroc¢asticich

* Vzorek se smicha s reagenciemi, pak se inkubuje

« Separace na sklenénych vlaknech matrice

« Pridavek konjugatu s alkalickou fosfatazou

« Pridavek substratu — 4-methylumbelliferylfosfat (MUP)
* Hydrolyza MUP s ALP

* Fluorescence methylumnelliferonu



Axsym (Abbott)

FPIA — Fluorizacni polarizace

« Polarizaéni fluorescencni zareni emitovano z indikatoru,
kterym je znaCeny analyt

« Hodnota polarizace emitované fluorescence je umérna
rychlosti rotace molekuly

* Rotace je umérna velikosti molekuly — malé analyty rotuji
rychleji nez komplexy

« MEeéri se zména v polarizaci emitované fluorescence po
vytvoreni komplexu analyt-protilatka



Immulite 2000 (Siemens - DPC)

Uéinnost:

Vykon 200 testu

Random Access

24 chlazenych reagencii

Automatické opakovani "out of range" vzorku

Maximalni integrace:
Primarni zkumavky
LIS interface



Immulite 2000 (Siemens)

Detekce srazenin

Enzymove zesilena chemiluminiscence
Stanoveni 3. generace

Dotykova obrazovka

Dlouha doba inkubace — 35 nebo 70 minut



Immulite 2000 (Siemens)

Princip mereni:

« Ke konjugatu vazanemu na reakcni kuliCce a
znacenemu alkalickou fosfatazou je pridan luminogenni
substrat (adamantyl dioxetan fosfat)

* Dojde k odstépeni fosfatu a ze substratu vznika
nestabilni anion, pfi jehoz rozkladu dojde k emisi fotonu
(chemiluminiscencni reakce)



Immulite 2000 - Chemicka reakce substratu
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AU3000i (DANAHER - Olympus)

Firma Olympus pfisla na trh s imunoanalyzatorem az v
roce 2005

Pevna faze — magnetické mikroCastice

Detekce — chemiluminiscence prostrednictvim hydrolyzy
AMPPD (derivat dioxetanu)

Enzym — ALP
240 testu/ hod

Detekce srazeniny



Im

RAD 120, Rad




RAD 120, Radim

Patentovana technologie nazvana "Pegasus”

Pevna faze - zelezitan potazeny zirkoniem

Castice se silnou vazebnou kapacitou k
biologicky aktivnim molekulam

Rychla a efektivni separace

Fluorescencni detekce pri 450 nm



RAD 120, Radim - charakteristika

Kontinualni pridavani reagencii a vzorku za
chodu

Primarni, sekundarni vzorky, pediatrické
kyvety

Produktivita: az 120 testu/hod

Reflex test

Kalibrace — stabilni az 4 tydny

Archiv pacientu

Operacni system - Windows Xp
Dotykova obrazovka



Ukazka obrazovky se statusem inkubatoru,
predfedovaciho stojanu a stojanu s kyvetami
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Specialni moznost stanoveni —
autoimunitni markery

ANALYTE No. Sample Volume Incubation Curve

of test () (minutes) Range
ANA 100 25 26 0-332 IU/ml
ENA-6 100 15 26 0-100 IU/ml
RF 100 15 26 0-485 IU/ml

Ds-DNA 100 25 28 0-555 IU/ml



Kryptor (Brahms)

« Jediny z uvedenych analyzatort vyuziva pouze
homogenni imunoanalyzu

« QOdpadaji promyvaci a separacni kroky

Princip méreni:

* Neradioaktivni prenos energie z donoru (kryptatova

struktura s iontem europia v centru) na akceptor (chem.
modif. protein)

* Mereni signalu emitovaného z imunokomplexu s
casovym zpozdénim

 Mereny vzorek je ozaren dusikovym laserem, nasledne
donor (kryptat) emituje fluorescencni signal, po nem
emituje signal akceptor




VIVA-E (Siemens)
systém na testovani drog




VIVA-E
(Siemens)

Princip:

Technika Emit® Il - homogenni enzymaticka imunoanalyticka
technika - 10 min. test, 65 testi/hod

Slouzi k analyze v moci a séru

Test zalozen na kompetici mezi latkou ve vzorku a latkou
znacenou enzymem glukoso-6-fosfat dehydrogenazou
(G6PDH) o vazebna mista na protilatce

Aktivita enzymu klesa pri vazbé na protilatku, proto Ize
koncentraci latky ve vzorku merit podle zmény aktivity
enzymu

Aktivni enzym meéni nikotinamidadenindinukleotid (NAD) na
NADH --» zména absorbance (spektrofotometricky)

Endogenni sérova G6PDH neinterferuje, koenzym NAD
pusobi pouze s bakterialnim enzymem (Leuconostoc
mesenteroides) pouzitym v testu

Metoda je semikvantitativni — skupinovy test



Nabidka drog provadénych na pristroji VIVA-E

Syva® Emit® DAT Assays

Amphetamines

6 Acetyl Morphine*
Barbiturate
Benzodiazepine
Cocaine Metabolite
Cannabinoid
Ecstasy

Ethyl Alcohol

LSD

Methadone
Methaqualone
Opiate
Phencyclidine
Propoxyphene



Elisys Quattro - HUMAN

PIné automaticky ELISA analyzator stfedniho vykonu

Vice nez 40 ELISA testu

Az 7 desek naraz

4 nezavislé inkubatory

Ctecka éarového kodu zkumavek
Automaticka kontrola mnozstvi
reagencii




Analyzatory na multianalyzu



Luminex 100 IS, Luminex Corp.

- princip flow cytometrie
* moznost simultanniho méreni az 100 analytui v jedné
jamce mikrotitracni desticky (panely — pr. cytokiny)

* potreba velmi malého objemu

* cenové vyhodné

* moznost mérit imunochemickeé
metody, mukleové kyseliny,
enzymy




Luminex 100 IS, Luminex Corp.

Princip xXMAP technologie

« 100 druhu mikrokuliek (magnetické) rozliSenych
kombinaci dvou fluorescencnich barev

* Na kazdém druhu je navazana molekula vazajici
specificky jeden analyt

* Na kuliCku se navaze analyt a druha protilatka

« KuliCky protékaji pristrojem

« Meri se fluorescence vznikla po excitaci dvema lasery —
jeden urcCuje barvu — druh analytu (kvalita)
druhy - mnozstvi analytu (kvantita)



Evidence, Randox

- BioCipova array technologie

* Imunoanalyza zalozana na simultanni multianalyze
 Na bioCipu panel pfibuznych testu

 Princip ELISA




Chemicka analyza moce

automatizace od 80. let minulého stoleti

pristroje vyuzivaji stanoveni parametru pomoci
diagnostickych prouzku (sucha chemie)
semikvantitativni stanoveni bilirubinu, urobilinogenu,

bilkoviny, ketonu, hemoglobinu, leukocytu, dusitanu, pH,
glukosy a specifické hmotnostsi

standardizace meérici procedury

namaceni prouzku x pipetovani na jednotlivé reakéni
zony

analyza na principu reflexni fotometrie



Chemicka analyza moce

Reflexni fotometrie:
« zdroj svetla - svetlo emitujici diody
« emituji svétlo o ruznych presné definovanych vinovych

délkach — svétlo pak dopada v ruznych uhlech na
reagencni zony diagnostickeho prouzku

« sveétlo je odrazeno na fotodiodu , ktera slouzi jako
detektor

 Intenzita odrazeneého svétla zavisi na vybarveni reakcni
zony (od bilé zony se odrazi prakticky 100%, ¢im tmavsi
zOna, tim vic svétla je absorbovano)



Chemicka analyza moce

Priklady analyzatoru:

e pro malé laboratore -
Miditron Junior, Urisys 1800 (Roche Diagnostic)
Aution Mini (Arkray)

» vysokokapacitni —
Urisys 2400 (Roche Diagnostic)
Aution Max (Arkray)



Urisys 2400 (Roche Diagnostic)

* plné automaticky mocCovy
analyzator pro stredni a velké
laboratore

» kazety s 400 vySetrovacimi
prouzky

« snadné vkladani vzorku ve
stojanech, posuv po pasovem
dopravniku

» identifikace vzorkU
integrovanou cteCkou
caroveho kodu

e pozice pro statimove vzorky

* minimalni objem vzorku 1.5ml




Prutokova cytometrie

UF 100 (Sysmex)

vzorek moce je automaticky
naredén a obarven a obklopen
kapalinou neobsahujici zadné
bunky

« prochazi merici celou, kde je
ozaren argonovym laserem

* fluorescence a rozptyl svetla
vznikajici po ozareni se
detekuje a je specificka pro
jednotlivé bunky

« vysledky jsou vydany jako
pocCet bunék /ul (erytrocyty,
leukocyty atd.)

* nevyhoda - jednotlive Castice
nemuZze obsluha prohlizet



Graficky vystup z pristroje
UF 100 (Sysmex)
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1Q 200 (IRIS) — mikroskopicka
analyza

‘ fl' flfljl'l_‘ﬂ ‘

plné automatizovana
mikroskopicka analyza

60 vzorkd/hod

moznost prohlizeni castic na
obrazovce

moznost prefazeni do jiné
kategorie

pristroj rozlisuje 12 zakladnich
kategorii (napf. erytrocyty,
leukocyty, epitelie, valce) a
umoznuje tvorbu podkategorii
archivace zobrazeni



IQ 200 (IRIS)

Princip pristroje:

 tenka vrstvicka vzorku sendviCovite uzavrena
mezi vrstvy suspendované tekutiny se dostava
do mikroskopu, ktery je spojen s digitalni
kamerou.

« kamera s vyuzitim stroboskopu zachyti 500
obrazku z jednoho vzorku - vysledny obraz je
digitalizovan

 jednotlivé obrazy Castic jsou izolovany do
ramecCku — kazda Castice zvlast



Erytrocyty — zobrazeni z 1Q 200
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Kompletni systém mocové analyzy

IQ 200 (Iris) v kombinaci s Aution Max AX-4280 (Arkray)

e zjednoduseni provozu
« vlozime vzorek a ziskame kompletni vysledek




LabUMat and UriSed




