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Parametry metod automaticke
fotometrické analyzy

aplikacéni kéd (jednoznacna definice 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 automaticke
imunochemické analyzy

e Obdobné

* Nekteré parametry jako typ méreni, mérici body
reakce, vinova délka atd. jsou vynechane



Parametry metod automatické analyzy

Zpusoby zadavani:

« Kompletni aplikace od vyrobce — instalace pres web nebo
pomoci carového koédu, moznost upravy pouze nékterych
parametru

* Manualni vkladani jednotlivych parametru

(ustupuje, moznost chyby, pouziva se u metod a reagenciemi
jiného vyrobce nez je vyrobce analyzatoru)



Popis vyznamnych parametru



Vinové délky, bichromatické meéreni

Vsechny testy pro klinickou chemii jsou v soucCasné dobé mereny

simultanné pri dvou vinovych délkach — hlavni a vedlejsi

A

Bichromatic measurement

Absorbance




Bichromatické mereni

Koncentrace se pocita z rozdilu absorbance obou méreni.
Vyhodné, nebot’ kompenzuje :

« variace svetelné emise fotometru

« citlivost fotodiod

* bublinky nebo castecky v cestée sveétla

Hlavni vinova délka je dana absorpcnim maximem reakce
Vedlejsi vinova délka je zvolena tak, aby

« rozdil absorbanci mezi hlavni a vedlejSi A byl co nejvétsi

e soucasne se pri ni musi minimalné uplatnovat interference
« soucasné ma byt co nejblize k hlavni A

Na analyzatorech byva bézné moznost vyuzivat pro rizné
metody 12-14 vinovych délek



Merici body reakce

« Absorbance reakénich roztoku v kyveté je periodicky mérena

po kazdém cyklu pristroje (kolem 20s) béhem reakéniho €asu
(10 minut)

« Pristroje jsou schopny pridavat vzorky a €inidla v urcité fazi
reakcniho ¢asu dle typu provadéeného meéreni

 Presna specifikace méricim bodem
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Typy mereni:
End point — jednobodové (méri se absorbance na konci reakce)
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End point - dvojbodoveé (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)



Ei CU - Symantec pcAnywhere Remote

File Edit Task Actions Help

Stand By

Workplace

Reagent

Test Selection ‘

Data Review

]

‘ Calibration ‘

Calib. Review ‘

30/09/2015 19:27

Reaction Monitor

Test v Run Type '@ ist | Rerun
Scale: Automatic
530 ® ®
L]
L
ol
® L
28 »
L
L
®
® L]
556 o
o
®
® L.
L)
424
G
®
= ® 0000000000000 0000
1 |2 |3 |4 |5 is |? [ |10 i11 |12 113 14 |15 i1s |1? i1a 113 |20 i21 |22 ize |24 izs izs |2? izs 23 isu 3 |32 iaa |34 iss iss |3? isa
Point | Abs. conc Prozone | Limit Cell No. | A.U. Run Type Reagent I’EP“"'—“ ﬁ:’“"seq'
< 1 163 1.20 8708 250 C1-B 1st R1 615618 0027309
R3 e15618 0027309
Scale Overlay Send to DM Close

Select a test from the

Kinetické méreni




Zpusoby kalibrace

Automatické analyzatory umoznuji napr. tyto typy
kalibrace:

« Linearni dvoubodovou — pro fotometrické metody
* Nelinearni — pro turbidimetrické, imunoturbidimetricke
metody
Priklady: Spline
Logit-log 5P
RCM2T2 exponencialni funkce



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

Objevuje se u imunoturbidimetrickych stanoveni
Koncentrace stanovovaného analytu ve vzorku vysoka
Lezi na pravé strané Heidelbergovy krivky

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

Stanoveni je pak znovu provedeno z mensiho objemu nebo

z nafedéného vzorku

Prozone Check je nejcastéji proveden nasledovné: Po skonceni
reakce se stoupajici smeérnici absorbance je pridan dalsi
definovany objem antigenu. Absorbance je mérena pred i po
pridani antigenu (viz 1-Point Assay)

Pouziva se vyjimecné — postup je zpravidla nahrazen
automatickym redénim jiz od nizsich koncentraci



Test detekujici Hook efekt

- pfi nadbytku antigenu u imunoturbidimetrickych stanoveni
(Prozone Check)

- koncentrace antigenu je tak vysoka, ze dochazi
k rozpousténi precipitatu
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Pracovni rozsah (technicky limit )— vysledky, které lezi mimo
technicky limit jsou oznaCeny chybovym hlasenim a nesmi byt vydany
dokud nejsou zmereny bez chyboveho hlaseni - nejCasteji po naredeni
— souvisi s rozsahem kalibrace

Repeat limit — vysledky mimo repeat limit jsou technicky spravne, jsou
pouze mimo limit zvoleny laboratofi pro opakovani (silné patologicke

hodnoty)
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Instalace metod jiného dodavatele
(nez dodavatel analyzatoru)
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Vkladani reagencii od jiného dodavatele
(nez dodavatel analyzatoru)
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Mez stanovitelnosti

 Spodni hranice pracovniho rozsahu
(Chemiluminiscencni a fluorescencni techniky
patri k nejcitlivejsim metodikam - radove fento
az zeptomoly (10-°az 10-?' molu)



Vybrane charakteristiky automatickych metod

Minimalni reak€éni objem:

* Vyznamna charakteristika analyzatoru

* Drive se od neho odvijela cena

* V soucasnosti asi100 ul - setrne k zivotnimu prostredi

* Nektere stroje reagencie predreduji. Pracuji pak s mensim objemem
(Avia 1650, Siemens)

Minimalni pipetovaci objem — 1 ul:

« Minimalni objem se tyka vzorku, kontrolnich a kalibracnich
materiall

« Reagencie jsou pipetovany proti vzorku vetsinou minimalne
v desetinasobnem nadbytku

« P¥i potrebe provest analyzu z mensiho objemu vzorku nez 1 ul se
vzorek predredi



Priklady parametru pouzivanych u automatické
analyzy

Analyzator na klinickou chemii:
* Minimalni reakéni objem: 100 pl
« Objem vzorku: 2 — 25 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 nespecifické vysledky

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



Poradi pridavani reakénich komponent

Existuji dva typy pipetovani

1. Nejdrive se pipetuje vzorek (jehla se musi dotknout dna) a
potom c¢inidlo - pf. analyzatory rady Cobas, Roche

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



Chyba prenosem — carry over

Chybové hlaseni u vzorku s nizkou koncentraci po vzorku s
vysokou koncentraci (automatické opakovani u imunochemickych
analyzatoru)

Test na tuto chybu



Mocovy mikroskopicky analyzator

Vyber jednotek
- pl/ml
- na zorné pole (neni doporuc¢eno)

Zalozeni kategorie od urcitého poctu elementu —
napr. kvasinky > 5
spermie >3

Instalace jednotlivych Sarzi kontrol a kalibratoru

Chybova hlaseni



