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Biochemicky analyzator

dle definovaneho algoritmu provadi jednotlivé kroky analyzy (transport vzorku,
pipetovani vzorku, davkovani reagencii, michani, inkubace, mereni absorbance,
vypocet vysledné koncentrace)

soucasti bch analyzatoru je tzv. ISE modul (Na, K, CI)

Soucasne moderni bch analyzatory patri do generace diskretnich selektivnich
analyzatoru, které pracuji po vzorcich pacientt a umozniuji vybér metod.



Soucasti analyzatoru

Vzorkovy pipetor: sklada se z ramene pipetoru a vzorkové jehly (prenasi vzorek na

dno reakcni kyvety), soucCasti této jehly je detekcCni system pro detekci hladiny a
srazeniny.

Myci stanice: vzorkova jehla i reagencni pipetory jsou oplachovana z vnejsku i
zevnitr pred nasatim novéeho vzorku/reagencie.



Soucasti analyzatoru I

Reagencni prostor: chlazeny prostor pro ulozeni reagencii

Reagencni pipetory: davkuji reagencie do reakcni kyvety (vypoustéeni nad reakeni
Kyvetou)

Ultrazvukové michacky: promichani reakCni smési (homogennost smesi)

Inkubacni lazen: naplnéna deionizovanou vodou, 37 °C



Soucasti analyzatoru llI

Fotometr: k mereni absorbanci reakCni smesi v kyvete

Paprsek ze zdroje svetla prochazi kyvetou se vzorkem, poté monochromatorem,
dopada na detektor diodoveého pole (pole fotodiod). Je zaznamenana zména

absorbance reakCni smeési (na zakladé parametru metody) a vypocitan vysledek.
Nameérena absorbance je pfimoumeéerna mnozstvi sledovaného analytu ve vzorku.

U kazdé kyvety je pred reakci zmerena absorbance (0, tzv. blank — voda).



Soucasti analyzatoru IV

ISE prostor: pro analyzu Na, K, CI

Stanoveni sodiku, drasliku a chloridli na zakladé rozdilu potencialu jednotlivych
lontove selektivnich elektrod a referencni elektrody.



Parametry metody

* nutneé pro analytickou definici metody

Nastaveni v analyzatoru:
* manualné (dnes jiz méné vyuzivané),
= instalace metody stazenim konkrétnich parametru z aplikace vyrobce.



Priklady parametru metody

Typ vzorku: serum/plazma, mocC, CSF
Pipetovaci objem vzorku: 1,5-35 L
Pipetovaci objem reagencii: 5180 pL
Reakcni teplota: 37 £ 0,1 °C

Vinoveé delky: bézné 12 vinovych délek (340, 376, 415, 450, 480, 505, 546, 570,
600, 660, 700, 800 nm)

Opticky rezim: monochromaticky, bichromaticky



Sledovani reakce

= absorbance v reakcni smesi je merena béhem celé doby reakce (kazdych 8
sekund)

= U kazdé kyvety je také zmeren blank s vodou (absorbance 0)
= pro vypocet koncentrace muze byt vyuZito vice méricich bodu
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Prabéh reakce (Uzivatelska priru¢ka Roche Diagnostics)



Mereni v konstantnim case

Meri se absorbance za urcity Casovy usek (po uplynuti urcité doby). Je mozné vyuzit
zastaveni reakce pridanim inhibitoru po inkubaci vzorku. Automaticky analyzator
meéri absorbanci v definovaném intervalu, tj. od ¢asu 0 do 10 apod.
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Dvoubodové mereni (bichromaticke)

Je obdobou mereni v konstantnim Case. Méreni nezacina vsak v Case 0, t]. na
pocCatku reakce, ale az po uplynuti urcité doby, v mericim bodé P1 (tesné po pridani
vzorku).

Pri analyze na automatickych analyzatorech je bezné vyuzivano dvoubodove
mereni:

= prvni merici bod je po pridani vzorku, 12
= druhy merici bod po urcité dobe (konstantni cas) = » /
nebo po dosazeni rovnovahy (end point). 8
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Dvoubodové mereni

Mereni pri dvou vinovych délkach.

Vysledna hodnota mereni se vypocita z rozdilu absorbance obou mereni, je tak
kompenzovana:

= variabilita svételné emise,
= citlivost fotodiody,

= Castecky (,necistoty”) pfi pruchodu svétla.

Hlavni vinova delka je dana absorpCcnim maximem reakcni smesi.
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Dvoubodové mereni

= vinova délka v oblasti absorpcniho maxima
= vinova délka mimo absorpcni maximum

Vyuziti:
» pro reakCni smes, ve které se vyskytuje latka, ktera rovnez absorbuje zareni o
vybraneé vinové délce (tzv. interferujici latka),

= zamezeni falesné zvySeného vysledku méreni.
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End-point metoda

K mereni dochazi po dobéhnuti reakce nebo jejim zastaveni.

Reakce dosahne po urcité dobé tzv. koncového bodu (end-point). Méri se hodnota
absorbance dosazena v tomto koncovém bodu po ruzné dlouhé inkubaci, ktera se
pak jiz nemeni.
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Kineticka metoda

Stanoveni, pfi nemz se stanovuji parametry v priubéhu reakce, tj. absorbance je
mérena opakované v prubéhu reakce.

Je vybran Casovy usek, kdy je narlst absorbance linearni. Rychlost zmény je pfimo
umerna koncentraci analytu vzorku, ktera je analyzovana.

Také znama jako rate meéreni.

= pokles nebo narust absorbance za ¢asovou jednotku (nejcastéji 1 min)

= podminkou pro kinetické méreni je linearni prubéh zavislosti absorbance na Case
= napf. ALT, AST
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Kalibrace

Cinnost, ktera za specifikovanych podminek v prvnim kroku stanovi vztah mezi hodnotami veliginy s nejistotami méreni
poskytnutymi etalony a odpovidajicimi indikacemi s pridruzenymi nejistotami méreni a ve druhém kroku pouzije tyto informace
ke stanoveni vztahu pro ziskani vysledku méreni z indikace (VIM3).

» U bch analyzatoru slouzi k sestrojeni kalibracni krivky (standardy o ruzné
koncentraci)

Provadi se: pri zavedeni metody, nove sarze reagencii, zasah do optické casti
analyzatoru, v souladu s pozadavky na frekvenci kalibrace metody dané vyrobcem



Linearni zavislost

= kalibracni krivku predstavuje primka

Méfime standardni roztoky (roztoky o znamé koncentraci) se vzrustajici koncentraci
stanovovaneho analytu.
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Obrazek: Primka (pfiklad 2 bodové kalibrace metody CREA, Roche)



Vypocet koncentrace

Je-li kalibracni krivka linearni, je mozné vypocitat neznamou koncentraci
stanovovaneho analytu ve vzorku.

Cvz = sz X Cst
A

St

Vyjadienim kalibrace je kalibracni faktor, muzeme zjistit koncentraci analytu pomoci
faktoru.

Kalibracni faktor f: f = c/A. Upravenou rovnici pak Ize vypocitat koncentraci
stanovovaného analytu ve vzorku: ¢ = Axf{.
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Nelinearni zavislost

= Kkalibracni krfivku predstavuje krivka odliSna od primky

Obvykle se pouziva standardni roztok o nulové koncentraci stanovovaného analytu
a 5 dalSich standardu pro cely pracovni rozsah metody.
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Obrazek: Spline krivka (pfiklad kalibrace metody CRP, Roche)
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Merici rozsah metody

Soubor hodnot velicin stejneho druhu, které mohou byt mereny danym méridlem
nebo mericim systéemem se specifikovanou pristrojovou nejistotou za definovanych
podminek.

« v jakém koncentrachim rozsahu Ize meérit a v jakém rozsahu je kalibracni
zavislost linearni

Mez detekce (LOD): nejmensi mnozstvi analytu, které Ize spolehlivé prokazat

L4V 4

LI 40 &V 4



Prubéh kalibracni krivky

Linearni prubéh: pro sestrojeni kalibracni kfivky se vyuziva kalibratoru s nulovou
hodnotou stanovovaného analytu a kalibratoru s urcitou hodnotou tohoto analytu. U
metod, kde byla linearni zavislost opakované overena, lze vyuzit kalibraci s nizsim
pocltem kalibratoru, napr. 2.

Nelinearni prubéh: pouziva se kalibrator o nulové hodnoté stanovovaného analytu a
(minimalné) pét dalSich standardnich roztoku (kalibratort) s koncentracemi
pokryvajicimi pracovni rozsah.




Linearni oblast kalibracni krivky
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Linearni oblast

Pri kvantitativnich vypoCtech musi byt pouzito takoveé fedéni vzorku, aby lezelo v linearnim useku kfivky.
Vzorky lezici nad linearnim usekem kfivky zavislosti se musi zfedit a znovu analyzovat.

22



Hook efekt

,hadbytek protilatek”

Pri vysokych koncentracich stanovovaneho analytu mohou byt vazebna mista
saturovana antigenem a protilatka nemuze vytvaret komplex Ag x Ab. Vysledky
analyzy jsou podhodnocene.

Analyzatory maji ruzné postupy, jak Hook efekt rozpoznat, napf. pridani vice Ag do
rekce v pfipadé, Ze narust reakcni kfivky je pfiliS rychly (odpovida vysokeé
koncentraci stanovovaného analytu).



Hook efekt Il

Po probehlé reakci pristroj do vzorku prida opet antigen.

Zvyseni absorbance po pridavku Ag: meéreni probehlo v oblasti nadbytku protilatky
(tvori se nove imunokomplexy) — pro vypocet koncentrace analytu lze pouzit
namérené hodnoty absorbance a puvodni méfeni.

Bez narustu absorbance po pridavku Aqg: protilatka byla spotfebovana (mnoho
antigenu) — analyza musi byt opakovana s vySSim redenim vzorku.
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Zakladni metrologické pojmy, overeni metody

» Mezinarodni metrologicky slovnik, nyni VIM3

Anglicky termin Cesky ekvivalent (dfive)
Measurement trueness pravdivost méreni
Measurement accuracy spravnost méreni

Measurement precision presnost mereni

Tabulka 1: Zmény v metrologickém slovniku

Il

Cesky ekvivalent
(terminologie VIM3)
pravdivost méreni

presnost mereni

preciznost méreni
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Presnost mereni

Je tesnost shody mezi namerenou hodnotou veliciny a pravou hodnotou merenée
veliciny.

" presnejsi mereni = mereni s mensi chybou.

Termin presnost mereni se vztahuje k preciznosti i pravdivosti mereni, tj. vlivu
nahodnych | systematickych chyb. Vztah mezi preciznosti a presnosti mereni:

precizni a presné precizni a nepresné neprecizni a presné neprecizni a nepresné



Preciznost mereni

Je tesnost shody mezi indikacemi nebo naméerenymi hodnotami veliCiny ziskanymi
opakovanymi mérenimi na stejnem objektu nebo na podobnych objektech za
specifikovanych podminek.

= vyjadrena Ciselne mirami nepreciznosti, tj. napf. smerodatnou odchylkou, CV za
specifikovanych podminek,

= nema vztah ke skutecné hodnote,
= zavisi pouze na nahodnych chybach meéreni.

Specifikované podminky: podminky opakovatelnosti mereni, mezilehlé preciznosti
mereni, reprodukovatelnosti méereni.



Preciznost mereni

za podminek

_— T

opakovatelnosti méreni

mezilehlé preciznosti méreni
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reprodukovatelnosti mereni




Opakovatelnost méreni

Je souborem podminek méreni, ktery zahrnuje stejny postup méreni, stejny
obsluzny personal, stejny mérici system, stejné pracovni podminky, stejné
misto a opakovani méreni na stejnem objektu v kratkem casovem intervalu.

Prikladem je opakovani mereni je mereni jednoho analytu jednoho vzorku 10x tesne
za sebou.



Mezilehla preciznost mereni

Je souborem podminek méreni, ktery zahrnuje stejny postup meéreni, stejné misto
a opakovani méreni na stejnéem objektu nebo podobnych objektech v rozsireném
casovem useku, ale smi obsahovat dalsi podminky zahrnujici zmeény.

= zmeny mohou zahrnovat nove kalibrace, kalibratory, obsluzny personal, merici
systemy

Prikladem je dlouhodobé méreni referencnich materialu, tj. méreni referenéniho
materialu (tzv. kontrolniho — kazdy den) jako soucast IKK.



Reprodukovatelnost meéreni

Je souborem podminek méreni, ktery zahrnuje rdzna mista, obsluzny personal,
merici systémy a opakovani mereni na stejném nebo podobném objektu.

Prikladem je porovnani vysledku méreni pfi analyze téhoz kontrolniho materialu v
ruznych laboratofich, tj. porovnani vysledku v ramci EHK.
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Zdroje

« Terminologie v oblasti metrologie DEF.pdf (unmz.cz)

« Uzivatelska prirucka Roche Diagnostics
« Nezbeda P, Klinicka biochemie, Analyticka faze
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