Biochemické analyzatory

Biochemické analyzatory vstoupily do klinické laboratorni praxe v 70. letech minulého
stoleti jako pokraCovani procesu mechanizace laboratornich Cinnosti. Prvky mechanizace
piedstavovaly pouziti pistovych pipet a pistoventilovych davkovaci k odmétovani
biologického materidlu a davkovani reagencii, nalévaci nebo pratokové kyvety fotometrii a
rizny stupen matematického zpracovani zméfeného signalu (absorbance) kalibratori a vzorki
s tiskem vysledné koncentrace zméfeného analytu. V soucasné dob¢, vedle biochemickych
analyzatorti vyuzivanych v rutinnim provozu klinicko-biochemické laboratote, se pouzivaji
také pienosné stolni analyzatory rtznych typl. Slouzi pro rychld, stanoveni v malych
laboratornich provozech, v ordinacich praktickych 1ékatt, specialistli, pfipadné pfimo u ltizka
pacienta. Posledni jmenované uplatnéni pfedstavuje znacné obsdhly, riznorody a stale se
rozvijejici systém POCT (Point of care testing). Specifickym rysem POCT analyzatort je jejich
jednoduchy zpasob obsluhy, vysoce rozvinuty systém autodiagnostiky s minimalnim
pozadavkem na kalibraci, kontrolu a udrzbu ze strany laboratorné neskolené¢ho zdravotnického
perzonalu. Obvyklym feSenim je tzv. kazetovy systém (cartridge), kdy vlozena kazeta obsahuje
vSechny potiebné reagencie, kalibraéni a kontrolni materidly, ptipadné dal§i potiebné
jednorazové soucasti jako napi. méfici elektrody. POCT analyzatory podléhaji tzv supervizni
¢innosti laboratornich pracovnikt. Ta je usnadnéna jejich on-line zapojenim do nemocni¢nich
siti, coz umozinuje dalkovou spravu, monitorovani jejich funkce, vyhodnocovéani automaticky
provadénych kontrolnich analyz a pfenos namétfenych dat do laboratornich a nemocni¢nich
informacnich systému. Cenou za rychlou dostupnost a jednoduchou obsluhu jsou vyrazn¢ vyssi

finan¢ni néklady ve srovnani s klasickym laboratornim vySetfenim.

Automatické analyzatory

Automatické analyzatory byly schopny, bez zdsahu obsluhy, provadét jednotlivé kroky
biochemické analyzy podle pfedem naprogramovaného algoritmu. Jednalo se o transport
analytického vzorku, pipetovéani, davkovani reagencii, promichani, inkubaci, méfeni zmén
absorbance, vypocet koncentrace za pouziti kalibra¢nich standardi, zobrazeni a tisk vysledku
biochemické analyzy, ptipadné jeho pieneseni v elektronické podobé do laboratorniho
informacniho systému. Vedle zdkladniho spektrofotometrického principu méfeni zmén
absorbance vyuzivaji analyzatory mnohé dal$i méfici principy, jako imunoturbidimetril,

chemiluminiscenci, enzymoimunoanalyzu na mikrocasticich, fluorescencni polarizacni


https://www.wikiskripta.eu/w/Absorbance

imunoanalyzu apod. Standardni souc¢ésti biochemickych automatickych analyzatort je modul s

iontové selektivnimi elektrodami (ISE) na stanoveni Na*, K" a CI~.

Hlavni soucasti automatického analyzatoru:

Pohled na pracovni plochu analyzatoru.

1
2.
3.
4.

. transportni systém dopravujici vzorky ve stojancich k sérovému pipetoru,

rotor v chlazeném prostoru pro kalibratory, kontroly a statimové vzorky,

rotor s reakénimi kyvetami ulozeny ve vodni 14zni temperované na 37 °C,

reagencie (R1, R2) v nddobkéch znacenych ¢arovym kédem; chlazeny prostor je za provozu
uzavien vikem,

sérovy pipetor,

reagencni pipetor — davkovac,

rota¢ni michadlo,
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myci stanice reakénich kyvet.

Soucasné automatické biochemické analyzatory patii do generace selektivnich ,,random
access‘ analyzatort, které umoziuji u jednoho vzorku volny vybér z desitek metod. Rozdilny
je hodinovy vykon riznych typt analyzatorti. Hodnoty se pohybuji od 100 do n€kolika tisic
analyz za hodinu. Pro vykon je dilezity tzv. takt analyzatoru, tj. ¢as v sekundéch, po kterém
se pravidelné pozastavuje reakéni kyvetor a umozinuje tak pipetovat dalsi vzorek. Pti taktu 4 s
je to 15 testli za minutu a 900 testd za hodinu. Pravidelnou funkci analyzatorii je mozZnost
prednostniho provedeni analyz v tzv. statimovém vzorku. Casova odezva na tyto vzorky se

pocita v minutach. Popsané ukony jsou riznymi vyrobci feSeny rizn€, nékdy unikatné za
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pouziti patentovanych postupt. S védomim urcitého zjednoduseni se v dal§im textu omezime

na popis piikladu standardniho feseni.
Soucasti analyzatoru

Transportni systém dopravuje analytické vzorky ze vstupu analyzatoru do pracovniho
prostoru pipetoru a po napipetovani na vystup z analyzatoru. NejCastéji je zajiStén posunem
stojankil se vzorky linearnim nebo otdCivym pohybem. Na vstupu analyzatoru je umisténa
laserova &tecka Earovych kodi. Carovy kod jednoznaéné identifikuje vzorek pro spojeni s tidaji
pacienta v laboratornim informacnim systému a souCasn¢ informuje analyzator o typu

analyzovaného materialu (sérum, plazma, mo¢, likvor aj.).

Pipetor zajistuje pipetovani vzorku do reak¢ni kyvety. Pipetovaci jehla je vyrobena z
inertniho materialu a je opatfena hladinovym senzorem (vodivostni, kapacitni, radiofrekvenéni
systém), ktery pii kontaktu jehly s povrchem vzorku zastavi vertikalni pohyb pipetoru a nasati
vzorku se tak uskute¢ni tésné pod hladinou. Pipetovaci objemy se pohybuji v rozsahu 2—20 pl.
Aby se zabranilo kontaminaci, pfenosu (cary over), je pipetovaci jehla pii pfechodu na dalsi
vzorek zevné 1 vnitin¢ omyta v myci stanici. Tam, kde se méfi velmi nizké koncentrace, méieny
analyt se vyskytuje v Sirokém koncentraénim rozmezi a je tak velké nebezpeci kontaminace s
falesné€ pozitivnim vysledkem, pouzivaji analyzatory pipetovaci Spicky, které se automaticky

méni pii pfechodu na dalsi vzorek.

Davkovade reagencii pracuji na stejném principu vcetné hladinovych senzorli a myeci
stanice k zabranéni vz4djemné kontaminace reagencii. Davkované objemy jsou programovatelné
v rozsahu odpovidajicim objemu reakéni kyvety, napt. 20-300 pl. Pfesné odmétrovani objemu
vzorku a davkovani reagencii zajiStuji pistové davkovace, které jsou s koncovymi pipetory
spojeny hadi¢kami. Objemové zmény pii pohybu teflonovych pisti se piendseji na koncové

jehly pipetort.

Reakéni kyvety se lisi podle pouZzitého materialu, tvaru, objemu a zpiisobu pouziti bud’ jako
jednorazové, které se po pouziti odstrani do odpadu, nebo opakované pouzivané po
automatickém vymyti. Zékladnim pozadavkem je propustnost materialu kyvet pro UV zéfeni,
coz spliuji syntetické materidly a kiemenné sklo. Postupnd miniaturizace vede ke kyvetam o

obsahu mensim nez 100 pl.



Inkubacni lazen je prostiedi, ve kterém jsou umistény reakéni kyvety. Inkubacni teplota,
dilezitd predevsim pro stanoveni katalytické koncentrace enzymi, je udrzovéna na 37 °C s
ptesnosti + 0,1 °C. Homogenni teplotni prostfedi zajistuje v inkubaéni lazni cirkulujici voda,

olej nebo vzduch.

Zdroj svételného zareni — monochromator — absorpéni prostiedi — detektor. Jako zdroj
svételného zarfeni se vétSinou pouziva halogenova nebo xenonova vybojka, svételny paprsek
spojitého spektra je po prichodu absorpénim prostiedim (kyvetou) rozlozen monochromatorem
(optickou mtizkou) na paprsky s definovanou vlnovou délkou (monochromatické zatreni), které
dopadaji na detektor, vétsinou diodové pole (diode array). Zmény absorbance reakéni smési v
kyveté jsou monitorovany (zaznamenavany) pii kazdém prichodu kyvety paprskem optického

systému.

Reagencie. Automatické biochemické analyzatory standardné umoziuji pouziti dvou
reagencii na jednu metodu (dvoustupiiové metody), je mozné pouzit i 3 az 4 reagencie.
Reagencie mohou byt v tekuté podobé (liquid-ready to use), u mén¢ stabilnich ¢inidel se
ptipravuji pted vlozenim do analyzatoru rozpuSténim praskové nebo tabletové formy. V
analyzatoru jsou uloZeny v chlazenych prostorach pro zvyseni jejich stability a snizeni odparu.
Nédobky s reagenciemi jsou vétSinou oznaceny ¢arovym kodem, ktery analyzator registruje a
nezalezi tak na poloze jejich uloZeni v reagen¢nim prostoru. Pfed davkovanim reagencie do

kyvety se pfislusna nadobka nastavi do pipetovaci polohy piislusného davkovace.

Michadlo zajistuje promichani reakéni smési v kyveté, napfiklad rotacnim pohybem
lopatky michadla ponofeného kratce do reakéni kyvety, mozné je 1 promichani vibracemi,

ultrazvukem nebo probublanim vzduchem.

Myeci stanice odsava po skonceni méteni reakéni smés a opakovanym proplachnutim kyvety

vodou s kone¢nym vysuSenim ji pfipravi k dal§imu pouZziti.

Parametry-definice metod. Kazda metoda ma definované parametry: zpisob méfeni (end
point, kineticky), vinové délky, objem pipetovaného vzorku a ddvkovanych reagencii, uréeni
métenych bodd pro vypocet koncentrace, méteni vzestupu nebo poklesu absorbance, mezni
hodnoty pro opakovani analyzy s vét§im nebo mensim objemem vzorku pfi prili§ vysoké nebo

naopak pfili§ nizké koncentraci.



Zobrazeni a prenos vysledkii. Vysledky analyz jsou prubézné znazornovany na obrazovce
analyzatoru, tiStény na tiskarné analyzatoru, pfi on-line spojeni piendSeny do laboratorniho
informacniho systému, pfipadné dale v elektronické form¢é¢ do nemocni¢niho informacniho

systému do dokumentace pacienta.

Pribéh reakce. Zmény absorbance reakéni smési v kyveté jsou pribézné monitorovany a
graficky zaznamenany (reakcni monitor). Graficky zaznam po celou dobu inkubace je dulezity
zv1asté u stanoveni katalytické koncentrace enzymti, kdy umoznuje odhalit vyC¢erpani substratu

pii vysoké aktivit¢ enzymu, nelinearni, ptipadné jinak zménény prabéh reakce.

Chybova hlaseni, autodiagnostika. VSechny cinnosti a funkce analyzatoru jsou
naprogramované v softwaru fidictho pocitate. Pohyb pohyblivych soucasti analyzéitoru
zajistuji vétSinou presné krokové motory. Spravnd funkce pohyblivych soucésti je trvale
monitorovana pomoci specidlnich ¢idel, které kontroluji koncovou polohu i ¢as potiebny k
jejimu dosazeni. Pfi nedodrzeni nastavenych poloh a ¢asovych limitli se analyzétor zastavi s
ptislusnym chybovym hlaSenim. Voda je v analyzéatoru pohanéna pomoci ¢erpadel a odsédvana

vakuem, kter¢ je fizeno magnetickymi ventily.

Soucasné elektronicky fizené automatické biochemické analyzatory maji Casto znacné
sofistikovany software. Bézné je statistické vyhodnocovani kontrolnich analyz v ¢iselné i
ptehledné grafické podobé a nastroje vnitini kontroly kvality umoziujici vybér a kombinaci
Westgardovych pravidel. Jinou softwarovou aplikaci je napt. tzv. reflex mode, ktery
umoziuje automatické provedeni doplitkovych analyz pfi patologické hodnoté ordinovaného
testu.

Charakteristickym znakem vyvoje automatizovanych analytickych systémil v poslednich
letech byla konstrukce hybridnich systémt spojujicich analyzatory vyuzivajicich rtzné
spektrofotometrické principy s imunochemickou (homogenni 1 heterogenni) imunoanalyzou.
Oba typy analyzatorii byly spojeny riznym dopravnikovym systémem k transportu
biologickych vzorkli a naméfend data byla soustfedéna do jednoho vysledkového listu.

V posledni dob¢ se vyrobci automatizovanych laboratornich systémt zaméfili na vyvoj a
vyrobu automatizovanych a robotizovanych linek, které pokryvaji preanalytickou a
postanalytickou fazi laboratornich procesti. Redlnou a relativné dostupnou se tak stala tzv.

totalni laboratorni automatizace.


https://www.wikiskripta.eu/w/Spektrofotometrie

Preanalyticky proces v laboratofi tvofi:

e pfijem a identifikace biologického vzorku,

o centrifugace,

e odzatkovani,

e rozpipetovani — aliquoting,

e oznaceni aliquotu $titky s ¢arovym kodem — labeling,

e roztiidéni primarnich a sekundarnich vzorku (aliquotii) — sorting,

e U on-line ptipojeni ptimy vstup do dopravnikového systému analytické ¢asti.
Postanalytickym procesem se rozumi:

o validace analytickych vysledki,
o elektronicky pfenos do laboratorniho informacniho systému,

e archivace primarnich piipadné alikvotnich vzorkd.

Zdroj:
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