Katedra laboratornich metod Bakalai'ské studium — Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi
LF MU Klinicka biochemie cviceni — Z semestr

Praktické cviceni €. datum jméno
Letni semestr

Téma praktika:
Instalace turbidimetrické a nefelometrické metody

Teoreticky uvod:

Nefelometrie a turbidimetrie se pouzivaji ke stanoveni koncentraci specifickych proteinti
krevniho séra, plazmy, moc¢e a mozkomisniho moku. Reakci analytu (stanovované bilkoviny)
s protilatkou (zpravidla polyklonalni) vznikaji imunokomplexy, které¢ rozptyluji dopadajici
svétlo. (N€kdy se hovoii o ,,imuno‘“nefelometrii, resp. —turbidimetrii, pticemz piredponou
»imuno-* se vyjadiuje pouziti reakce antigen-protilatka.) M¢fit 1ze bud’ ubytek intenzity svétla
dopadajiciho ze zdroje na kyvetu (pod thlem 0° - turbidimetrie), nebo pfimo rozptylené svétlo
(pod thlem 15 — 90° podle typu pfistroje — nefelometrie). Hodnotit 1ze bud’ maximalni zménu
intenzity signalu (end-point), resp. zménu intenzity signalu v case, kdy se blizi maximalni
(dvoubodové méteni — pred a po reakcei), nebo rychlost zmény intenzity signalu pomoci jeho
méteni v kratkych ¢asovych intervalech (kinetické méteni — ,,rate®).

Zavislost signalu na koncentraci stanovovaného analytu je u téchto metod vzdy nelinearni. Ke
kalibraci se pouziva vice bodd, které jsou proloZeny kiivkou podle programu vyrobce (4-
parametrova — sigmoidni, kvadraticka, kubicka ¢i funkce ,,spline*). Zpravidla se nepouziva
,»hulovy* kalibrator.

Na OKB ULM FN Brno jsou specifické proteiny v séru/plazmé stanovovany
imunoturbidimetricky na hlavnim biochemickém analyzatoru (Cobas 8000). Nékteré méné
frekventované analyzy v séru/plazmé (ceruloplazmin, alfa2-makroglobulin, revmatoidni
faktor), stanoveni nizkych koncentraci bilkovin v mozkomisnim moku (albumin, IgG, IgA,
IgM) a v moc¢i (albumin, IgG, transferin, alfal-mikroglobulin, alfa2-makroglobulin) jsou
provadéna imunonefelometricky na analyzatoru Immage 800 (firmy Beckman Coulter) na
Useku specifickych proteinti a likvorologie. Volné lehké fetézce kappa a lambda v séru jsou
na tomto useku stanovovany imunoturbidimetricky na analyzatoru Optilite (firmy The
Binding Site).

Metody vyrobce na analyzatoru Immage jsou kalibrovany mnohanasobnym promeétenim
intenzity signalu pro 8 az 12 riznych koncentraci analytu. Z té€chto tdajl je konstruovana
kalibra¢ni kiivka, jejiz parametry jsou obsazeny v ¢arovém kodu kalibratoru. UZivatel
provede pouze korekei této kiivky Etyfndsobnym zmétenim koncentrace jediného kalibratoru.
Analyzator umoziuje i pouziti uzivatelem definovanych metod/reagencii (UDR — user
defined reagent), v takovém piipad¢ musi uzivatel provést plnou kalibraci (nejméné 4
kalibratory).

Na analyzatoru Optilite se méfi Sest kalibracnich bodil. Do pfistroje se vklada jediny
kalibrator, ktery je v analyzatoru automaticky natedén na Sest riznych koncentraci. Pro kazdy
bod se provadi jediné méfeni.
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Poznamka 1: Je-li pocet méreni volitelny, je s vwhodou volit pri kalibraci dve mereni pro
kazdou koncentraci kalibrdtoru.

Poznamka 2: Uzivatelem definované metody se v klinickych laboratorich pouZivaji jen
vyjimecné — pouze v pripadé nedostupnosti originalni metody vyrobce u raritnich analyz nebo
v oblasti vyzkumu. Na validaci uZivatelem definovanych metod pro rutinni klinické

diagnostické pouZziti jsou totiz v soucasnosti kladeny akreditacnimi organy velmi vysoké
naroky.

Okruhy k nastudovani a dotazy:

1. Zopakujte si, co je to Heidelberger-Kendallova kiivka, ujistéte se, Ze umite spravné
popsat osy x a y grafu a uvédomte si, které tii oblasti na ni rozliSujeme. V jaké oblasti
této kiivky pracujeme pfti stanoveni specifickych bilkovin v biologickych tekutinach
metodami (imuno)turbidimetrie a (imuno)nefelometrie?

2. Proc je dualezité, aby piistroj dokdzal detekovat nadbytek antigenu ve vzorku? Znate
n¢jakou metodu pouzitelnou pro detekci nadbytku antigenu?

3. Hypoteticky pfedpokladejme, ze pro vyzkumné tcely chcete vyzkouset pouzitelnost
nefelometrické metody na stanoveni nizkych koncentraci alfa2-makroglobulinu
v likvoru na analyzatoru Immage 800 s vyuzitim reagencii pro stanoveni alfa2-
makroglobulinu v séru. (Pokud nam vse piijde dobre, tak si to v praktickém cviceni
zkusime.) Vyrobce udava koncentraci analytu v kalibratoru 218 mg/dL. Analyticky
o¢ekavané koncentrace alfa2-makroglobulinu v likvoru (normalnim nebo
patologickém) se pohybuji ptiblizné v rozmezi 0,1 mg/L az 20 mg/L. Pouzijeme sedm
kalibratort, pficemz po zfedéni kalibratoru vyrobce Diluentem 1 (Kal 7) budeme dale
fedit ,,dvojkovou fadou* az ke Kal 1 (viz Tabulka nize). Navrhnéte vychozi fedéni
kalibratoru vyrobce o vyse uvedené koncentraci tak, aby bylo mozné stanovit
koncentraci alfa2-makroglobulinu v likvoru alespoii v téch ptipadech, kdy jsou
patologicky zvySené.

pL kalibratoru pL Diluentu Vysledna koncentrace
ptisluSného kalibratoru
(mg/L)
Kal7 | ..o
(vychoziho)
Kal 6 200 (Kal 7) 200
Kal 5 200 (Kal 6) 200
Kal 4 200 (Kal 5) 200
Kal 3 200 (Kal 4) 200
Kal 2 200 (Kal 3) 200
Kal 1 200 (Kal 2) 200

Pristroje a pomiicky:
Analyzator Optilite, Binding Site
Analyzator Immage 800, Beckman

Ukoly:

Ugelem praktického cviGeni je ramcové sezndmeni se s imunochemickymi analyzatory
Optilite (The Binding Site) a Immage 800 (Beckman Coulter) a s postupem pii zavadéni
metody na téchto analyzatorech. Nejprve se seznamte s ptibalovym letdkem/letaky souprav,
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které budete pouzivat. Poté proved’te kalibraci vybraného analytu. Zméite kontrolni vzorky a
posud’te, zda jejich vysledky lezi v povoleném rozmezi. Vysledky pro alespoii jeden vybrany
analyt zapiste do Tabulky nize. V zavéru strucné shriite svou praci béhem cviceni.

Pracovni postup:
Varianta 1) Analyzdtor Optilite — stanoveni volnych lehkych fetézcit kappa a lambda:

1. Odvickujte lahvicky s kalibratorem a kontrolnimi vzorky a ujistéte se, Ze v nich nejsou
bubliny/film. Vlozte kalibratory a kontrolni vzorky do stojanku na kalibratory a
kontroly a ujistéte se, Ze carovy kod sméiuje doptedu a je nastaven na lince.

2. Stisknéte tlacitko na krytu prostoru pro vzorky; kdyz kontrolka trvale sviti modre, kryt
oteviete. Vlozte stojanek a kryt zaviete. Pockejte, az se stojanek nacte.

3. Vyberte F4 — 1 Vybér kal./QC — Kalibrace.

4. Vyberte Test a poté kliknéte na ikonu Kalibrovat.

5. Kliknéte na ¢islo Sarze reagencie —OK — stav kalibrace se zméni na ,,Ceka na
spusténi‘

6. Piejdéte na iivodni obrazovku a vyberte Spustit.

Cilové hodnoty kalibratoru a kontrol jsou obsazeny v ¢arovych kédech na lahvic¢kach a po
vlozeni reagencie do analyzatoru a nacteni kodu se automaticky aktualizuji.

Varianta 2) Analyzdtor Immage — stanoveni IgM v likvoru
Jedna se o metodu vyrobce, pouzivame novou $arzi kalibratoru, kterou je nutné nejprve
nacist.

1. Vlozime reagencie do reagen¢niho karuselu.

2. Kartu s ¢arovym kédem reagencie zasuneme do drazky prazdného vzorkového
stojanu. Karta musi byt obracena stejné jako stitek s carovym kdédem stojanu. Nactéte
kartu reagencie: z nabidky Menu vyberte Rgts/Cal a Read Cards (F8).

3. Znabidky Menu zvolte v Rgts/Cal Read Reagent (F1) a potvrd’te OK.

Napipetujte 200 pL kalibratoru do zkumavky oznacené carovym kdédem kalibratoru.
5. Pokud se jedna o novy kalibrator, musi byt nejprve nactena karta kalibratoru. Kartu

s ¢arovym kodem kalibratoru zasuneme do drazky prazdného kalibracniho stojanu.

Karta musi byt obracena stejné jako Stitek s ¢drovym kodem stojanu. Z nabidky Menu

vyberte Rgts/Cal a Read Cards (F8).

6. Nalevo oznacte metodu, kterou chcete kalibrovat, a zvolte Request Cal (F4), zadejte
¢islo kalibra¢niho stojanku, zvolte pozici, vyberte LOT kalibratoru a potvrd’te Save.
7. Kalibraci spustime z hlavni obrazovky stisknutim Run.

o

Pokud kalibrace probé&hla uspésné, status Request Cal se zméni na Calibrated. Vysledky
kalibrace je mozné vytisknout v Print Report (F8).

Varianta 3) Analyzdator Immage — stanoveni alfa2-makroglobulinu v likvoru: zaddani
uzivatelem definované metody
Definovani udaji pro kalibraci UDR metody
Spodni mezi povoleného rozsahu hodnot pro protokol je zadana (nastavovaci) koncentrace
zadana (nastavovaci) koncentrace nejvyssiho kalibratoru.
1. Na strané 3 obrazovky Define/Edit User-Defined Chemistry zadejte do pole Levels
pocet hladin kalibratoru. MiZete zadat Ctyti az devét hladin. V nasem piipad€ budeme
pracovat se sedmi (7) hladinami.
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2. Do pole Replicates zadejte pocCet opakovani, ktera se maji pro kazdou hladinu
kalibratoru provést. Muzete zadat jedno az devét opakovani. V naSem piipad¢ zadame
dvé (2) opakovani.

3. Do pole Update Level zadejte ¢islo hladiny kalibratoru, pro kterou se ma provadét
aktualizace jednobodové kalibrace. MlZete zadat ¢islo od jedné do deviti.

4. Do pole Replicates zadejte poCet opakovani, ktera se maji pro aktualizaci hladiny
provést. Miizete zadat Cislo od jedné do deviti.

5. Do kazdého z poli Cal Setpoint zadejte piislusnou zadanou hodnotu koncentrace.
Hodnoty koncentrace museji byt usporadany vzestupné, pricemz hlading Cislo 1
odpovida nejnizsi koncentrace. Do kazdého pole 1ze zadat nejvyse 7 ¢islic nebo 6
¢islic a desetinnou ¢arku (tecku).

6. Zvolte Save [F9] pro uloZeni protokolu a udaji o kalibraci.

7. Jdéte do obrazovky User-Defined Chemistries a zvolte funk¢ni tlacitko Chem
Config [F9], abyste mohli UDR metodu nakonfigurovat.

8. V obrazovce Chemistry Configuration zvolte UDR Main [F9] pro navrat do
obrazovky User-Defined Chemistries.

Pti definovani metody budeme vychazet z obdobné metody pro stanoveni tohoto analytu
v moc¢i. Postup kalibrace je ddle podobny jako v ptedchozim ptipad€. Po prob&hnuti
kalibrace je vSak nutné kalibraci pfijmout pomoci Approve Cal (F5) . V nabidce Select
Model (F1) vybereme pozadovany model a potvrdime OK.

VZdy po provedeni kalibrace méiime kontrolni materidl.

Vysledky
Metoda:

Kontrolni Vas vysledek Cilova Smérodatna z-skore
vzorky hodnota odchylka
LQC
HQC

Metoda:
Kontrolni Vas vysledek Cilova Smérodatna z-skore
vzorky hodnota odchylka
LQC
HQC

Zaver:
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