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Motto:
Dubito, ergo sum.

Terminologicka poznamka

Omlouvam se ¢tendfim, Ze pouzivim termin
»minireadery®, coz je neceské a nepékné znéjici
slovo z odborného slangu. Nechtél jsem vytvofit
neologismus a nepodarilo se mi nalézt jednoduchy,
Cesky a pfitom dostate¢né srozumitelny termin
pro pojmenovani téchto pfistroji. Budu vdéény za
ptipadné navrhy.

1. Uvod

Zajisténi kvality analytickych vysledka laboratore

ma typickou strukturu (1):

1. Metrologické zajisténi navaznosti u méticich
pristrojii — napt. u spektrofotometri, mezi které
minireadery patfi - napf. navazanim stupnic
absorbance a vinové délky, vintervalech jednou
za rok az nékolik let.

2. Validace resp. verifikace postupii analyz, vniti-
ni a vnéjéi kontrola kvality — napf. zafazenim
vzorkd ke kontrole linearity, opakovatelnosti
a reprodukovatelnsti, miry shody mezi ,dano"
a ,nalezeno” - v intervalech denné az ro¢né.

3. Nezavisld provérka (audit) kontrolnich systému
laboratofe a jejich vyuziti — napf. prostfednic-
tvim GLP, akreditace v intervalech jednou za
rok az nékolik let.

4. Kvalifikace pracovnikd laboratotfe pregradudlni
i postgradudlni - napf. odborna setkani, publi-
kace, postgradualni studium.

V tomto sdéleni se zabyvime metrologickou kali-
braci a ovéfovanim méticich piistroji. Soustfedime
se na zajisténi ndvaznosti méfeni absorbance ve
viditelné oblasti a blizké UV u tzv. minireaderti. To
jsou spektrofotometry specializované na vertikalni
méfeni pri kratké optické draze (kolem 3 mm)
v malych objemech kapaliny (kolem 150 mikrolitrit).
(2). Jejich pouziti je znacné rozsifené tam, kde se
provadéji imunochemicka stanoveni typu ELISA,
nejen v klinickych laboratotich (klinicka biochemie,
imunologie a mikrobiologie), ale téZ za tcelem
detekce a stanoveni mikroorganismt v potravi-
narskych laboratorich (3). Technika méfeni témito

pristroji se li$i od klasické techniky horizontalniho
méfeni. Zatimco u horizontalntho méfenti je opticka
draha dand napevno vzdalenosti planparalelnich
stén méfici kyvety, u vertikilniho méfeni je ddna
vzdalenosti mezi dnem jamky a hladinou kapaliny
v ni. V dusledku toho je u horizontalniho méfeni
optickd dréha v Sirokych mezich nezavisla na ob-
jemu méfené kapaliny v kyveté, kdezto u méreni
vertikdlniho je (ale pouze priblizné) imérnd objemu
kapaliny v jamce.

U minireadert je pfi zaji$téni navaznosti méfeni
absorbanci kapalnym etalonem problémem opticka
draha. Ta je ddna jak vy$e zminéno vzdalenosti mezi
dnem jamky a hladinou roztoku. Tato vzdalenost,
kterd neni v béznych laboratornich podminkach
exaktné méfitelnd, zavisi na aplné geometrii jamky
a objemu roztoku v ni. Problém je mozno resit tak,
Ze misto kapaliny pouzijeme etalon v pevném sku-
penstvi. Jako ptiklad muze slouzit produkt firmy
Hellma, ktery je oznacen 666.013 Microplate reader
calibration standard (4).
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Obr. 1 Schematické zndzornéni etalonu 666.013
Microplate reader calibration standard firmy
Hellma

Jeho schema je uvedeno na obr. 1, ma rozméry stejné
jako mérici mikrotitra¢ni desticka s 8 x 12 okénky
o priméru 6.6 mm. Okénka jsou ve stejnych pozi-
cich, jako jamky (kyvety) na mikrotitra¢ni desticce.
Kazdé dva sloupce (2 x 8 okének) jsou prekryty
obdélnikovym Sedym sklem, které ma vyrobcem
absorbanci garantovanou pro vlnové délky 405, 450,
490 a 650 nm. K disposici jsou skla s absorbancemi:
0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,5.

Pokud se $eda skla nahradi skly holmiovymi, 1ze ka-
librovat vlnové délky. Holmium m4 totizZ absorpéni
spektrum s mnoha ostrymi maximy v rozmezi{ 241
az 641 nm. Pro ilustraci je na obr. 2 uvedeno ab-
sorpéni spektrum 4% oxidu holmia v 10% kyseliné
chloristé (5).
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Obr. 2 Absorpcni spektrum 4% oxidu holmia v 10% kyseliné chloristé, optickd drdha 1cm

2. Material a metody

K zaji$téni navaznosti absorbanci méfenych mi-
nireadery byly na pracovisti Ceského metrologic-
kého institutu v Laboratofi primérni metrologie
v Praze v r. 2012 zkonstruovany dva etalony
v pevném skupenstvi. Prvni etalon je navazany
pro oblast 400 az 780 nm po 1 nm je realizovan
$edymi sklenénymi filtry ¢. 1 az 4 s pramérnymi
hodnotami absorbance 0,2, 0,6, 1,0 a 2,0 s relativni
nejistotou 0,2 %. Druhy etalon je uréeny primérné
pro vlnovou délku 340 nm, je v§ak navazan od 250
do 850 nm. Je realizovdn metalickymi filtry ¢. 5
a 6 s prumérnymi hodnotami absorbance 0,5a 1,5.
Relativni nejistota pro 340 nm je 0,2 %. Ponévadz
kazdy z obou filtrt tohoto etalonu zabird témér
polovinu jamek na desticce, lze jej pouzit téz ke
kontrole homogenity (opakovatelnosti) méreni
absorbanci na desticce.

K zajisténi navaznosti stupnice vlnovych délek byl
na témze pracovisti zkonstruovan etalon s holmio-
vym sklem. Jeho pouziti ma smysl jen v piipadé, ze
minireader méfi spektralné, Ze neni jen filtrovym
fotometrem. Pokud je absorbance méteného vzorku
zévisla na vlnové délce, zptisobi posun vlnovych

Tab. 1 Ovéfovdni absorbance filtrem C. 1

délek chybu pfi méfeni absorbance. V takovém
pripadé je tedy kontrola nastaveni spravné vinové
délky rovnéz dulezita.

Etalony maji standardni format mikrotitraéni destic-
ky. Filtry jsou odnimatelné, aby bylo mozné jejich pro-
méfeni na primarni monochrométorové aparatute,
a tim zajisténa potebnd metrologicka navaznost.

Etalony byly testovany na pfistrojich Infinite 200,
vyrobce Tecan, vyr. ¢. 711003843 a Sunrise, vyrobce
Tecan, vyr. ¢. 705001453 v laboratofi imunochemie
amolekuldrni diagnostiky v Ustavu 1ékatské biochemie
alaboratorni diagnostiky 1.1ékaf'ské fakulty University
Karlovy v Praze a Véeobecné fakultni nemocnice
v Praze. Etalon absorbanci byl navic testovan na pti-
stroji vyrobce Dynex Technologies a Multiscan RC
351, vyrobce Labsystems v laboratori Ustavu klinické
imunologie a alergologie ve FN v Hradci Krélové.

3. Vysledky a diskuse

Kompletni vysledky jsou k disposici u autorti. Pro ilu-
straci jsou v nasledujicich tabulkach uvedeny vysledky
ovéteni absorbanci filtry ¢. 1 a 4 pfi 450, 620 a 630 nm
(tab. 1a2), filtry ¢. 5a 6 pti 340 nm (tab. 3) a ovéfeni
vlnovych délek holmiovym filtrem (tab. 4).

| Infinite | Sunrise Dynex Multiscan
A=450 nm, n=10, Aref=0,1674, UcCREF=0,00080
A 0,1703 0,1631 0,1648 0,1666
SD 0,00087 0,00115 0,00231 0,00289
Uc 0,0019 0,0024 0,0047 0,0058




Tab. 1 - pokracovdni

Infinite Sunrise Dynex Multiscan

UcREL 1,1% 1,4% 2,8% 3,5%
vychyleni 0.0029 -0,0043 -0,0026 0,0008
A=620 nm, n=10, Aref=0,1916, UcREF=0,00054

A 0,1914 0,1883 --- 0,1891
SD 0,00064 0,0012 -—- 0,00231
Uc 0,0014 0,0024 --- 0,0047
UcREL 0,7% 1,3% --- 2,5%
vychyleni -0,0002 -0,0033 --- -0,0025
A=630 nm, n=10, Aref=0,1933, UcREF=0,00054

A - --- 0,1858 -
SD --- --- 0,0029 ---
Uc --- --- 0,0058 ---
UcREL --- --- 3,0% ---
vychyleni --- --- -0,0075 ---
Tab. 2 Ovéfovdni absorbance filtrem ¢. 4

| Infinite | Sunrise Dynex Multiscan

A=450 nm, n=10, Aref=2,2518, UcREF=0,00783

A 2,2614 2,2462 2,2677 2,2551
SD 0,00739 0,00462 0,00289 0,02252
Uc 0,0167 0,0121 0,0097 0,0457
UcREL 0,7% 0,5% 0,4% 2,0%
vychyleni 0.0096 -0,0056 0,0159 0,0033
A=620 nm, n=10, Aref=2,0862, UcCREF=0,00533

A 2,0876 2,0905 --- 2,0891
SD 0,00497 0,00231 -—- 0,01674
Uc 0,0113 0,0071 --- 0,0339
UcREL 0,5% 0,3% --- 1,6%
vychyleni 0,0014 0,0043 --- 0,0029
A=630 nm, n=10, Aref=2,0572, UcCREF=0,00603

A --- --- 2,0529 ---
SD --- --- 0,0029 ---
Uc --- --- 0,0084 ---
UcREL --- --- 0,4% ---
vychyleni --- --- -0,0043 ---




Tab. 3 Ovérovani absorbance filtrem ¢&. 5 a 6, A=340 nm, n=20

Infinite Sunrise Infinite Sunrise

Aref=0,4763, UcCREF=0,00099 Aref=1,5346, UcREF=0,00087
A 0,4753 0,4668 1,4950 1,4686
SD 0,00912 0,00924 0,01605 0,01328
Uc 0,0183 0,0185 0,0321 0,0266
UcREL 3,8% 3,9% 2,1% 1,7%
vychyleni -0.0010 -0,0095 -0,0396 -0,0661

Tab. 4 Ovéfovdni vinové délky holmiovym filtrem
REF Infinite Sunrise
T naméfeno odchylka naméfeno odchylka
A (nm) A (nm) A (nm) A (nm) A (nm)
max 378,7 377,8 -0,9 --- ---
min 385,9 384,8 -1,1 --- ---
min 418,3 419,4 1,2 417,0 -1,3
max 431,6 432,5 0,9 429,4 -2,2
max 478,8 478,8 0,1 --- ---
min 485,7 487,0 1,3 --- ---
min 536,9 538,0 1,1 538,0 1,1
min 640,0 641,3 1,3 642,2 2,2
4, Zaveér Uc kombinovana rozsitena nejistota, faktor

Popsané pevné etalony pro zajistovani navaznosti
absorbance a vlnové délky pii méfeni na minirea-
derech se osvéd¢ily. Etalony pevné jsou pro mini-
readery vhodnéj$i nez etalony kapalné. Predev$im
proto, ze na rozdil od etalont kapalnych nevznika
pfi méfeni absorbanci problém s optickou drédhou.
Jejich pouzitilze doporucit pro metrologickou kon-
trolu minireadert zejména na pracovistich, kterd se
uchézeji o certifikaci resp. akreditaci nebo jsou jiz
certifikovana resp. akreditovana.

Nase podékovani za méfeni na pfistrojich vyrobcu
Dynex Technologies a Labsystems patti doc. RNDr.
Ctiradu Andrysovi, Ph.D.

6. Zkratky a symboly

A absorbance

CMI  Cesky metrologicky institut
n pocet paralelnich méfeni
REF referenéni

SD smérodatnd odchylka

T transmitance

rozsifeni=2

UcREF  kombinovana roz§ifend nejistota etalonu,
faktor roz$ifeni=2
UcREL  relativni kombinovand rozsifena nejistota,

faktor rozsireni=2
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