Parametry metod automaticke
fotometrické analyzy

Kazda metoda provadéna automatickym biochemickym analyzatorem ma v softwaru fidiciho pocitace
nadefinované parametry:

Cislo (aplikaéni kéd) metody

. nazev metody

. biologicky material (sérum, plazma, mog¢...)

. typ méreni zmén absorbance (end-point, kinetické méreni)

. délka inkubace — doba trvani reakce ( do 10 min)

. meérici body reakce

. vinova délka

. objem pipetovaného vzorku,

. objem pipetovanych reagencii (R1, R2, R3...)

. podminky pfi opakovani analyzy s mensim, stejnym nebo vétsSim
objemem vzorku

. zpusob/typ kalibrace

. parametry pro zajisténi validni kalibrace (limity pro citlivost a
opakovatelnost)

. pracovni rozsah metody a dalSi parametry k ovéreni integrity

vysledku (absorbanéni limit, limit pro kontrolu linearity prabéhu
reakce)



Parametry metod automatické analyzy

Parametry definuji analytickou metodu.

Zadavaji se do automatickych analyzatoru

takto:

« Manualni vkladani jednotlivych parametru
( ustupuje, moznost chyby)

« Kompletni aplikace od vyrobce — instalace
z diskety, carovym kodem nebo pres web,
moznost upravy pouze u nékterych parametru



Popis vyznamnych parametru



Vinové délky, bichromatické méreni:

Vsechny testy pro klinickou chemii jsou v souCasne dobe mereny

simultanne pri dvou vinovych delkach — hlavni a vedlejsi.

A

Bichromatic measurement

Absorbance




Bichromatické méreni

Koncentrace se pocCita z rozdilu absorbance obou mereni.
Vyhodne, nebot kompenzuje :

» variace svételné emise fotometru

« citlivost fotodiod

* bublinky nebo Castecky v ceste svetla

Hlavni vinova délka je dana absorpCnim maximem reakce

Vedlejsi vinova deélka je zvolena tak, aby

* rozdil absorbanci mezi hlavni a vedlejsi A byl co nejvetsi

* sSoucasne se pri ni musi minimalne uplatnovat
interference

e soucasne ma byt co nejblize k hlavni A

Na analyzatorech byva bézné moznost vyuzivat pro ruzne
metody 12 vinovych délek



Merici body reakce:

« Absorbance reakénich roztoku v kyveté je
periodicky merena po kazdem cyklu pristroje
(kolem 20s) behem reakcniho Casu (3 - 10
minut)

* Pristroje jsou schopny pridavat vzorky a Cinidla
v urcité fazi reakCniho casu dle typu
provadeneho mereni

* Presna specifikace méericim bodem
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Typy mereni:
End point — jednobodové (meri se absorbance na konci
reakce)
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End point - dvojbodove (blank + konec reakce)

A

2-Point Assay

Absorbance




End point - tribodove (napr. pro ISE)



Kinetickeé (rate) — meri se zména absorbance za casovou

jednotku
Pfi reakci dochazi k narustu (stanoveni CK) i poklesu

absorbance (stanoveni ALT, AST)

>

2-Point Rate Assay
Reagents at R1 and R2 or R3 timing
(2 reagents)

Absorbance




Reaction Monitor
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Figure G-88 Reaction Monitor window (P module)

Reaction Monitor
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Figure G-89 Reaction Monitor window (D module)



Zpusoby kalibrace:

Automatické analyzatory umoznuji napr. tyto typy
kalibrace:

* Linearni dvoubodovou — pro fotometrické metody

* Nelinearni Logit-log 3P

* Nelinearni Logit-log 4P

* Nelinearni Logit-log 5P — pro turbidim. a imunoturb.m.
* Nelinearni exponencialni
* Nelinearni Spline

* Isoenzym P

* Isoenzym Q

* Nelinearni Point to Point
« ISE (tfibodova)
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Figure G-286  Calib sub-screen (Photometric Test)



Touch the Status tab on the Calibration screen to display the Status screen.
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: Calibration Result (Photometry) .
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Figure G-269  Calibration Result (Photometry) window



Ovéreni integrity vysledku:

« Aby se zabranilo vydani nespravného vysledku pfri
extrémni koncentraci, analyzatory automaticky provadi
zkousky na oveéreni spravnosti vysledku

* Neni-li vysledek po technické strance v poradku, je
oznacen chybovym hlasenim a ve vétSiné pfipadu
automaticky naredén

* Pouzivaji se nasledujici zkouSky: test na linearitu,

test na dodrzeni absorbancniho Ilimitu, test na
kontrolu vyCerpani substratu, test detekujici Hook efekt



Test na linearitu
« Je provaden automaticky u vsSech kinetickych metod

« Linearita je kontrolovana pomoci linearni regresni
analyzy. Neni-li splnéna, vzorek je oznacen chybovym
hlasenim (pr. Lin.)

Test na dodrzeni absorbancniho limitu

« Nameérena absorbance vzorku je tak vysoka, ze nelze
zajistit spolehlivé vysledky
« U vzorku se objevi chybové hlaseni a musi se fedit

 Integrita vysledku je zajistena nastavenim
absorbancniho limitu

Test na kontrolu vyc€erpani substratu
» Uplatnuje se absorpcni limit i kontrola linearity

* Neni-li reakce linearni, do vypoctu jsou zahrnuty pouze
body z linearni oblasti
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Test detekujici Hook efekt

-pfi nadbytku antigenu u imunoturbidimetrickych stanoveni

(Prozone Check)
-koncentrace antigenu je tak vysoka, ze dochazi

K rozpousteni precipitatu
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Test detekujici Hook efekt

Objevuje se u imunoturbidimetrickych stanoveni
Koncentrace ve vzorku vysoka
Lezi na prave strane Heidelbergovi krivky

Chybné stanovena nizka koncentrace merenim
absorbance je s vyuzitim Prozone Check detekovana a
oznacena chybovym hlasenim

Stanoveni je pak znovu provedeno z mensiho objemu
nebo z naredeného vzorku

Prozone Check je nejCastéji proveden nasledovné: Po
skoncCeni reakce se stoupajici smernici absorbance je
pridan dalSi definovany objem antigenu. Absorbance je
mérena pred i po pfidani antigenu (viz 1-Point Assay)

Vyjimecné — zpravidla stacCi pracovni rozsah metody



Vybrané charakteristiky automatickych
analyzatoru

Minimalni reakcni objem:

* vyznamna charakteristika analyzatoru

* QOdviji se od néj cena za analyzu jednoho testu (100 — 180 ul - pro
R1 Cinidlo)

» Nekteré stroje reagencie predreduji. Pracuji pak s menSim objemem
a minimalnimi naklady (Avia 1650, Siemens)

Minimalni pipetovaci objem — 2 ul:

 Minimalni objem se tyka vzorku, kontrolnich a kalibracnich
materiall

« Reagencie jsou pipetovany proti vzorku vetSinou minimalné
v desetinasobném nadbytku

* P¥i potrebé provést analyzu z mensSiho objemu vzorku (fedéni) se
vzorek predredi



Poradi pridavani reakénich komponent:

Existuji dva typy pipetovani

* 1. Nejdrive se pipetuje vzorek (jehla se musi dotknout
dna) a potom Ccinidlo - pr. Analyzatory rady Cobas,
Roche

« 2. Nejprve se pipetuje Cinidlo (vyplach jehly vodou),
potom vzorek — pr. analyzatory Integra, Roche

» Jednoreagencni metody jsou oznacovany jako ,Sample
start® a dvoureagencni jako ,Substrate start"



Technicky limit — vysledky, které lezi mimo technicky limit jsou
oznaceny chybovym hlasenim a nesmi byt vydany dokud nejsou
zopakovany - nejcasteji po naredeni

Repeat limit — vysledky jsou technicky spravne, jsou pouze mimo limit
zvoleny laboratori pro opakovani
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Priklady parametru pouzivanych u automatické
analyzy:

Analyzator na klinickou chemii:
* Minimalni reakéni objem: 180 pl
« Objem vzorku: 2 — 35 pl

« Vinové délky: 340, 376, 415, 450, 480, 505, 546, 570, 600, 660, 700, 800
nm

 Reakeni teplota: 37°C
* Reakcénicas:1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 minut

Stanoveni ISE:

 Metody: Na, K, CI

« Objem vzorku: 15 pl

 Objem diluentu:: 450ul/vzorek

« Redéni: 1: 31

 Objem vnitrniho standardu: 1050 ul/vzorek
» Referencni roztok: 130 ul/vzorek



Moznost korekce na nespecificke vysledky

« Existuje moznost viozit korekcni faktory — napfr. pro
kreatinin, kdy se u Jaffého metody projevuje vliv reakce
proteinu

Séroveé indexy

« Stupen potencialni interference zpusobené bilirubinem,
hemoglobinem nebo lipémii Ize stanovit - tzv. sérove
indexy

« Test je zaloZzen na mérfeni nafredénych vzorku pfi riznych
vinovych deélkach
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